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Resumo

ESCA)FAGOA DE BARRETT: ASPECTOS FISIOPATOLOGICOS E MOLECULARES
DA SEQUENCIA METAPLASIA-DISPLASIA-ADENOCARCINOMA - ARTIGO DE
REVISAO

Objetivos. Realizar uma revisdo da literatura sobre os aspectos fisiopatologicos e
moleculares da carcinogénese do estfago de Barrrett.

Introducéo. O esbfago de Barrett (EB) é definido pela presenca de mucosa colunar
no esodfago distal, visivel a endoscopia digestiva alta, e que, a bidépsia, demonstre
metaplasia do tipo intestinal, com células caliciformes. O EB representa o estagio
avancado da doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) e constitui fator de risco
importante para o desenvolvimento de adenocarcinoma de eséfago (ACE). Esses
pacientes, portanto, necessitam seguimento apropriado, que possibilite o diagndstico
precoce dessa neoplasia.

Etiologia e Patogénese. O EB associa-se com alteragbes acentuadas em estudos
da fisiologia esofégica e o refluxo alcalino duodenogastroesofagico parece ter papel
importante no seu aparecimento. O desenvolvimento do EB ocorre em etapas,
iniciando-se com a formacao do epitélio metaplasico colunar tipo cérdico, e posterior
especializacdo do mesmo para o tipo intestinal com células caliciformes. A partir de
entdo, a progressao pode seguir uma sequéncia, com o aparecimento da displasia
de baixo grau, alto grau e adenocarcinoma de esofago.

Avaliacdo prognostica atual. Fundamenta-se na avaliacdo da displasia. Possui
varias limitacdes, constituindo grupos heterogéneos de pacientes.

Marcadores Moleculares. Marcadores de diferentes etapas da carcinogénese tém
sido pesquisados, para se encontrar um indicador prognostico ideal. Varios
mecanismos tém sido implicados no surgimento do céancer, como atividade
proliferativa descontrolada, inibicho da apoptose, angiogénese, capacidade de
invasdo tecidual e metastatizacdo. Varias moléculas reguladoras do ciclo celular
foram estudadas no EB, como a proteina do retinoblastoma, as ciclinas, as quinases
dependente de ciclinas e os inibidores do ciclo celular. A proteina P53 tem sido
umas das mais investigadas na progressao metaplasia-adenocarcinoma. Fatores de
crescimento, proteinas apoptéticas, telomeros e ploidia do DNA também estdo
sendo pesquisados. A atividade proliferativa aumentada tem sido implicada na
carcinogénese do EB e o antigeno Ki-67, aferido por analise imuno-histoquimica,
tornou-se o método de eleicdo para sua determinacédo. Localizado no nucleo, esta
presente em células nas fases de proliferacdo e ausente na fase de repouso. Varios
estudos demonstram boa associacdo da expressdo do Ki-67 com a sequéncia
metaplasia-displasia-adenocarcinoma.

Conclusao. Nao existe um marcador prognostico ideal da evolugcdo metaplasia-
displasia-adenocarcinoma até o momento. A avaliacdo da atividade proliferativa pelo
indice de expressao do Ki-67 tem apresentado boa correlacdo com esta progresséo,
assim como outros marcadores. Os resultados, porém, ainda sao inconclusivos e
essa linha de pesquisa deve seguir em desenvolvimento.

Palavras-chave: Es6fago de Barrett, Adenocarcinoma, Neoplasias esofagicas,
Antigeno Ki-67, Marcadores biol6gicos de tumor, Metaplasia



ABSTRACT

BARRETT'S ESOPHAGUS: PATHOPHYSIOLOGICAL AND MOLECULAR
ASPECTS OF METAPLASIA-DYSPLASIA-ADENOCARCINOMA SEQUENCE -
REVIEW ARTICLE

Objectives. To review the pathophysiological and molecular aspects of Barrett’'s
carcinogenesis.

Introduction. The Barrett’'s esophagus (BE) is defined as endoscopically visible
columnar mucosa at the distal esophagus, of any extension, proved to harbor
intestinal metaplasia on biopsy, highlighted by the presence of goblet cells. BE
denotes long-standing gastroesophageal reflux disease (GERD) and is an important
risk factor for the development of esophageal adenocarcinoma (EAC). Therefore,
these patients must be on follow-up, in order to diagnose cancer early.

Etiology and Patogenesis. BE patients have frequent alterations in esophageal
physiologyc studies. Alkaline duodenogastroesophageal reflux seems to have
important role. The development BE occurs in steps, initially with formation of cardiac
type mucosa subsequent intestinalization. Futher progression can follow a sequence,
from low grade dysplasia, to high grade dysplasia and esophageal adenocarcinoma.
Prognostic Evaluation. Current follow-up is based on the presence of dysplasia. It
has limitations, grouping patients heterogeneously.

Molecular Markers. Different steps of carcinogenesis have been studied looking for
an ideal prognostic marker. Uncontrolled proliferative activity, apoptosis inhibition,
angiogenesis, tissue invasion and metastases formation are all implicated in cancer
origin. Some cycle cell molecules have been studied in BE, such as retinoblastoma
protein, ciclins, kinase dependent ciclins and cell cycle inhibitors. The P53 protein is
one of the most investigated in the metaplasia-adenocarcinoma progression. Growth
Factors, apoptotic proteins, telomers and DNA ploidy have also been searched.
Increased proliferative activity has been implicated in Barrett’s carcinogenesis and
the Ki-67 antigen, through imunohistochemical analysis, has become the the method
of choice. Present in the nucleus, it is found in proliferative cells only. Some studies
suport association between Ki-67 activity and the metaplasia-dysplasia-
adenocarcinoma sequence.

Conclusion. The ideal prognostic marker of metaplasia-dysplasia-adenocarcinoma
evolution is still unknown. Ki-67 proliferative activity correlates with that progression,
as well as other markers. The results, however, are inconclusive and research should
follow this way.

Keywords: Barrett’'s esophagus, Adenocarcinoma, Esophageal neoplasms, Ki-67
antigen, Biological tumour markers, Metaplasia
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1. Aspectos Histoéricos

Em 1950, um cirurgido britdnico chamado Norman Barrett descreveu a
presenca de Ulceras distais a juncdo escamo-colunar esofagica, a qual encontrava-
se mais proximal que o habitual. Naquela época, considerava-se que a transicao
mucosa definia o 6rgdo e que, portanto, as Ulceras eram em tecido gastrico
deslocado proximalmente por aderéncias mediastinais ou por eséfago curto
congénito (1). Posteriormente, em 1953, Allison e Johnston reconheceram que o
orgao se tratava de esbdfago, porém com revestimento semelhante ao do estdmago.
Em 1957, Barrett publicou a descricdo de esdfago distal com revestimento colunar,
nao justificado simplesmente por uma hérnia hiatal, e cujo epitélio ndo satisfazia as
caracteristicas do epitélio gastrico. Logo foi reconhecido que esse epitélio se tratava
de uma condicdo adquirida, as custas de uma agressao acida prolongada, sendo

apos denominada es6fago de Barrett (EB) (2).



2. Definicao

Inicialmente, utilizava-se como critério diagnéstico a extensdao minima de 3 cm
de epitélio colunar, com o conceito de que até 2 cm seria “normal” e que, com o
ponto de corte de 3 cm, evitar-se-ia 0 exagero diagndéstico. Posteriormente,
identificou-se que um fator importante para o risco de malignidade era o tipo de
epitélio, sendo o tipo especializado intestinal, com células caliciformes, o que se
associava com alteracfes displasicas e adenocarcinoma. Portanto, esse achado foi
incorporado a definicdo de EB. Da mesma forma, pequenos segmentos (<3cm)
também apresentavam risco de malignizacdo, ampliando a definicdo de EB. A
situacdo de metaplasia intestinal a bidpsia da transicdo esb6fago-gastrica, sem
epitélio colunar endoscépico, caracteriza a metaplasia intestinal do céardia (MIC),
situacdo associada a DRGE, provavelmente em estagio mais inicial que o EB
(1:3;4).

O esodfago de Barrett (EB) é atualmente definido pela presenca de mucosa
colunar em es6fago distal, visivel na Endoscopia Digestiva Alta (EDA), de qualquer
extensdo, e que a bidpsia demonstre metaplasia intestinal especializada,
caracterizada pela presenca de células caliciformes (5). Representa estagio
avancado da doenca do refluxo gastro-esofagico (DRGE) e constitui fator de risco

importante ao desenvolvimento do adenocarcinoma de eséfago (ACE) (6-8).



3. Epidemiologia

O EB tem sua prevaléncia bastante variavel na literatura, devido
principalmente a diferentes critérios diagnosticos ja utilizados, bem como a
diversidade dos grupos analisados. Cerca de 15 a 30% das pessoas apresentam
refluxo gastro-esofagico regularmente, dos quais 5-10% poderdo desenvolver EB.
Portanto, até 3% da populacdo ocidental pode desenvolver EB (3). EB foi
encontrado em cerca de 20% dos pacientes com sintomas digestivos altos (n=556)
(9).

O adenocarcinoma de es6fago tem apresentado incidéncia crescente, no
mundo ocidental, superando o carcinoma epidermdéide e tornando-se o tipo mais
comum das neoplasias de eséfago em algumas populac¢des (10-12). Existem poucas
publicacdes sobre a distribuicdo do adenocarcinoma de es6fago no Brasil e em
nosso meio. Um estudo conduzido em Porto Alegre (RS), em um servico de
referéncia, descreveu proporcéo de 15% de adenocarcinomas dentre os tumores do
esbfago e juncéo esdfago-gastrica (53/349) no periodo de 1987-1996 (13). Constitui
uma doenca de elevada mortalidade e sua curabilidade depende do diagndstico
precoce. Mesmo assim, as metastases linfaticas estdo presentes em 6% dos
carcinomas intramucosos e 24% dos submucosos.

O risco de evolugdo para cancer em pacientes com EB é elevado, sendo
relatado de 0,2 a 2,9% ao ano, cerca de 30 a 125 vezes o da populagéao (1;14). No
entanto, a maioria dos estudos apresenta amostras peguenas e nao representativas
da populagédo. Por outro lado, estudos populacionais frequentemente sofrem

limitacdo por estabelecerem critérios diagnosticos imperfeitos para EB. A



mortalidade dos pacientes com EB tem resultados conflitantes, muitos deles
semelhantes a da populacéo (15-19).

A incidéncia de ACE em pacientes com metaplasia colunar do eséfago distal,
visivel ou ndo a endoscopia, foi avaliada em grande estudo populacional na Irlanda
do Norte no periodo de 1993 a 2000 (20). Foram diagnosticados 29 pacientes com
cancer em 2.373 pacientes com metaplasia colunar esofagica. Com um seguimento
meédio de 11.068 pessoas-ano, o risco de ACE foi de 0,26% ao ano e de 0,4% ao
ano para o subgrupo com metaplasia do tipo intestinal. Apenas homens com
metaplasia colunar e com mais de 70 anos tiveram risco para neoplasia maior que
1% ao ano. A mortalidade proporcional por ACE foi significativamente maior nos
pacientes com EB, especialmente nos com metaplasia intestinal, a qual foi 8 vezes

maior (15).



4. Etiologia e Patogénese

O EB estéd associado com DRGE de longa duracdo (9), embora os
sintomas ndo tenham correlacdo precisa com refluxo patologico. As alteracdes
manométricas do esfincter esofageano inferior estdo presentes em mais de 90% dos
casos. A pHmetria de 24 horas demonstra refluxo &cido patolégico em quase todos
os pacientes. A motilidade ineficaz do corpo esofagico é freqiiente nos pacientes
com EB (1,5;21;22).

O refluxo alcalino duodenogastroesofdgico, especialmente pela
participagdo dos sais biliares, tem recebido atencdo crescente no estudo da
fisiopatogenia do EB e do ACE. O efeito carcinogénico dos sais biliares parece estar
relacionado com sua capacidade de penetrar nas células, o que é dependente do pH
do meio. Em pH intermediario, entre 3 e 5, parece haver um ambiente favoravel aos
efeitos toxicos dos sais biliares, devido ao componente nédo-ionizado que penetra
nas células. Esse pH é freqientemente encontrado em pacientes com uso de doses
baixas e usuais de medicacBes anti-secretoras de acido (1).

Apesar de controvérsias em sua patogenia, o EB parece surgir de um
processo que se inicia na “colunarizagdo” da mucosa (1° passo) e posterior
“‘intestinalizagao” (2° passo), com aumento gradual da extensdo da mucosa colunar
metaplasica (21;22). A regido do esbdfago distal entre o ligamento freno-esofagico e a
juncdo esodfago-gastrica foi descrita por Hayward como o cérdia (2). Estudos
demonstraram que, no estado normal, essa regido deveria ser revestida por epitélio
escamoso, como o restante do esbéfago proximal, e que a transi¢éo para o estbmago

se daria de forma abrupta, para uma mucosa oxintica.



Em situacbes de refluxo gastroesofagico patoldgico, pode ocorrer uma
transformacdo do epitélio escamoso para um epitélio colunar semelhante ao
gastrico, porém mais simples e composto apenas por células colunares e mucosas,
desprovido de células especializadas — parietais, principais e caliciformes,
denominado epitélio juncional ou cardico. Esse epitélio estd usualmente presente em
pacientes com sintomas de refluxo gastroesofagico, além de freqientemente
apresentar reacao inflamatoéria a andlise histoldgica. Essa situacdo, denominada de
cardite, tem-se associado positivamente com demais evidéncias laboratoriais de
refluxo gastroesofagico. Uma das hipéteses causais dessa transformacéo seria a
estimulacao de células-tronco do epitélio escamoso (3).

A exposicdo continuada do esdfago ao refluxo patolégico pode
determinar a progressao em extensao proximal da mucosa cardica. Quanto maior o
seu comprimento, maior a chance desse epitélio apresentar diferenciacdo do tipo
intestinal, com a presenca de células caliciformes, caracterizando o EB (9). A
intestinalizacdo da mucosa colunar associa-se com diminuicdo da atividade
inflamatoria, supostamente por uma maior resisténcia a agressdo acida. A
metaplasia intestinal ocorre principalmente na area mais proximal da mucosa
colunar, proximo da transicdo escamo-colunar, com progressao distal variavel (9).
Esse fato pode ser explicado pelo ambiente menos &cido dessa regido (pH entre 3 e
5), pela maior neutralizacdo da saliva e pela distancia da juncdo eséfago-gastrica,
levando a um pH que favorece a intestinalizacdo. O periodo entre a formagédo do
epitélio colunar simples e sua posterior diferenciacdo intestinal tem sido relatado

como de 5 a 10 anos, em média (1;9;23).
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A ‘“intestinalizagdo” da mucosa cardica caracteriza um estagio pré-
maligno, visto que a mesma pode progredir para displasia e adenocarcinoma. Os
mecanismos moleculares envolvidos nesse processo ndo estdo bem esclarecidos.
Sabe-se, todavia, que pacientes com EB apresentam maior duracdo dos sintomas e
maior refluxo biliar. Estudos experimentais demonstraram que o epitélio intestinal
sofre maior atividade proliferativa quando submetido a estimulo acido e alcalino
alternados, e ndo apenas ao estimulo acido (24).

O processo de ‘“intestinalizacdao” parece ser de instalagcdo gradual e
progressiva (1). De acordo com a extensdo do epitélio colunar, o EB pode ser
classificado em curto (£3cm) ou longo (>3cm). Estudos tém demonstrado que a
extensdo do EB tem correlacdo inversa a pressdo e ao comprimento do esfincter
esofagico inferior e direta a intensidade do refluxo acido esofagico (9;24). Também o
clearence esofagico esta prejudicado, quanto maior a extensdo do epitélio
metaplasico (1;9;21;24).

A metaplasia intestinal encontrada em mucosa cardica da juncdo gastro-
esofégica, nao-visivel a endoscopia digestiva alta, ndo é considerada EB, porém
parece ser resultado de refluxo gastroesofagico, e ndo da infeccdo por Helicobacter
pylori (HP), como se pensava anteriormente. A infec¢do pelo HP est4 associada a
metaplasia intestinal que ocorre no epitélio fundico, de qualquer localizagéo.
Portanto, a presenca de epitélio metaplasico do tipo intestinal, na juncao
gastroesofagica, pode estar associada a DRGE, se ocorrer em epitélio céardico, ou
ser devida a infeccdo por HP, se em epitélio fandico, com células oxinticas e
parietais.(22)

A progresséo do EB para o ACE decorre de uma série de eventos genéticos e
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epigenéticos que se manifestam fenotipicamente em uma sequéncia: metaplasia,

displasia de baixo grau, displasia de alto grau e adenocarcinoma (25-28).
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5. Displasia e avaliacdo prognostica atual

Displasia significa a presenca de epitélio neoplasico restrito a
membrana basal, sendo, portanto, uma lesdo pré-maligna e que também pode ser
chamada de neoplasia intra-epitelial. Encontra-se entre o espectro que vai desde
alteracdes regenerativas ndo neoplasicas (atipias indefinidas para displasia) até
neoplasia com invasao da lamina propria (carcinoma). Seu diagndstico compreende
aspectos arquiteturais e citoldgicos. Identificam-se proliferacéo e distor¢cao glandular.
Alteracfes citoldgicas incluem variacdo de tamanho e forma nuclear, aumento
nuclear e nucleolar e da relacdo ndcleo/citoplasma, hipercromatismo e aumento das
mitoses anormais.(29;30)

De acordo com o grau de anormalidades, as alteracdes citologicas
podem ser classificadas em: indeterminada para displasia, displasia de baixo grau
(DBG) e displasia de alto grau (DAG). A avaliacdo progndéstica atual € baseada na
presenca e graduacdo da displasia, sendo os pacientes arrolados em seguimento
endoscopico com bidpsias seriadas, segundo essa classificacao (3;31).

A displasia significa risco aumentado de ACE. Contudo, a histéria
natural dos pacientes com diferentes estagios de displasia € variavel, sugerindo que
tal classificagdo é heterogénea. Isso pode ser explicado por varios fatores:
variabilidade diagnéstica intra e inter-observador, problemas de amostragem e
regressao variavel para epitélio ndo-neoplasico.(30;32;33) Montgomery et al
realizaram estudo prospectivo avaliando a concordancia do diagnéstico de displasia
no EB, sua evolugéo e sobrevida. O diagndstico “majoritario” da displasia foi possivel

em 72% (39/138) dos casos, definido pela concordancia em 13 ou mais de um total



13

de 24 avaliacbes. Pacientes sem displasia ndo evoluiram para cancer em
seguimento médio de 48 meses. Pacientes indefinidos para displasia ou com DBG
apresentaram com progressao para cancer em 14 a 20% dos casos, apos
seguimento médio de 39 meses. Pacientes com displasia de alto grau foram
submetidos a resseccdo precoce e apresentaram cancer em até 60% dos casos.
N&o houve mortalidade nos pacientes sem displasia. Um paciente dos 15 (7%), com
diagnéstico inicial de DBG, morreu aos 46 meses de ACE, ao passo que 13% (2/15)
dos pacientes com DAG morreram dentro de 20 meses em média. A mortalidade
dos pacientes com diagndstico inicial de cancer foi de 33% (4/12).(34) A progressao
para cancer também correlaciona-se com a extensao e com a presenca de Ulceras

no epitélio colunar (31;34;35).
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6. Biologia Molecular e Carcinogénese

Considerando-se o0 risco elevado de ACE nos pacientes com EB e as
limitacbes da avaliacdo da displasia, varios marcadores moleculares tém sido
pesquisados, a fim de indicar o progndstico de forma mais precisa, uma vez que
pacientes com EB progridem de forma heterogénea e variavel na sequéncia
metaplasia-displasia-adenocarcinoma (3;29;29;36;37).

O processo da carcinogénese do EB envolve uma série de
anormalidades genéticas e epigenéticas que ocorrem em multiplas etapas e
resultam em atividade proliferativa descontrolada, independente dos controles
estimulatérios e inibitérios, bloqueio da morte celular programada (apoptose),
estimulo a angiogénese e invasao tecidual (36-39). Os eventos com correlacao
mais constante e de maior aplicacdo progndstica no EB, até o momento, sdo a
atividade proliferativa, as alteracfes de ploidias do acido desoxirribonucléico (DNA)
e mutacdes do gene p53 (29). As fases do ciclo celular e os principais marcadores

moleculares em estudo no esbéfago de Barrett serdo descritas sumariamente a

sequir.

6.1. O Ciclo Celular

O ciclo celular compreende todo o periodo entre duas divisbes mitéticas. E
controlado por uma série de moléculas presentes no ndcleo celular, que determinam
se a célula entrarda em mitose, diferenciagcdo, repouso ou morte. Apresenta cinco

fases: G1 (first gap), S (DNA synthesis), G2 (second gap), M (mitose) e GO
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(repouso) (figura 1). Durante a fase G1, ocorre a sintese de proteinas e de acido

ribonucléico (RNA). Nessa fase, h4 um ponto critico, denominado ponto de restricao

(Ponto R), quando a célula pode seguir o ciclo para a divisdo ou sair e entrar em

repouso. Na fase S, ocorre a duplicacdo do DNA e a célula torna-se tetraploide (4n).

Em G2, a célula prepara-se para a mitose. Na fase M, ocorre a divisédo celular em

duas células filhas dipléides (2n). Apds a mitose, a célula pode entrar na fase GO, na

qual fica em repouso, ou reiniciar outro ciclo.(40)

Fase G2
4n

GO

Fase S
2-4n

Fase G1
2n

Ponto R

Figura 1. O ciclo celular. Esquema representativo das fases do ciclo celular. O
numero cromossdmico é referido pela letra “n”. (Adaptado de Souza RF, Morales
CP, Spechler SJ. Review article: a conceptual approach to understanding the
molecular mechanisms of cancer development in Barrett's oesophagus. Aliment

Pharmacol Ther 2001; 15(8):1087-1100.)

6.2. Marcadores Celulares
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6.2.1. Proteina do Retinoblastoma, Ciclinas e Quinases Dependente de Ciclinas

(CDKS)

Ao entrar na fase S, a célula segue o ciclo celular automaticamente, pouco
suscetivel a interrupcdes. Por outro lado, a transicdo G1-S € altamente regulada por
fatores externos, principalmente de interacdes entre a proteina do retinoblastoma
(Rb), ciclinas e quinases dependente de ciclinas (CDKs). O gene do Rb é um gene
supressor tumoral, com papel no controle do ciclo celular e da apoptose. A proteina
do Rb parece ser a controladora molecular da transicdo do ponto R. Quando
fosforilada, a proteina Rb € inativada e permite a progresséao da célula para a fase S.
Por outro lado, quando nado fosforilada, bloqueia o ciclo celular no ponto R. A
fosforilacdo ocorre através da interacao das ciclinas com CDKs.(41)

Os niveis de CDKs mantém-se constantes no ciclo celular. Os de ciclina,
porém, sdo variaveis. As ciclinas D1 e E tém sido implicadas na carcinogénese do
es6fago de Barrett, tendo sido caracterizados seus respectivos oncogenes
(11913;19912). Pacientes com EB tém expressdo aumentada de ciclina D1 em 46%
dos casos, e sua presenca correlaciona-se com risco 6 a 7 vezes maior de ACE, em
gue esta presente em até 70% dos casos.(42-44)

A perda do alelo 13q, l6cus do gene do Rb, tem sido encontrada em até 50%
dos ACE, com perda da heterozigozidade em 36-48% dos casos, bem como
alteracdes da transcricdo do seu RNAm e perda imuno-histoquimica na progressao

metaplasia-displasia-adenocarcinoma.(3;40;45;46)
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6.2.2. Fatores de Crescimento

A atividade proliferativa aumentada também pode ser desencadeada por
desequilibrio dos fatores de crescimento, seus receptores ou nos seus mecanismos
de transducéo celular. Niveis elevados de Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) e
do Fator de Crescimento Transformador-alfa (TGF-a) seus receptores (ErbB-1 e
ErbB-2) tém sido encontrados no EB e no ACE. Expressdo aumentada dos genes
dos receptores cErb-1 (17p12-13) e cErb-2 (17921) tem sido relatada no ACE. Os
resultados, contudo, sé&o ainda inconclusivos. (3;40;47-50)

A interacdo dos fatores de crescimento com seus receptores, 0s quais tém
propriedade de tirosina quinase, resulta na ativagcdo da via Ras/Raf/mitogen-
activated protein kinases (MAPK), que, por sua vez, culmina com o aumento dos
niveis de ciclina D1. Até o momento, o oncogene K-Ras ndo se mostrou como um
marcador promissor no EB.(50-52)

O TGF-B1 pode originar estimulos proliferativos ou inibitorios, através de 2
receptores, tipo 1 e tipo 2. Células normais usualmente respondem ao TGF-B1 com
inibicdo proliferativa, ao passo que as cancerigenas, de forma oposta. Sua
sinalizacao intracelular ocorre através das proteinas SMAD2 e SMAD3, que se unem
com SMAD4, formando o complexo SMAD2,3,4, que migra ao nucleo, determinando
a transcricdo genética. Foram detectadas mutacdes dos receptores e das proteinas

SMAD no ACE originado do EB, ainda com resultados controversos.(40;53;54)
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6.2.3. Familia INK4 de inibidores do ciclo celular

A ativacdo dos genes pl5 e pl6 resulta em inibicdo da proliferacdo celular.
Ambos sdo membros da familia INK-4 de inibidores celulares, os quais sintetizam
proteinas que blogueiam a fosforilacdo do Rb, induzida pelo complexo ciclina-cdk.
Estudos sugerem que pl15 e pl6 sdo genes de supressao tumoral. A hipermetilacdo
do pl16, uma forma de inativacdo da transcricdo de um gene, tem sido encontrada
em 45 a 75% na carcinogénese de Barrett, sugerindo papel do p16 como supressor

tumoral no ACE.(40;55-57)

6.2.4. Cateninas, caderinas e gene da polipose adenomatosa col6nica (APC)

Caderinas sdo moléculas responsaveis pela adesao célula-célula, através de
sua ligacdo com proteinas citoplasmaticas chamadas cateninas, que estao ligadas
ao citoesqueleto celular. Defeitos na interacdo caderinas-caterinas poderiam
contribuir para aumento da agressividade tumoral. Alguns tumores que apresentam
diminuicdo da funcdo da E-caderina apresentam maior agressividade e
metastatizacdo.(58;59)

A B-catenina também participa de vias de transducdo celular, através da
ativacdo no nucleo do fator de células T/lymphoid enhanced binding factor
(TCF/LEF-1), os quais aumentam transcricdo de genes de crescimento. Na auséncia

de sua ativacao, B-catenina € degradada pela proteina da APC, a qual compete com
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as caderinas. Carcinogénese pode ocorrer por ativacao da via da B-catenina ou por
inibicdo de sua degradacéo. Estudos com as caderinas e p-catenina ainda tém
resultados controversos na carcinogénese de Barrett. A inativacdo do gene APC por
metilacdo do promotor, no entanto, esta presente em 80-90% dos casos com ACE e

em 40-50% dos pacientes com EB sem displasia.(60-65)

6.2.5. Apoptose

A apoptose consiste na morte celular programada, ocorrendo na presenca de

danos irreparaveis ao DNA da célula. O gene p53 tem papel importante em induzir
apoptose, presumivelmente através da inducédo de BAX (proteina pro-apoptética), do
Faz (receptor da superficie celular) e da diminui¢cdo das B-cateninas.(66;67)
O aumento da ciclooxigenase-2 (COX-2) tem sido associado com resisténcia a
apoptose. A producdo da COX-2 pode ser estimulada por uma série de fatores,
podendo ser produto da ativacdo da via Ras/Raf/MAPK. A COX-2 tem sido
encontrada em niveis aumentados no ACE e no EB. (68;69)

A sistema Fas-Fas ligand participa na apoptose mediada por linfécitos. Fas é
um receptor celular que, quando ativado por Fas-ligand (FasL), induz a apoptose.
Fas-ligand esta presente na superficie de linfocitos. Tumores podem apresentar
diminuicdo do Fas, com resisténcia a apoptose mediada por linfécitos. Também
pode ocorrer expressao de FasL na superficie de alguns tumores, induzindo a
apoptose de linfocitos que expressem receptores Fas. FasL esteve presente até
100% dos pacientes com ACE e EB com displasia. O papel do sistema Fas-FasL &

ainda controverso na carcinogénese do EB.(70;71)
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6.2.6. Teldbmeros

Os telébmeros sao sequéncias de DNA que ocupam as extremidades dos
cromossomos, que ndo sao codificadas, e servem como reguladoras da divisdo
celular. A cada divisdo, ocorre um pequeno encurtamento dessa regido, com
progressiva diminuicéo, até que o ponto critico seja atingido, em que a célula devera
parar sua divisdo, entrando em estado de repouso (G0). Células em processo de
carcinogénese podem expressar uma enzima chamada telomerase, que permite a
manutencdo dos teldbmeros e confere a célula capacidade proliferativa ilimitada.
Estudos sugerem papel importante da ativacdo da telomerase no ACE, presente em
até 100% dos casos. Essa enzima apresentou atividade crescente na sequéncia

metaplasia-displasia-adenocarcinoma no EB.(72;73)
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6.2.7. Ploidia do DNA

Células sdo denominadas aneuploides quando seu conteudo de DNA néo for
diploide (2n) nem tetrapldide (4n). A ploidia é aferida por citometria de fluxo de uma
suspensao de células marcadas com corante fluorescente. Aneuploidias refletem
grandes alteraces do DNA. Mais de 90% dos casos de DAG e ACE apresentam
aneuploidias segundo alguns estudos. Pacientes com EB sem displasia com
aneuploidias parecem progredir mais para a sequéncia displasia-adenocarcinoma.
Os resultados da literatura, contudo, ainda sdo conflitantes e o método continua

sendo objeto de pesquisa.(38;73-75)

6.2.8. A Proteina p53

A proteina p53 representa o produto de um gene supressor tumoral. Sua
forma normal ou selvagem tem meia-vida curta e rapidamente desaparece do meio
celular. Contudo, o resultado de sua mutacdo é uma proteina que se acumula na
célula, podendo ser identificada por varios métodos, dentre 0os quais se destaca a
técnica imuno-histoquimica.(40) Quando ocorre dano no DNA, a proteina p53
acumula-se, com a finalidade de bloquear o ciclo celular até que se suceda o reparo
do DNA. Um dos mecanismos que permite essa atividade é a inibicdo das ciclinas
D1 e E e, consequentemente, da fosforilagdo e inativacdo da proteina Rb.(76)

Um dos marcadores mais estudados na carcinogénese de Barrett até o

momento, o p53 tem apresentado boa correlacdo com a evolugdo metaplasia-
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displasia-adenocarcinoma.(77-83) O p53 tem apresentado especificidade para
alteracdes displasicas, sendo negativo em casos de EB sem displasia na maioria
dos estudos. Esta presente em 20% dos casos indeterminados para displasia, em
10 a 55% na DBG e 50 a 80% na DAG. Sua positividade no cancer é frequente,
relatada de 55 a 95%.(77;78;82-85) Além disso, o p53 mostrou-se melhor preditor
da evolucdo para cancer que a presenca de displasia (78). A inativacdo do gene p53
também foi estudada, ocorrendo freqientemente por meio da perda da

heterozigozidade, estando presente em 50-90% dos casos de ACE (86;87).
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7. Atividade Proliferativa e Ki-67

A atividade proliferativa pode ser estudada através da incorporacdo de
timidina tritiada ao DNA celular, mensuragéo de antigenos nucleares, como o Ki-67 e
o0 antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA), e da expressao da enzima
ornitina decarboxilase . A timidina tritada é uma técnica realizada in vivo e dai
decorrem suas inumeras limitagcdes técnicas e éticas. PCNA expressa a progressao
da transicdo G1/S e Ki-67 representa as células proliferativas (G1,S,G2,M). Ambos
podem ser aferidos por andlise imuno-histoquimica de material conservado em
parafina. A expressdao do PCNA pode ocorrer em situacdes de nao-proliferacao,
como no reparo do DNA, determinando resultado em falso-positivo.(88-92)

A proteina Ki-67, localizada no nucleo celular, esta intimamente associada
com proliferagéo celular, e sua aferi¢cdo, através do indice de expressédo do Ki-67,
por técnica imuno-histoquimica, tem se destacado em relacdo aos métodos
anteriormente citados, por sua elevada acuracia e maior factibilidade técnica. Seu
gene encontra-se no cromossomo 10 e consiste de 15 éxons e 30.000 pares de
bases que transcreve duas formas predominantes, uma de 320 e outra de 359kDa.
A estrutura protéica € caracterizada por 10 supostas seqiéncias nucleares, 143
sitios potenciais de fosforilacdo de proteina quinase C, 89 sitios para caseina
quinase I, 2 sitios de tirosina quinase e 8 sitios para CDKs (88;93).

O ki-67 localiza-se predominantemente no nucléolo. Durante a dissociagéo
nucleolar da mitose, concentra-se na periferia dos cromossomos (94). Até o
momento, ndo é reconhecida sua funcéo precisa ho ambiente celular, porém existem

especulacdes de que ela se ligue aos cromossomos na divisdo celular e que
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participe da dissolucao nucleolar. A sua fosforilacdo e desforforilacdo coincidem com
o transito de células pela mitose e sdo reguladas pelo complexo ciclina B/cdc2 (93-
95).

Algumas mutacdes do gene da proteina ki-67 ja foram descritas em diferentes
linhagens tumorais (96). Ela esta presente em células que entram em G1, aumenta
durante o ciclo celular e declina rapidamente apds a mitose. Sua alta associacao
com células em proliferacdo permitiu estudos em tumores de diversos tecidos, na
busca de indicadores progndésticos (88). O desenvolvimento de anticorpos que
reconhecem o antigeno ki-67 em material fixado em formalina e conservado em
parafina, como o MIB-1, facilitou grandemente o estudo do ki-67, cujo anticorpo
inicial podia ser utilizado apenas em pecas congeladas ou frescas (94).

Sua distribuicdo foi inicialmente estudada em tecidos normais. Tecidos que
apresentam regeneracao constante (intestino, pele, testiculos) costumam apresentar
maior marcacdo nos compartimentos proliferativos, ao passo que tecidos nao
proliferativos ndo apresentam marcacao ou o fazem de forma escassa. O processo
de reparo de DNA pela célula ndo parece associar-se com participacédo do Ki-67, o
gue Ihe confere vantagem em relacdo ao PCNA.(97)

A atividade proliferativa foi determinada através da analise do Ki-67 em varios
tumores do aparelho digestivo, bem como nas neoplasias de mama, melanomas e
linfomas. O indice do Ki-67 (percentual de células marcadas/total de células
avaliadas) tem sido utilizado para quantificar a atividade proliferativa de determinado
tumor ou tecido. A contagem pode ser realizada pelo patologista ou de forma
eletrénica. Porschen et al demonstraram a positividade do ki-67 em 165 carcinomas

digestivos, através da contagem eletronica, sendo as médias de 24% para 0s
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tumores gastricos, 36% para o0s esofagicos (n=27), 37% para os coldnicos e 34%
para o0s retais. Todos o0s tumores esofagicos, contudo, eram carcinomas

epidermdides.(97)
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8. Ki-67 e a Sequéncia Metaplasia-Displasia-Adenocarcinoma

Ha poucos estudos sobre o ki-67 na carcinogénese do esbéfago de Barrett.
Sugere-se um aumento da atividade proliferativa na sequéncia metaplasia-displasia-
adenocarcinoma. Contudo, os resultados preliminares sdo conflitantes, tanto no que
se refere a prevaléncia do ki-67 no ACE, quanto a sua correlacdo com a evolucao
metaplasia-displasia-adenocarcinoma.

Hong e cols (98) conduziram estudo imuno-histoquimico com MIB-1 em 43
pacientes com bidpsias de estdbmago normal (n=17), EB sem displasia (n=17), EB
com displasia de baixo grau (n=21), EB com displasia de alto grau (n=14) e
adenocarcinoma (n=5). Foram estratificadas as diversas regides do epitélio colunar
(superficie, cripta superficial, cripta profunda e glandulas profundas). Houve
diferenca significativa entre as displasias de baixo e de alto grau, no que se referiu
ao local de marcacdo pelo ki-67, com aumento do compartimento superficial
marcado na ultima, em detrimento do predominio profundo, na primeira. Também
houve diferenca significativa no indice do ki-67 entre os casos sem displasia e 0s
com displasia de baixo grau. O escore médio para 0s casos de adenocarcinoma foi
de 38%.(98)

Outro estudo avaliando a correlacdo da expressdo do Ki-67 na sequéncia
displasia-adenocarcinoma foi conduzido em 44 pecas de esofagectomias, dos quais
39 eram por ACE e 5, por EB com displasia de alto grau. Os autores encontraram
diferenca significativa entre os grupos, com incremento progressivo na positividade
do Ki-67 de 14% na DBG, para 73% na DAG e 87% no ACE. (99).

Feith et al, em estudo com 24 pacientes com adenocarcinoma do es6fago
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distal ressecado, avaliaram a prevaléncia do Ki-67, p53 e E-caderina nas respectivas
pecas cirurgicas, em areas de adenocarcinoma, esdfago de Barrett e esb6fago
normal. Apenas pacientes com a seqUéncia completa metaplasia-displasia-
adenocarcinoma na mesma peca foram avaliados. A prevaléncia do Ki-67 diferiu
significativamente entre 0s grupos, com aumento progressivo na seguinte
sequéncia: epitélio escamoso (20%), Barrett sem displasia (34%), Barrett com
displasia (44%) e adenocarcinoma (60%). Nao houve associacdo da atividade do Ki-
67 com o estadiamento tumoral. Também n&o houve correlagéo entre o ki-67, p53 e
a expressao de E-caderina.(85)

Polkowski et al analisaram a atividade proliferativa pelo indice do Ki-67 em 25
pecas de esofagectomia, em diversas areas histologicas. Houve pequena diferenca
entre os diferentes estagios de displasia, com 45% no EB sem displasia, 46% no EB
com DBG e 55% na DAG. Apesar dos resultados, houve correlacdo linear
significativa entre a atividade proliferativa e a progressao histolégica. Também houve
aumento do compartimento proliferativo em direcdo a superficie da cripta na
progressao para DAG. Néo foi avaliada a positividade no cancer e nao foi utilizado
grupo controle.(84)

Lauwers et al analisaram a atividade do Ki-67 em 20 pecas de esofagectomia,
apresentando indices de 10% no epitélio gastrico normal, 20% no EB com DBG e
50% no EB com DAG. Houve progressao superficial do compartimento proliferativo
na DAG. Nao foi relatada a atividade proliferativa no cancer.(100)

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada previamente em alguns estudos
para afericdo do ki-67. Os resultados ndo mostraram diferencas na contagem total

do Ki-67 quando da estratificagdo de pacientes com EB sem displasia, displasia de
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baixo grau, displasia de alto grau e adenocarcinoma (101;102). Além disso, a técnica
de citometria de fluxo requer amostras de tecido fresco, compromete a arquitetura

tecidual, necessita equipamento dispendioso e €& uma técnica de execucdo

trabalhosa (74,75;103;104).
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9. Analise do Autor

O ACE tem apresentado incidéncia crescente em nosso meio. Sua
mortalidade é elevada, e a cura depende do diagndstico em estagios iniciais (105).
O Esb6fago de Barrett caacteriza-se como lesdo pré-maligna, podendo levar ao
desenvolvimento do ACE. O seguimento atual € baseado na avaliacédo
anatomopatoldgica convencional da presenca de displasia e sua graduacdo. Essa
avaliacdo prognostica, entretanto, possui inumeras limitagdes, selecionando grupos
heterogéneos de pacientes quanto ao risco de cancer, de forma que muitos
pacientes sdo submetidos a endoscopias e a reavaliagbes desnecessarias e
onerosas sem confirmacao da evolucdo para ACE. Por outro lado, h&a pacientes que,
mesmo em seguimento, evoluem para cancer, sendo diagnosticados tardiamente, ja
com metastases linfaticas e, conseqientemente, com comprometimento dos
resultados do tratamento.(34;106)

Torna-se necessaria, portanto, a identificacdo de marcadores moleculares
gue possam predizer com precisao o risco de evolucdo para cancer nos diferentes
pacientes. A biologia molecular tem evoluido bastante no estudo da carcinogénese
no EB, principalmente devido a progressdo deste conhecimento na sequéncia
metaplasia-displasia-adenocarcinoma.

Sado inimeros 0s mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese de
Barrett. Ha empenho progressivo no estudo e na descoberta das mais diversas rotas
metabdlicas, com o intuito de aperfeicoar em Ultima instdncia o manejo clinico
desses pacientes. Os trabalhos analisando o Ki-67, marcador de nosso especial

interesse, apesar de concordarem que h& correlacdo entre a atividade proliferativa e
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a progressdo metaplasia-adenocarcinoma, demonstram que a expressao do Ki-67
nos diferentes estagios dessa evolucdo € bastante variavel. Sua expressdo no ACE
é relatada de 38 a 60%, ao passo que no EB sem displasia, de 10 a 45%. Ademais,
as diferencas absolutas sdo pequenas entre 0os grupos. Esses resultados podem ser
atribuidos a amostras pequenas e pouco representativas, baseadas em pecas de
esofagectomia, na maioria das vezes, estudando-as em suas diferentes areas
histol6gicas, e ndo baseada em pacientes, cada um representando um Unico
diagnéstico na constituicdo das amostras. Além disso, a técnica imuno-histoquimica
pode sofrer pequenas modificacbes nos diversos servicos, como diferentes
anticorpos e concentracoes, variacbes nas etapas da apresentacdo antigénica e
diferentes técnicas para contagem do Ki-67, explicando as diferencas nos
resultados.

O objetivo dessa revisdo da literatura foi apresentar as principais areas de
investigacdo na carcinogénese do EB, sem, no entanto, esgota-las, devido a
amplitude do tema. Estamos estudando estes aspectos de forma sistemética, em
linha de pesquisa especifica, ja tendo sido avaliados marcadores como c-myc,
CdX2, p53 e pl6. Tais estudos ja tiveram seus resultados encaminhados a
publicagcdo. A presente revisdo da literatura embasa outro estudo, objeto de
dissertacdo de mestrado, que avalia a expressdo do antigeno Ki-67 na
carcinogénese do esbdfago de Barrett, cujos resultados serdo também encaminhados

para publicagdo em artigo original.
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Justificativa

Pacientes com esbdfago de Barrett apresentam risco elevado de
desenvolverem adenocarcinoma de es6fago. O ACE tem apresentado incidéncia
crescente no mundo ocidental, com mortalidade elevada e cuja cura depende do
diagndéstico em estagios iniciais.

O seguimento adequado dos pacientes com EB possibilitaria o diagndéstico
precoce do ACE, com melhora na sua sobrevida. O seguimento atual, baseado na
avaliacdo da displasia, possui inumeras limitagdes, visto ter selecionado grupos
heterogéneos de pacientes. Conseqlentemente, muitos pacientes sdo submetidos a
endoscopias e reavaliacbes muitas vezes desnecessarias e onerosas. Por outro
lado, h& pacientes que sao diagnosticados com cancer tardiamente.

Torna-se necessaria, portanto, a identificacdo de marcadores moleculares
gue possam predizer com maior precisdo o risco de evolucdo para cancer, nos
diferentes pacientes, determinando o seguimento necessario. A biologia molecular
tem evoluido bastante na carcinogénese do EB, principalmente através do estudo da
sequéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma.

O ki-67 é um antigeno nuclear intimamente associado a proliferacéo celular e
tornou-se um dos principais marcadores de atividade proliferativa. Amplamente
pesquisado em varios outros tumores, seu papel no ACE ainda tem resultados
inconclusivos. Sua expressao, aferida por analise imuno-histoquimica, tem sugerido
correlacdo com a carcinogénese de Barrett. A partir desses dados, julgamos que a
avaliacdo do marcador, na seqiéncia metaplasia-adenocarcinoma, pode contribuir

para o melhor entendimento dessa doenca.
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Objetivos

1. Determinar a atividade do antigeno Ki-67 na mucosa esoféagica de pacientes

com EB e ACE

2. Avaliar a correlacdo da expressdo do antigeno Ki-67 com a progressao

metaplasia-adenocarcinoma no EB
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RESUMO

ASSOCIACAO DO ANTiGAENO KI-67 COM A SEQUENCIA BARRETT-
ADENOCARCINOMA DE ESOFAGO

Objetivos: Avaliar a expressao do antigeno Ki-67 em pacientes com eséfago de
Barrett e adenocarcinoma do esodfago e analisar sua correlacdo com a progressao
metaplasia-adenocarcinoma de eséfago.

Métodos: Foi realizada a avaliagdo do indice do Ki-67, através de técnica imuno-
histoquimica, em pacientes com esodfago de Barrett, adenocarcinoma do eséfago
distal e controles, atendidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, entre 2002 e
2005. Foram incluidos pacientes com mucosa colunar visivel a endoscopia digestiva
alta, cuja biopsia tivesse revelado metaplasia do tipo intestinal, pacientes com
tumores da juncdo esb6fago-gastrica do tipo | e Il e pacientes com sintomas
dispépticos e mucosa géstrica histologicamente normal (grupo controle).
Resultados: Foram estudados 57 pacientes. Ndo houve diferenca significativa
entre os grupos, em relacdo a idade e a raca. Houve predominio do sexo masculino
nos pacientes com cancer. O indice do Ki-67 médio em pacientes com biopsia
géstrica normal foi de 10+4% (n=17), no es6fago de Barrett foi de 21+15% (n=21) e
no adenocarcinoma, de 38+16%(n=19). Houve diferenca significativa entre todos os
grupos em relacdo a expressao do Ki-67 (P<0,05). Houve correlagdo significativa
forte entre a atividade do ki-67 e a sequéncia metaplasia-adenocarcinoma (P<0,01).
Nos pacientes com adenocarcinoma, ndo houve diferenca significativa na expressao
do Ki-67, de acordo com o estadiamento clinico ou cirurgico.

Conclusdes: O ki-67 apresenta atividade crescente na sequéncia controles-
metaplasia-adenocarcinoma. H& correlacédo linear forte entre sua expressédo e a
progressao metaplasia-adenocarcinoma no EB.

Palavras-chave: Es6fago de Barrett, Adenocarcinoma, Neoplasias esofagicas,
Antigeno Ki-67, Marcadores biolégicos de Tumor, Metaplasia
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1. Introducéo

Descrito ha cerca de 50 anos por Norman Barrett, o eso6fago de Barrett (EB) é
atualmente definido pela presenca de mucosa colunar em esoéfago distal, visivel na
endoscopia digestiva alta (EDA), de qualquer extenséo, e que, a biopsia, demonstre
metaplasia intestinal, caracterizada pela presenca de células caliciformes (1).
Constitui doenca frequente, acometendo cerca de 10% dos pacientes com doenca
do refluxo gastroesofagico (DRGE) (2). Representa o estagio avancado desta
doenca e constitui fator de risco importante ao desenvolvimento do adenocarcinoma
de esdfago (ACE) (3-5). O risco de evolucdo para cancer em pacientes com EB é
relatado de 0,2 a 2,9% ao ano, cerca de 30 a 125 vezes o da populacdo em geral
(6;7).

O adenocarcinoma de esbfago tem apresentado incidéncia crescente no
mundo ocidental, superando o carcinoma epidermdide e tornando-se o tipo mais
comum das neoplasias de esdfago em algumas populacdes (8-10). Apesar de
existirem poucas publicagdes sobre a epidemiologia do adenocarcinoma de esbéfago
no Brasil, de Barros et al demonstraram que 0s adenocarcinomas representaram
15% dos tumores do es6fago e juncdo eséfago-gastrica (53/349), no periodo de
1987-1996 (11). Szachnowicz et al descreveram prevaléncia de ACE de 5,7% em
pacientes com EB (12). Trata-se de uma doenca de elevada mortalidade e sua cura
depende do diagnéstico precoce (13).

Pacientes com EB, portanto, merecem um seguimento racional que permita a

identificacdo precoce de eventual transformacdo maligna. A avaliacdo prognostica
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atual € baseada na presenca e graduacdo da displasia, sendo o0s pacientes
encaminhados para seguimento endoscopico com bidpsias seriadas. Tal seguimento
possui varias limitacdes, fundamentalmente por constituir grupos heterogéneos.
Pacientes com displasia de alto grau (DAG) podem apresentar ACE oculto em até
40% dos casos, e 40% dos doentes poderdo progredir para cancer a longo prazo
(2;14). A evolucdo natural dos casos de displasia de baixo grau (DBG) é
incerta, devido a varios fatores: variabilidade diagnéstica intra e inter-observador,
problemas de amostragem e maiores taxas de regressao para epitélio ndo-
neoplasico (15-18). A evolucdo para DAG e cancer atinge 28% e 15%,
respectivamente (19). Dessa forma, muitos pacientes sdo submetidos a endoscopias
e reavaliagcbes desnecessarias e onerosas. Por outro lado, ha pacientes sendo
diagnosticados tardiamente, ja com metastases linfaticas e, consequentemente,
com comprometimento dos resultados do tratamento (20;21).

Assim, diversos marcadores moleculares tém sido pesquisados, com o
objetivo de indicar o prognéstico de forma mais precisa (19). A carcinogénese do
ACE através do EB caracteriza-se por uma série de eventos genéticos e
epigenéticos, que se manifestam fenotipicamente através de uma sequéncia:
metaplasia-displasia-adenocarcinoma (6;22;22-28). Entre outros mecanismos,
ocorre atividade proliferativa descontrolada, independente de controles
estimulatérios e inibitérios (29-32).

A atividade proliferativa tem recebido grande atencdo nesse contexto,
podendo ser estudada através de varias técnicas: incorporagdo de timidina tritiada
ao DNA celular, mensuracdo de antigenos nucleares, como o Ki-67 e o antigeno

nuclear da proliferagédo celular (PCNA), e da expressdo da enzima ornitina
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decarboxilase. A proteina Ki-67 tem se tornado o marcador de eleicdo para
avaliacdo da proliferacéo celular, com elevada acuracia e maior factibilidade técnica
gue os métodos anteriormente citados. De funcéo ainda incerta, o Ki-67, localizado
no ndcleo celular, esta presente em células nas fases G1, S, G2 e M e ausente na
fase GO (33;34).

Um ndmero cada vez maior de estudos tem sugerido um aumento da
atividade proliferativa quando avaliada pelo Ki-67 na sequiéncia metaplasia-displasia-
adenocarcinoma no EB (35-38). Entretanto, a prevaléncia da expressao do Ki-67 nos
adenocarcinomas de esbfago € variavel e seu desempenho como marcador da
evolucdo metaplasia-adenocarcinoma necessita estudos com resultados mais
conclusivos. O objetivo do nosso estudo é avaliar a atividade proliferativa pelo Ki-67
em pacientes com es6fago de Barrett e adenocarcinoma de es6fago e analisar sua

correlagcdo com a progressao metaplasia-adenocarcinoma.

2. Materiais e Métodos

2.1. Pacientes

A populacéo constituiu-se de pacientes entre 16 e 90 anos de idade atendidos
pelo Grupo de Cirurgia de Esbfago, Estdbmago e Intestino Delgado (GCEEID) do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no periodo de agosto de 2002 a

agosto de 2005, que apresentaram o diagnostico de es6fago de Barrett ou
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adenocarcinoma de es6fago.

A selecao inicial dos pacientes foi através da revisdo dos laudos de exames
anatomopatoldgicos de biopsias ou pecas cirargicas dos arquivos do Servico de
Patologia do HCPA. Foram incluidos pacientes com diagnostico de metaplasia
intestinal em mucosa colunar esofagica, adenocarcinoma de es6fago ou da juncao
esbfago-gastrica ou cardia e bidpsias gastricas normais. Os dados clinicos foram
coletados por revisdo dos prontuarios.

Os Critérios de Inclusdo foram: 1) pacientes com sintomas dispépticos e
bidpsia gastrica normal; 2) pacientes com diagnostico endoscépico de mucosa
colunar e biopsia demonstrando metaplasia do tipo intestinal e 3) pacientes com
diagnoéstico de adenocarcinoma de esbdfago e da juncdo es6fago-gastrica Siewert | e
Il (39). Foram critérios de exclusdo: 1) pacientes com metaplasia intestinal a biopsia
esofégica, porém sem a visualizacdo endoscépica de mucosa colunar - Metaplasia
Intestinal do Cardia (MIC); 2) blocos de parafina com material insuficiente; 3)
tratamento oncolégico prévio; 4) adenocarcinomas da juncdo esb6fago-gastrica
subcardicos, correspondentes a classificacdo de Siewert tipo Il e 5) cirurgia anti-
refluxo anterior a bidpsia esoféagica, nos pacientes com Eséfago de Barrett.

Apos revisdo dos dados clinicos e dos laudos anatomopatolégicos, 0s
pacientes foram divididos em 3 grupos: grupo 1 (controles), grupo 2 (esbdfago de
Barrett) e grupo 3 (adenocarcinoma do esb6fago).

Os tamanhos amostrais calculados foram: grupo 1 (n=12), grupo 2 (n=12),
grupo 3 (n=10) e total (n=34). Para variavel de distribuicdo n&o-paramétrica, o

tamanho amostral seria aproximadamente 10% maior, com n total de 38 pacientes.
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2.2. Critérios diagnosticos de es6fago de Barrett e adenocarcinoma

O estudo anatomopatolégico convencional foi realizado separadamente por
dois patologistas do Servico de Patologia do HCPA.

A Metaplasia intestinal foi definida pela presenca de epitélio colunar com
células caliciformes. A displasia foi definida pela presenca de alteracdes nucleares
(aumento nuclear, atipias e nucléolo proeminente), citolégicas (deplecdo de mucina
e basofilia citoplasmatica) e arquiteturais (irregularidade das glandulas). Foi
classificada em 2 grupos: displasia de baixo grau (DBG) e displasia de alto grau
(DAG), conforme descri¢des prévias.(15;40-42)

O diagndstico de adenocarcinoma foi obtido ao se identificar a presenca de
glandulas atipicas além da membrana basal, invadindo a lamina prépria e a camada
submucosa. Os pacientes com ACE foram estadiados de acordo com o0s critérios da

Unido Internacional contra o Cancer (UICC — 2004).

2.3. Andlise Imuno-histoquimica

A andlise imuno-histoquimica foi realizada pelo Centro de Pesquisas do
HCPA. Foram confeccionadas laminas com material proveniente de blocos de
parafina. A técnica foi realizada conforme rotina do Servico de Patologia do HCPA,
com utilizagdo do sistema avitina-biotina, segundo descricbes anteriores (34-37). As
laminas foram desparafinadas com xilol, hidratadas com &lcool 100%, lavadas em
agua corrente e destilada. Apés, eram banhadas em tampao salina-fosfato (PBS) e

aguecidas em microondas com tamp&o citrato, para recuperacdo antigénica. As
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laminas eram novamente passadas no PBS, banhadas no perdxido de hidrogénio a
5% (preparado com &agua destilada), para inativacdo da peroxidase enddgena,
sendo novamente lavadas e banhadas no PBS. O anticorpo monoclonal MIB-5
(DakoCytomation, Codigo M7248, Lote 8618, Edicdo 27/01/04, Dinamarca), que
reconhece o antigeno Ki-67, em diluicdo de 1:50, foi entdo aplicado. As laminas
ficaram em overnight & temperatura de 4° Celsius. Apés terem sido lavadas e
banhadas no PBS, foi aplicado o complexo streptavidina-biotina (LSAB). A revelacéo
da reacdo foi feita com diaminobenzidina (DAB), seguida da contra-coloracdo com
hematoxilina de Harris e montagem.

O indice de expressao do Ki-67 foi aferido para cada paciente. Este indice
consiste na proporcdo de células com nucleos marcados (de coloracdo marrom)
sobre o total de células contadas em uma cripta esofagica ou gastrica (figura 1), ou
na area tumoral (figura 2), com contagem de no minimo 500 células, conforme
descrito previamente (36). Foi escolhida para cada paciente a area de maior
contagem (hot spot).

O indice de expressdo do ki-67 foi aferido separadamente por duas
patologistas com experiéncia na area, as quais foram cegadas das informacdes
clinicas. Foi considerado como resultado definitivo a média dos dois escores de

cada paciente, obtendo-se um unico escore final.
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Figura 1. indice de Express&o do Ki-67. Esquema de uma cripta esofagica. indice
de Expressdo do Ki-67= (@/(®@+0))X100%. (Adaptado de Chen LQ, Hu CY,
Gaboury L, Pera M, Ferraro P, Duranceau AC. Proliferative activity in Barrett's
esophagus before and after antireflux surgery. Ann Surg 2001; 234(2):172-180.)
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Figura 2. Exemplo da marcacédo Imuno-histoquimica para o Ki-67 em paciente com
adenocarcinoma de es6fago, em aumento de 400X (setas indicam nucleos

marcados pelo Ki-67)

2.4. Analise Estatistica

O indice de expressdo do ki-67 apresentou distribuicdo paramétrica. Seus
dados foram apresentados em médias e desvios-padrdo. Variaveis continuas foram
comparadas entre as categorias através da analise das variancas (ANOVA). A

localizac&o das diferencas, quando presente, foi realizada com o teste de Tukey. A
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correlacéo linear entre variaveis foi analisada com o teste de correlacédo de Pearson.
A comparacdo entre variaveis categoricas foi realizada com teste do Qui-quadrado.
Foi utilizado o programa estatistico Statistical Package for Social Science (SPSS)

versao 12.0, considerando-se significativo p<0,05.

2.5. Consideracdes éticas

Este trabalho teve seu projeto previamente avaliado e aprovado pelo Grupo
de Pesquisa e Pds-Graduacéao (GPPG) do HCPA, seguindo todas as normas éticas
preconizadas. O material utilizado foi proveniente do acervo de blocos de parafina
do Servico de Patologia do HCPA. N&do houve participacdo direta dos pacientes no
estudo, bem como ndo houve modificacdo no protocolo de tratamento em
decorréncia da pesquisa. Os dados clinicos, coletados por revisdo de prontuarios,
foram utilizados de forma sigilosa e andnima, garantido com o Termo de

Compromisso para Utilizacdo de Dados.
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3. Resultados

Inicialmente foram selecionados 80 pacientes, apos revisdo de laudos
anatomopatoldégicos e prontuarios, dos quais 23 foram excluidos: 6 casos de
metaplasia intestinal do céardia (auséncia de mucosa colunar endoscoépica), 5 casos
de adenocarcinoma da JEG subcardico (Siewert Ill), e 12 casos por material
insuficiente, devido a cinco estudos anteriores com utilizacdo do mesmo material.
Foram, entdo, estudados 57 pacientes, dos quais 19 eram portadores de
adenocarcinoma de es6fago ou JEG, 21 portadores de esbdfago de Barrett e 17
controles. Os dados demograficos dos pacientes estdo apresentados na tabela 1.
N&o houve diferenca significativa entre os grupos em relacdo a idade e raca. Houve

predominio de homens no grupo 3, ao contrario do que ocorreu nhos demais grupos.

Tabela 1. Caracteristicas demogréficas dos pacientes

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Total Valor P
(Controle) (Barrett) (Céncer) n=57
n=17 n=21 n=19

Idade (médiat+DP) 55,7¢12,1 52,52+20,28 62,89+13,54 56,26+16,48 P=0,082
Sexo (%) P=0,048*

Masculino 8 (47) 9 (42,9) 15 (78,9) 32 (56,1)

Feminino 9 (52,9) 12 (57,1) 4(21,1) 25 (43,9)
Raca P=0,20

Caucasiana 16 (94,1) 18 (85,7) 19 (100) 53 (93)

Negra/Mista 1(5,9) 3(14,3) 0 (0) 5 (7)

* Predominio do sexo masculino nos pacientes com cancer
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A média geral do indice do ki-67 foi de 23,62+17,6%. As médias foram de
10,29+4,6% nos controles, de 21,26+15,1% nos pacientes com EB e de 38+16% nos
pacientes com ACE (figuras 3 e 4). O ki-67 apresentou distribuicdo crescente nos
grupos, de 1 a 3. Houve diferenca significativa no indice do ki-67 entre todos os 3
grupos estudados (figura 5). ldentificou-se correlacdo linear forte (r = 0,6) entre o
aumento do Ki-67 e a sequéncia controles-metaplasia-adenocarcinoma (P<0,01)
(figura 6). Nao ocorreu variacdo significativa inter-observador na afericdo do indice

de expresséo do Ki-67.
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Figura 3. A. Exemplo da marcacdo imunohistoquimica para o Ki-67 com indice de
expressdo de 22% em um paciente com EB, em aumento de 200X (setas indicam

ndcleos marcados).
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Figura 4. Exemplo da marcacdo imunohistoquimica para o Ki-67 com indice de
expressdo de 60% em um paciente com ACE, em aumento de 200X (setas indicam

ndcleos marcados)
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Atividade do Ki-67 na Carcinogénese de Barrett
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Figura 5. Variacdo do indice de expressao do Ki-67 nos diferentes grupos,

mostrando progressao crescente na sequéncia Barrett-Adenocarcinoma.
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Figura 6

Correlacdo entre o Ki-67 e progressdo Barrett-Adenocarcinoma.

Coeficiente de Pearson=0,6 (p<0,01).
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A extensdo do epitélio colunar nos pacientes com EB foi de 5,29+3,39.
Pacientes com extensdo <3 cm representaram 23,8% dos pacientes com EB, ao
passo que os pacientes com Barrett longo corresponderam a 76,2%. N&o houve
correlacao entre o comprimento do epitélio colunar e o indice de expresséo do ki-67
ou o tamanho da hérnia hiatal. Apenas 3 (15%) dos pacientes apresentaram EB com
displasia de baixo grau, cuja média do indice do Ki-67 foi de 17,5+13,2%. Devido ao
pequeno numero de pacientes com displasia, ndo foi feita analise separadamente
em relacdo a atividade proliferativa ou outras varidveis. Noventa por cento dos
pacientes com EB apresentaram hérnia hiatal, sendo o tamanho médio da hérnia
hiatal de 2,95+1,9cm. Ndo houve correlacdo entre o tamanho da hérnia hiatal e a
atividade proliferativa.

Os pacientes com ACE foram estratificados de acordo com o estadiamento.
Apenas 5,9% apresentaram-se no estagio 1. Os estagios 2, 3 e 4 corresponderam,
cada um, a 31,6% dos casos. Nao houve diferenca significativa no indice do Ki-67
entre os diferentes estagios. Onze pacientes foram submetidos a resseccao do
tumor, com intencéo curativa em 5 e com intencao paliativa em 6. Em oito pacientes,
a cirurgia foi contra-indicada por doenca avancada (n=6) ou por risco cirirgico
proibitivo (n=2). Na maioria dos casos, o tumor era moderadamente diferenciado
(70%). Também n&o houve diferenca da atividade proliferativa em relacédo ao grau
de diferenciacdo tumoral. Mais de 80% dos pacientes ressecados apresentaram

tumor com invaséo da muscularis propria ou além desta. Metastases para linfonodos
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regionais estiveram presentes em mais de 50% dos pacientes operados. Nao houve
diferenca na atividade do Ki-67 em relacdo a penetracao tumoral (T) ou a presenca

de metastases linfaticas (N).
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4. Discussao

Inimeros fatores relacionados ao ciclo celular, oncogenes e genes de
supressdo tumoral tém sido estudados no esodfago de Barrett, com o objetivo de
identificar marcadores progndsticos, partindo do conceito de que a carcinogénese
esofagica € um processo multifatorial e que segue a seqiéncia metaplasia-displasia-
adenocarcinoma. A atividade proliferativa aumentada tem sido implicada na
fisiopatogenia de varios tumores (43-45). Atualmente, o Ki-67 € um dos marcadores
de atividade proliferativa mais estudados. Positividade aumentada do ki-67 foi
demonstrada em 165 carcinomas digestivos: gastricos, esofagicos, coldnicos e

retais (46).

4.1. Métodos

A técnica de citometria de fluxo foi utilizada inicialmente, em alguns estudos,
para afericdo do ki-67. Os resultados com esse método muitas vezes ndo mostraram
diferencas significativas na contagem do Ki-67, quando da comparacao de pacientes
com EB sem displasia, displasia de baixo grau, displasia de alto grau,
adenocarcinoma e controles (47;48). Esse fato se deve provavelmente a distor¢éo
da arquitetura tecidual prépria do método, o que Ihe confere menor sensibilidade
para detectar diferengas na atividade proliferativa. Outras desvantagens consistem
na necessidade de amostras de tecido fresco, uso de equipamento sofisticado e

execucao trabalhosa (49-52).
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O indice do Ki-67 (percentual de células marcadas/total de células avaliadas)
tem sido utilizado para quantificar a atividade proliferativa de determinado tumor ou
tecido, através de técnica imuno-histoquimica, em material conservado em parafina.
Este tornou-se o método preferencial de afericdo do antigeno Ki-67, considerando
sua elevada acuracia e factibilidade. Sua afericdo por técnica eletrénica tem sido
também empregada, porém nao dispomos dessa técnica em nosso meio. A
contagem convencional, contudo, e amplamente realizada e
utilizada.(33;34;40;45;53) No presente estudo, a afericdo foi realizada
separadamente por duas patologistas experientes na técnica, as quais foram
cegadas das informacdes clinicas e de laudos histopatolégicos prévios, a fim de
evitar vieses de afericao.

Hong et al utilizaram o epitélio gastrico como controle, em estudo da analise
do Ki-67 no EB (35). No presente estudo, também optamos pela utilizacdo do
mesmo tipo de controle, pois a arquitetura histoléogica e a celularidade do
revestimento gastrico assemelham-se mais ao eséfago de Barrett, com a presenca
de glandulas e criptas mucosas, as quais representam a zona proliferativa
preferencial de ambos o0s epitélios. O tecido escamoso esofagico apresenta
arquitetura diferente, desprovido de glandulas, com epitélio estratificado e com
atividade proliferativa restrita a sua camada basal, o que Ihe confere caracteristicas
desfavoraveis para ser utilizado como controle. Estudo de Iftikhar et al demonstrou
que o epitélio gastrico teve maior correlacdo com o epitélio de Barrett, em relagéo ao

comportamento proliferativo, do que o epitélio escamoso esofagico (47).
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A estratificacdo das criptas, de acordo com sua profundidade, foi realizada em
estudos recentes. Houve diferenca significativa na distribuicdo do Ki-67,
principalmente entre a displasia de baixo grau e a de alto grau. A atividade
proliferativa deslocou-se para o compartimento superficial da cripta, no EB com
DAG, em detrimento do predominio do compartimento proliferativo profundo, no EB
com DBG.(35;38) Em nosso estudo, ndo foi realizada tal estratificacéo, para afericao
do ki-67, pois consideramos que essa classificacdo tem carater muito subjetivo, do
ponto de vista pratico, visto que os cortes histologicos freqientemente dividem as
criptas nas mais diversas direcbes e profundidades. Essas raramente sao
seccionadas longitudinalmente, na sua integridade, permitindo a determinacéo real
da zona profunda, intermediaria e superficial. Nos pacientes com EB, realizamos a
contagem do Ki-67 nas criptas inteiras, em campos de grande aumento (400X), nas
areas de maior marcacdo (hot spot), contando-se no minimo 500 células. Além
disso, tal estratificacdo mostrou-se importante particularmente na diferenciacao entre
a DBG e a DAG. Como nossa amostra de pacientes com EB e displasia foi pequena
e nao analisada estatisticamente como um grupo, essa metodologia tornou-se pouco

util no nosso estudo.

4.2. Resultados

Polkowski et al analisaram a atividade proliferativa, pelo indice do Ki-67, em

25 pecas de esofagectomia, em diversas areas histoldégicas de EB. Na zona mais

proliferativa (hot spot), o Ki-67 apresentou indice médio de 45% nas areas sem
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displasia, 45% nas indefinidas para displasia, 46% na DBG e 55% na DAG. Apesar
das diferencas terem sido pequenas, houve correlacédo linear significativa entre a
atividade proliferativa e a progressdo histolégica. Também houve aumento
significativo do tamanho da zona proliferativa da cripta, de acordo com a mesma
sequéncia.(54) Alguns questionamentos desse estudo foram a utilizacdo de pecas
de esofagectomia apenas e o fato de esse estudo néo ter aferido a positividade do
Ki-67 no cancer e em grupo controle.

Lauwers et al analisaram a expressdo do Ki-67 em 20 pecas de
esofagectomia, apresentando indices de 10% no EB sem displasia, 20% no EB com
DBG e 50% no EB com DAG. N&o foi relatada a atividade proliferativa nas areas de
cancer.(38)

Hong et al avaliaram o indice do Ki-67 em 43 pacientes com EB,
predominantemente. A expressao do Ki-67 foi de 13% no epitélio gastrico (controle),
33% no EB sem displasia, 40% no EB com DBG e 33% na DAG. Em apenas 5
casos de cancer, foi relatada expressdo de 38%.(35) Esse estudo encontrou
diferenca significativa na atividade do Ki-67 entre os grupos, de acordo com a zona
proliferativa da cripta, conforme discutido anteriormente.

Rioux-Leclercq et al conduziram estudo com o Ki-67 em 44 pecas de
esofagectomias, em diferentes areas histolégicas. Areas com EB e DBG foram
positivas para o Ki-67 em 14% dos casos, EB e DAG em 73% e ACE em 87% dos
casos. Foi encontrado aumento significativo na prevaléncia do Ki-67 na sequéncia
displasia-adenocarcinoma.(37) Porém, areas de esdfago de Barrett sem displasia e
grupo controle ndo foram analisados. Além disso, esse estudo considerou os casos

como positivos para o Ki-67, quando o indice foi maior ou igual a 10%. Tal critério
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tem carater arbitrario e nao foi utilizado em outras publicacdes.

Em estudo recente, publicado por Feith et al, foram realizados cortes de
diferentes areas histologicas em 24 pecas de adenocarcinoma do esdfago distal,
para pesquisa do indice do Ki-67. Foi demonstrado aumento significativo da
expressdo do Ki-67 na seguinte sequUéncia: epitélio escamoso (20%), EB sem
displasia (35%), EB com displasia (45%) e adenocarcinoma (60%).(36)

Outro estudo recente, conduzido por Szachnowicz et al, avaliou o Ki-67 em 13
pecas de esofagectomia e demonstrou atividade proliferativa “moderada” ou “forte”
em todos os casos de EB (n=9) e de ACE (n=12). Os autores ndo determinaram o
indice do Ki-67, mas qualificaram este marcador em 4 graus (ausente, fraco,
moderado, forte). (12) Esse critério, porém, ndo foi utilizado em outros estudos,
prejudicando a realizacdo de comparacfes. Também nao foi realizada comparacéao
estatistica entre os grupos, em relacao a positividade do Ki-67.

Bhargava et al (55) conduziram estudo prospectivo, com o0 objetivo de
estabelecer o comportamento de diferentes marcadores em um protocolo rigoroso
de biopsias esofagicas seriadas, em pacientes com EB. A avaliacdo do Ki-67 foi
limitada aos 6 pacientes iniciais, com total de 200 biopsias, visto sua associagcédo
significativa com a displasia ja nesse pequeno numero de pacientes. O Ki-67 foi
positivo em 8 de 10 (80%) bidpsias com displasia e ausente em 179 de 181 (99%)
biépsias sem displasia.(55) Contudo, o autor ndo descreve claramente o método de
afericdo do Ki-67, apresentando-o como varidvel qualitativa. Além disso, apesar do

namero elevado de biépsias, a amostra de pacientes € reduzida, com
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representatividade limitada, visto que 30% (2/6) dos pacientes apresentavam
displasia.

Tendo-se como referéncia os estudos anteriormente apresentados, que
pesquisaram a atividade proliferativa com o Ki-67 na carcinogénese do eséfago de
Barrett, pode-se perceber que os resultados sao inconclusivos e heterogéneos,
apesar de concordarem que ha correlacdo do Ki-67 com a evolucdo dessa doenca.
Em nosso estudo, a expressdo média do Ki-67 foi de 10% no epitélio gastrico
normal, o que esta de acordo com a literatura. Nos pacientes com EB e ACE, cuja
positividade foi de 21% e 38% respectivamente, encontramos diferencas mais
marcantes com os dados da literatura, que apresentam valores de até 45% no
primeiro e de 60% no ultimo. Essas diferencas podem ser em parte devidas a
amostras peguenas e pouco representativas, de estudos baseados em diferentes
areas histoldgicas de pecas de esofagectomias, nos quais um paciente contribui
com varios cortes histolégicos. Nosso estudo constituiu amostras baseadas em
pacientes que representavam, cada um deles, um anico diagndstico. Variagbes na
realizacdo da técnica imuno-histoquimica podem também explicar diferencas nos
resultados, como diferencas no tipo de anticorpos, na apresentacéo antigénica e na
afericdo do marcador.

Nosso estudo demonstrou uma correlagdo significativa entre o aumento da
atividade proliferativa aferida pelo Ki-67 e a evolugdo Barrett-adenocarcinoma.
Houve diferenca no indice do ki-67 entre o grupo de pacientes com eséfago de
Barrett e o de pacientes com cancer. Os resultados sdo concordantes com a
literatura e corroboram o carater progressivo da doenca através da prevaléncia

crescente do marcador.
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Nos pacientes com ACE, ndo encontramos associacao entre a expressao do
ki-67 e o estadiamento clinico, penetracdo tumoral e comprometimento linfonodal.
Esses resultados sugerem papel limitado do ki-67 como indicador progndstico nessa
neoplasia, porém deve-se considerar a possibilidade de tamanho amostral
insuficiente, para realizar essas comparacfes no subgrupo de pacientes com
neoplasia. Outros autores também ndo encontraram diferencas significativas na
expressao do Ki-67 de acordo com estadiamento tumoral (36).

Mais de uma dezena de trabalhos publicados nos ultimos 10 anos
demonstram que o controle adequado do refluxo gastroesofagico pode associar-se
com regressao histolégica do epitélio de Barrett. A cirurgia anti-refluxo revelou-se
fator preditivo importante para a regressao histoldgica, que ocorreu em 36% dos
pacientes operados (18). A identificacdo do subgrupo de pacientes com mais chance
de regressdo € campo proficuo para pesquisas futuras, em que os marcadores
moleculares poderédo trazer grande contribuicdo, permitindo a orientacao terapéutica
precisa para cada paciente.

Apesar de ter sido encontrada diferenca significativa na expressédo do Ki-67
entre todos os 3 grupos principais, a amplitude dessas diferencas foi pequena,
sugerindo papel limitado do Ki-67 como um marcador preciso da carcinogénese no
EB. Resultados mais conclusivos desse marcador, do ponto de vista progndstico, na
sequéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma, s6 poderdo ser obtidos com o

acompanhamento de pacientes sob risco, avaliando prospectivamente esse
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marcador de acordo com a evolucao da doenca. Deve haver maior padronizacao na
metodologia dos estudos futuros, possibilitando melhores comparacdes dos

resultados entre si, com conclusfes mais seguras.
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5. Conclusodes

A atividade do ki-67 foi de 10% nos pacientes com mucosa gastrica normal
(controles), 21% nos pacientes com EB e 38% nos pacientes com ACE. Houve
diferenca significativa entre todos os grupos, com distribuicdo crescente do Ki-67 na
sequéncia controles-Barrett-adenocarcinoma.

Houve correlagdo linear entre a expressao do antigeno Ki-67 e a progressao
metaplasia-adenocarcinoma no EB, demonstrando uma freqiéncia crescente da

positividade a medida que a doencga progride.
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Abstract

KI-67 ANTIGEN OVEREXPRESSION IS ASSOCIATED WITH METAPLASIA-
ADENOCARCINOMA SEQUENCE IN BARRETT’S ESOPHAGUS

Objectives: To evaluate the Ki-67 antigen expression in patients with Barrett’'s
esophagus and esophageal adenocarcinoma and to analyse its correlation with the
metaplasia-esophageal adenocarcinoma progression.

Methods: Through imunohistochemical analysis we evaluated Ki-67 index in patients
with Barrett’'s esophagus, esophageal adenocarcinoma and controls, assisted at
Hospital de Clinicas de Porto Alegre between 2002 and 2005. We included patients
with endoscopically visible columnar mucosa of the distal esophagus, whose biopsy
proved specialized intestinal type metaplasia, patients with esophageal and
esophagogastric tumors type | and Il and patients with histologically normal gastric
mucosa (control).

Results: We studied 57 pacients. There was no statistically significant differences
between the groups regarding age or race. Patients with cancer were predominantly
men. Ki-67 index averaged 10+4% in patients with normal gastric mucosa (n=17),
211£15% in patients with Barrett’'s esophagus (n=21) and 38+16% in patients with
cancer (n=19). Ki-67 expression was significantly different between all groups
(P<0,05). There was strong linear correlation between Ki-67 expression and
metaplasia-adenocarcinoma sequence (P<0,01). In patients with cancer, Ki-67 was
not associated with clinical or surgical staging.

Conclusions: Ki-67 antigen has increased expression along the metaplasia-
adenocarcinoma sequence. There is strong linear correlation between Ki-67
proliferative activity and Barrett’s carcinogenesis.

Keywords: Barrett’'s esophagus, Adenocarcinoma, Esophageal neoplasms, Ki-67
Antigen, Biological tumour markers, Metaplasia
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1. Introduction

Described 50 years ago by Norman Barrett, Barrett's esophagus (BE) is
currently defined as endoscopically visible colunar mucosa at the distal esophagus,
of any extension, proved to harbor intestinal metaplasia on biopsy, highlighted by the
presence of goblet cells (1). It constitutes a frequent disease, occurring in 10% of the
patients with gastroesophageal reflux disease (GERD) (2). Barrett's esophagus
occurs as a complication of long-standing gastroesophageal reflux and is an
important risk factor for the development of esophageal adenocarcinoma (EAC) (3-
5). The cancer risk in patients with BE is 0,2-2.9% per year, about 30 to 125 times of
the general population (6;7).

The esophageal adenocarcinoma incidence is rising at western world,
exceeding scamous cell carcinoma and becoming the most common type of
esophageal cancer in some populations (8-10). There are few epidemiological
publications on EAC in Brazil. A local study demonstrated that adenocarcinomas
represented 15% (53/349) of esophageal and esophagogastric tumors, between
1987 and 1996 (11). Szachnowicz et al described a 5,7% EAC prevalence in BE
patients (12). Esophageal adenocarcinoma is a highly lethal disease and its cure
relies upon an early diagnosis (13).

Therefore, patients with BE deserve a rational follow-up, allowing identification
of malignant transformation precociously. The current prognostic evaluation is based
on the presence of dysplasia, the patients being enrolled in serial endoscopic

evaluations. This classification has limitations, making heterogeneous groups.
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Patients with BE and high grade dysplasia (HGD) have occult ACE in up to 40% of
the cases (2;14). The natural evolution of patients with low grade dysplasia (LGD)
is uncertain, partly due to intra and Inter-observer diagnostic variability, sampling
errors variable regression rates for non-dysplasic epitelium.(15-18) The evolution
rates for HGD and cancer reaches 28% and 15% respectively (19).

Many patients then undergo excessive evaluations. On the other hand, some
will have their cancer diagnosed Ilately, already with lymphatic spread and,
consequently, with poor treatment results.(20;21) Thus, molecular biology has
searched many markers, so that they indicate prognostic precisely (19). Barrett’s
carcinogenesis underlies a series of genetic and epigenetic events, revealed
fenotipically through a sequence: metaplasia-displasia-adenocarcinoma.(6;22;22-28).
Among others mechanisms, uncontrolled proliferative activity, independent of
stimulatory and inhibitory control, occur.(29-32)

The proliferative activity has received great attention in this context and has
been studied through several techniques: tritiated thymidine incorporation into DNA,
nuclear antigens detection, such as the Ki-67 and the proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) and expression of ornithine decarboxylase. The Ki-67 protein
became the marker of choice for proliferative activity, considering its higher accuracy
and factibility than methods previously cited. With an still unknown function, it is
expressed inside the cellular nucleus in G1, S, G2, and M phases, but not in GO cells
(33:34).

Numerous studies have suggested elevated Ki-67 proliferative activity in the
metaplasia-displasia-adenocarcinoma sequence in BE (35-38). However, there is a

variable ki-67 expression in EAC and inconclusive results along the metaplasia-
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dysplasia-adenocarcinoma sequence in Barrett's esophagus. The objective of our
study is to evaluate the Ki-67 proliferative activity in patients with BE and EAC and to

test its correlation along the metaplasia-adenocarcinoma evolution.

2. Materials and Methods

2.1. Patients

The study population consisted of patients between the ages of 16 and 90 who
were assisted by the Group of Surgery of the Esophagus, Stomach and Small
Intestine of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre (GCEEID/HCPA), between
August 2002 and December 2005, with the diagnosis of Barrett’'s esophagus and
esophageal adenocarcinoma.

We first reviewed anatomopathological records from the HCPA Pathology
Service. We included patients with intestinal metaplasia of columnar-lined distal
esophagus, esophageal and esophagogastric junction adenocarcinomas and
dyspeptic patients with normal gastric mucosa on biopsy. The clinical data was
collected from medical records.

The inclusion criteria were: 1) patients with dyspeptic symptoms and normal
gastric mucosa on biopsy; 2) patients with esophageal columnar mucosa on
endoscopy and intestinal type metaplasia with goblet cells on biopsy; 3) patients with
diagnosis of esophageal adenocarcinoma and esophagogastric junction tumor Types
I and Il (39). Exclusion criteria were: 1) patients with intestinal metaplasia on biopsy

without endoscopically visible columnar mucosa - cardiac intestinal metaplasia



81

(CIM); 2) cases with insufficient material; 3) previous oncological treatment; 4)
esophagogastric junction tumor type Il and 5) BE patients with previous anti-reflux
surgery.

After taking all the clinical and histopathological data, the patients had been
divided into 3 groups: group 1 (controls), group 2 ((Barrett’s esophagus) and group 3
(cancer).

We had the following calculated sample sizes: group 1 (n=12), group 2 (n=12),
group 3 (n=10) and total (n=34). For nonparametric distribution, sample size 10%

greater would be necessary, requiring approximately 38 patients.

2.2. Diagnostic Criteria for Barrett’'s Esophagus, Dysplasia and Adenocarcinoma

The anatomopathological study was carried out separately by two pathologists
experienced in the subject. Intestinal metaplasia was defined by the presence of
goblet cells in glandular mucosa. Dysplasia was defined as the presence of nuclear
variation in size and shape, nuclear or nucleolar enlargement, increased nuclear to
cytoplasmic ratio, hyperchromatism, and abnormal mitoses. Dysplasia was classified
into negative, indefinite, low-grade dysplasia (LGD) and high grade dysplasia (HGD),
as previously described (15;40-42). Adenocarcinoma was characterized by the
presence of atypical glands beyond the basal membrane, invading the lamina propria
and the submucosa. The patients with EAC were staged according to TNM (UICC -

2004) classification.
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2.3. Immunohistochemical Analysis

The immunohistochemical analysis was done at the Research Center of
HCPA. Paraffin-embedded tissue sections fixed in formalin were used. Epitope
retrieval was heat-induced in citrate buffer. Monoclonal antibody MIB-5
(DakoCytomation, M7248 Code, Edition 27/01/04, Denmark), that recognizes the Ki-
67 antigen, was used in dilution of 1:50. The avidin-biotin immunoperoxidase method
was employed for Ki-67 stainings, according to previous descriptions (34-37).

The Ki-67 index was determined for each patient and is the percentage of
stained cells as a fraction of all cells in an esophageal or gastric crypt (figure 1),
counting at least 500 cells, as carried out previously (36). The positive nuclei stained
brown (figure 2). The hot spot area was chosen for each patient. The ki-67 index was
calculated separately by two pathologists experienced in immunohistochemistry, who
had been blinded of clinical information. Final Ki-67 was the average of two

measures for each patient.
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Figure 1. Ki-67 Index. Esophageal crypt scheme. Ki-67 index= (@/(®+0O))X100%.
(Adapted from Chen LQ, Hu CY, Gaboury L, Pera M, Ferraro P, Duranceau AC.
Proliferative activity in Barrett's esophagus before and after antireflux surgery. Ann
Surg 2001; 234(2):172-180.)
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Figure 2. Example of Ki-67 imunohistochemical staining in a patient with esophageal

adenocarcinoma, in 400X field of (marked cells are pointed)

2.4. Statistical Analysis

The ki-67 index had parametric distribution. Its data are presented in means +
standard deviations. Comparisons between continuous variables of the 3 groups
were analysed by analysis of variance (ANOVA). Tukey test was used to localize
differences, when they were present. The linear correlation between variables was
analyzed with the Pearson correlation coefficient. The comparison between

categorical variables was made with Qui-square test. Statistical significance was



85

considered when P < 0,05. Statistical Package for Social Science (SPSS) version

12.0 was used.

2.5. Ethical Aspects

Our project was previously evaluated and approved by the Group of Research
and Pos-Graduation (GPPG) and Bioethics Committee of the HCPA, following all
recommended ethical norms. The paraffin-embedded tissue proceeded from HCPA
Pathology Service’s archival. Patients did not participate directly in the study, as well
as did not have their treatment protocols modified by the research. The clinical data,

collected from the medical records, had been used confidentially and anonymously.

3. Results

Initially 80 patients had been selected, of which 23 had been excluded: 6
cases of CIM, 5 subcardial adenocarcinomas (Type lll), and 12 cases for insufficient
material. We then studied 57 patients, of which 19 had esophageal or
esophagogastric adenocarcinoma, 21 had Barrett's esophagus and 17 controls. The
demographic data are presented in table 1. There was no difference between the

groups regarding age and race. Men predominated in group 3 (cancer).
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Table 1. Demographic data

Group 1 Group 2 Group 3 Total P Value
(Control) (Barrett) (Céncer) n=57
n=17 n=21 n=19
Age (mean%SD) 55,7£12,1 52,52+20,28 62,89+13,54 56,26+16,48 P=0,082
Sex (%) P=0,048*
Men 8 (47) 9 (42,9) 15 (78,9) 32 (56,1)
Women 9 (52,9) 12 (57,1) 4(21,1) 25 (43,9)
Race P=0,20
Caucasian 16 (94,1) 18 (85,7) 19 (100) 53 (93)
Black 1(5,9) 3(14,3) 0 (0) 5 (7)

* Patients with cancer were more likely men

The average ki-67 index was 23,62+17,6% in general. The averages had been
10,29+4,6% in the control, 21,26+15,1% in the patients with BE and 38+16% in the
patients with EAC (figures 3 and 4). Ki-67 presented increasing distribution in the
groups, from 1 to 3. There was significant difference in ki-67 index between the all 3
studied groups (figure 5). Strong linear correlation was identified (r = 0,6) between Ki-
67 activity and the sequence control-metaplasia-adenocarcinoma (figure 6) (P<0,01).

No significant interobserver variability was found.



87

Figure 3. Example of Imunohistochemical Staining for Ki-67 in Barrett's Esophagus

under 200x microscopic magnification (marked cells are pointed).
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Figure 4. Example of Imunohistochemical Staining for Ki-67 in Esophageal

Adenocarcinoma under 200x microscopic magnification (marked cells are pointed).
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Figure 6. Correlation between Ki-67 antigen and Barrett-Adenocarcinoma Sequence.

Pearson coefficient =0,6 (p<0,01).

The columnar epitelium extension in patients with BE was 5,29+3,39 cm. Short
segment BE (<3 cm) represented 23.8% of the patients, while long-segment BE
corresponded to 76,2%. He did not found correlation between columnar mucosa
extension and ki-67 index. Three (15%) patients with BE had LGD, whose average
Ki-67 index was 17,5t13,2%. Considering the small size sample of patients with
dysplasia, we did not analyzed separately this group. Ninety percent of the patients

with BE had hiatal hernia, that averaged 2,95+1,9 cm. Size of the hiatal hernia did
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not correlate with Ki-67 expression.

The patients with EAC were stratified according to stage. Stage 1 occurred in
5.9% of patients. Stages 2, 3 and 4 corresponded to 31.6% of cases respectively. No
statistical difference in the Ki-67 index between the stages was found. Eleven
patients were ressected, with curative intent in 5 and palliative intent in 6. In eight
patients, surgery was contraindicated by advanced disease (n=6) or prohibitive
surgical risk (n=2). In the majority of cases, the tumor was moderately differentiated
(70%). There was no difference in proliferative activity according to tumor
differentiation. In operated patients, more than 80% had muscularis propria invasion
or deeper and more than 50% had regional node metastasis. No association was

found between Ki-67 index and T and N stages respectively.

4. Discussion

Many factors related to cell cycle, oncogenes and tumor suppressor genes
have been studied in BE, trying to identify prognostic markers for disease
progression, considering Barrett carcinogenesis is a multistep process that follows
the metaplasia-dysplasia-adenocarcinoma sequence. Increased proliferative activity
has been reported in different tumors (43-45). Currently, Ki-67 is one of the most
studied markers of cell proliferation. Increased ki-67 positivity was demonstrated in

165 digestive carcinomas: gastric, esophageal, colonic and rectal (46).
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4.1. Methods

The flow cytometry technique of was used initially with ki-67 in some studies.
The results with this method have not shown significant differences in the Ki-67
expression, when comparisons of patients with BE with different degrees of dysplasia
and adenocarcinoma were made (47;48). Its disadvantages include frozen sections
requirements, tissue architecture compromise, sophisticated equipment needs and
laborious performance (49-52).

The Ki-67 index (percentile of stained cells/all cells) has been used to evaluate
proliferative activity of tumours, through immunohistochemistry, in paraffin-embedded
tissue. Ki-67 index has became the method of choice for proliferation studies, for its
great accuracy and factibility. Electronic counting has been also employeed, however
we do not have such equipment. The conventional counting instead is widely
done.(33;34;40;45;53) In the present study, counting was carried out separately by
two experienced pathologists, who were blinded of clinical data, so that biases could
be minimized.

Hong et al used the gastric epitelium as control to evaluate Ki-67 in BE (35). In
the present study, we also choose that same control, considering that gastric mucosa
histologic architecture and cellularity resemble more that of BE, with the mucous
glands and crypts, which represents the main proliferative zone. The stratified
scamous epithelium has different architecture, devoid of glands, proliferative activity
restricted to its basal layer, which we consider unfavorable characteristics to be used
as control. Gastric mucosa proliferative behavior also had greater correlation with the

BE one in a study (47).
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The crypt stratification, according to its depth, was carried out in some studies.
There was difference in Ki-67 distribution, mainly between LGD and HGD. The
proliferative activity moved from the deep compartment of crypt, in the EB with LGD,
to the superficial compartment, in the EB with HGD.(35;38) In our study, we did not
stratify epithelium, because we consider it subjective to do in practice, since
histological sections irregularly divide crypts in different depths and directions. In
patients with BE, we counted Ki-67 in the entire crypts, in hot spot area, counting at
least 500 cells per patient. Moreover, such stratification has shown to be important
particularly in the differentiation of patients with LGD and HGD. As we had few
patients with dysplasia, they were not analyzed them separately as a group, making

epithelium stratification unnecessary.

4.2. Results

Polkowski et al analyzed the Ki-67 index proliferative activity in 25
esophagectomy ressected specimens, in different histological areas of BE. In the hot
spot, the Ki-67 index averaged 45% in areas without dysplasia, 45% in the indefinite
areas for dysplasia, 46% in LGD and 55% in the HGD. Despite the small differences,
there was significant linear correlation between the proliferative activity and the
histologic progression. Size of the proliferative zone also increased significantly, in
accordance with that same sequence.(54) Despite using esophagectomy specimens,
this study did not report Ki-67 positivity in cancer areas. A control group was not

used.
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Lauwers et al analyzed the Ki-67 expression in 20 esophagectomy

specimens, reporting 10% positivity in EB without dysplasia, 20% in LGD and 50%
HGD.(38) The proliferative activity in cancer areas was not reported.

Hong et al evaluated Ki-67 index in 43 patients with BE predominantly. The
Ki-67 expression was 13% in the gastric mucosa (control), 33% in BE without
dysplasia, 40% in BE with LGD and 33% in the HGD. In only 5 cases of esophageal
adenocarcinoma, Ki-67 expression was 38%.(35) This study found significant
difference in Ki-67 activity between the groups, when stratifying the glands, reporting
superficial proliferating zone in HGD patients, as previously discussed.

Rioux-Leclercq et al conducted study with the Ki-67 in 44

esophagectomy specimens, in different histologic areas. Areas with EB and LGD had
been positive for Ki-67 in 14% of the cases, EB and HGD in 73% and EAC in 87% of
the cases. Significant increase in the prevalence of the Ki-67 in the sequence
displasia-adenocarcinoma was found.(37) However, Ki-67 in BE without dysplasia
and control group was not reported. Moreover, this study considered Ki-67 positive
the cases whom index was 10% or more. Such criterion is somewhat arbitrary since
it was not used in any other publications.

In a recent study, conducted by Feith et al, different histological areas were
evaluated for Ki-67 index in 24 esophagectomy specimens. Ki-67 expression
increased significantly in the following sequence: escamous mucosa (20%), BE

without dysplasia (35%), BE with dysplasia (45%) and adenocarcinoma (60%).(36)
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Another recent study, published by Szachnowicz et al, evaluated the Ki-67 in
13 esophagectomy specimens and demonstrated "moderate" or “strong” proliferative
activity in all cases of BE (n=9) and EAC (n=12). The authors did not deterrmined
the Ki-67 index, but they qualified this marker in 4 degrees (absent, weak, moderate,
strong). (12) This criterion, however, was not used before, making comparisons not
possible, and statistical analysis was not made for Ki-67 expression.

Bhargava et al studied prospectively the behavior of different markers in BE, in
a rigorous esophageal biopsy protocol. The Ki-67 evaluation was limited to the 6
initial patients, with total of 200 biopsy specimens, for its significant association with
presence of dysplasia, already in this small number of patients. The Ki-67 was
positive in 8 of 10 (80%) specimens with dyplasia and absent in 179 of 181 (99%)
specimens without dysplasia.(55) However, the author does not describe clearly the
method of Ki-67 assesment, reporting it as a qualitative variable. Moreover, despite
the high number of biopsy samples, the number of patients is reduced, with limited
sample representativity, since 30% (2/6) of the patients presented dysplasia.

Based on previously discussed studies, which searched Ki-67 proliferative
activity in Barrett’s carcinogenesis, we find inconclusive and heterogeneous results,
although they agree that there is correlation between Ki-67 and disease evolution. In
our study, the average Ki-67 expression was 10% in the normal gastric mucosa,
according to the literature. In patients with BE and EAC , whose positivity was of 21%
and 38% respectively, we find greater differences with the literature data, that

present up to 45% positivity in BE and 60% in cancer. These differences can be
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partly due small and not representative sample sizes, from studies based on different
histological areas esophaectomy ressected specimens. In these atudies, one patient
is analized for several histological sections. Our study sample is patient-based and
not specimen-based, with each patient having only one diagnosis. Variations in the
immunohistochemical technique may also partly explain the different results, such as
types of antibodies, antigenic presentation and assessment of the marker.

We demonstrated a significant correlation between the Ki-67 proliferative
activity and the Barrett-adenocarcinoma progression. We found difference in the ki-
67 index between patients with BE and of patients with cancer. The results are
concordant with the literature and reassure the progressive character of this disease,
for the increasing prevalence of this marker.

In patients with EAC, we did not find association of ki-67 expression with
clinical staging, tumor penetration (T) ou nodal spread (N). These results suggest
limited role of ki-67 as a prognostic marker in patients with this cancer, however the
possibility of small sample size to carry out comparisons within the group must be
considered. Other authors did not found significant differences in the Ki-67
expression according to cancer staging (36).

More than ten articles were published in the last 10 years documenting that
adequate gastroesophageal reflux control associates with histological regression of
Barrett's esophagus. The Anti-reflux surgery was demonstrated to be important
predictive factor for histologic regression, that may occur in 36% of operated
patients (18). The identification of the sub-group of patients prone to regression is an
appropriate field for future research, where the molecular markers may contribute in

treatment decisions for each patient.
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Instead of finding significant differences in the Ki-67 expression between all
the 3 main groups, their amplitude was small, suggesting limited role of the Ki-67 as
a powerful marker of Barrett’s carcinogenesis. To elucidate this issue, the real
usefulness of this marker as a prognostic one, in the metaplasia-displasia-
adenocarcinoma sequence, could only be established with the followup of patients
under risk, evaluating prospectively this marker in accordance with the evolution of
the disease. There must be greater standardization in the methods of the future

studies, making possible better comparisons between the results
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5. Conclusions

The ki-67 activity was of 10% in patients with normal gastric mucosa (control),
21% in patients with BE and 38% in the patients with EAC. There was significant
difference between all the groups, with increasing expression of the Ki-67 in the
progression Barrett-adenocarcinoma.

There was linear correlation between the Ki-67 expression and the
metaplasia-adenocarcinoma progression in the EB, demonstrating an increasing

positivity according to disease evolution.
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ANEXO A
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM MEDICINA: CIRURGIA
HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
SERVICO DE CIRURGIA GERAL (GCEEID)
SERVICO DE PATOLOGIA
Projeto CPPG N2 04-099
FichaN%
1._.Dados Demograficos:
Nome: Prontuario N:
Data de Nascimento: _ /[
Sexo ( ) 1. Masculino 2. Feminino Idade: _ _ anos
Cor ( ) 1. Branco 2. Negro 3. Misto 4. Outros

2. Dados Endoscépicos:

1. Data da Endoscopia. __ / /
2. Motivo de EDA:
( ) Controle de H pylori
() Sintoma dispéptico sem evidéncia de DRGE
( ) Acompanhamento de DRGE
( ) DRGE complicada clinicamente (disfagia, odinofagia)
( ) Barret em acompanhamento endoscoépico
() Suspeita de neoplasia
( ) Estadiamento de Neoplasia esofagica
() Outros:

3. Dados Macroscopicos.
( ) Eséfago Normal
( ) Estémago Normal
( ) Esofagite; Classificacdo de Los Angeles: _
( ) Esofagite Complicada 0- Nao Complicada; 1- Ulcera; 2- Estenose
( ) Esofago com Epitélio Colunar: comprimento ___ cm.
() Gastrite; Tipo:
( ) Lesdo Tumoral
4. Dados Anatémicos

( ) Jungado Escamo-colunar: aos___cmdaADS;

() Pincamento Diafragmatico: aos ___cmdaADS;

( ) Hérnia Hiatal cm

(pequena=1a2cm; moderada =3 a4cm; grande= ou>5cm)

( ) Lesao Neoplasica inicio: aos ____cmda ADS
término:aos ____ cm da ADS

( ) Caracteristica da Lesao 1. Vegetante; 2. Infiltrativa; 3. Ulcerada

Obs.:

5. Laudo da EDA:
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3. Dados Histopatolégicos:
1. Local das Biopsias (e quantidade correspondente) :

( ) Eséfago Proximal ( ) Fundo Gastrico
( ) Eséfago Distal ( ) Corpo Gastrico
( ) Epitélio Metaplasico ( ) Antro Géstrico
( ) Juncao Escamo-columar - JEC ( ) Cardia
() Piloro
2. Epitélio Metaplasico:
( ) Comprimento: ___ cm; ( ) Displasia de Baixo Grau;
( ) Metaplasia tipo Intestinal ( ) Displasia de Alto Grau;

; ( ) Carcinoma
3. Laudo da Biopsia.

4. Diagndstico Final:

(Prossequir com banco de dados apenas se em caso de neoplasia)

4. Dados do Estadiamento Clinico (c7TMN):

T: N: M: Estagio:

5. Avaliacao clinica pré-operatéria (Vide Protocolo de Céncer de Esdfago do GCEEID)
( ) Baixo risco
( ) Alto risco

6. Analise Anatomopatolégica da Pega Cirurgica:
1.Segmento Esofagogdstrico ressecado.
( ) Eséfago Proximal ( ) Es6fago Médio
( ) Eséfago Distal ( ) Estomago Proximal
2. Localizaggdo Tumoral:

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

3. Outros achados anatomopatologicos.

4. Laudo Anatomopatologico:

5. Diagndstico Final:

7. Dados do Estadiamento Patoldgico (pTNM):
T: N: M: Estagio:

8. Analise Imuno-histoquimica:

indice de Expressao do Ki-67 (Patologista 1)

indice de Expressao do Ki-67 (Patologista 2)

105



