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O cancer de esdfago é a sexta neoplasia maligna mais comum no mundo. No Rio Grande do Sul,
Brasil, o carcinoma epidermoide de esofago apresenta coeficientes de mortalidade elevados e com
tendéncia ascendente com, pelo menos, o dobro dos coeficientes padronizados de mortalidade
encontrados em outros estados brasileiros ou em paises do cone sul da América latina. O diagnostico
tardio parece ser o principal responsavel pelo mau progndstico. Nos Gltimos anos, diversos estudos tém
demonstrado a possibilidade de identificacdo das lesdes precursoras do cancer esofagico, mas sem
repercussdo no prognostico, até o0 momento. Considera-se, atualmente, que a carcinogénese esofagica esta
relacionada a uma interagéo entre fatores ambientais e anormalidades genéticas. Recentemente, estudos
em biologia molecular tém demonstrado a influéncia dos fatores reguladores do ciclo celular no
prognostico de diversas moléstias, inclusive o cancer. O Rb é um gene supressor tumoral envolvido no
mecanismo de controle do ciclo celular, cuja expressdo tem sido demonstrada no cancer do eséfago. O
objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia da perda da expressao da proteina pRb na mucosa
esofagica de individuos sob risco para o carcinoma epidermoide de es6fago, bem como relacionar esta
expressdo com o consumo de tabaco, alcool e chimarrdo, achados histopatolégicos e cromoscopia com
lugol. Foram estudados 170 casos e 20 controles através de reagdo imunohistoquimica utilizando
anticorpo monoclonal anti-pRb em amostras teciduais fixadas em formalina e armazenadas em parafina.
Um total de 33 casos demonstrou perda da expressdo imunohistoquimica da proteina pRb, determinando
uma prevaléncia de 19,4% na amostra estudada. Ndo houve associagdo estatisticamente significativa entre
a perda da expressdo da proteina pRb e as varidveis idade, raga, exposicdo ao fumo, alcool e chimarrao,
bem como a cromoendoscopia com lugol. Foi demonstrada uma associacao significativa entre a perda da
expressdo da pRb com a historia de cancer na familia. Da mesma forma, foi demonstrada uma associacéo
linear significativa entre a perda da pRb e o grau histopatoldgico das lesdes. Estes resultados
demonstraram uma influéncia da proteina pRb na evolucdo da carcinogénese esofdgica e permitem
sugerir que os individuos expostos aos fatores de risco estudados sejam candidatos a uma maior

vigilancia.
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ABSTRACT



Esophageal cancer is the sixth most frequent malignancy in the world. In Rio Grande do Sul,
Brazil, esophageal squamous cell carcinoma is the second most frequent cancer in male with increased
and ascending mortality rates, which is the double of mortality rates among other Brazilian states or
southern Latin American countries. The late diagnosis seems to be the main reason for the poor
prognosis. Recently, several studies have demonstrated the possibility to identify precursor lesions, but
without improving prognosis. The esophageal carcinogenesis is related with the interaction between
enviromental factors and genetic changes, and previous studies in molecular biology have demonstrated
the influence of cell cycle regulators in prognosis of many diseases, including cancer. Rb is a tumor
suppressor gene involved in the cell cycle control, which expression has been demonstrated in esophageal
cancer. The aim of this study was to evaluate the prevalence of Rb protein (pRb) loss in esophageal
mucosa of subjects at risk for esophageal squamous cell carcinoma. And secondarily, to determine its
association with tobacco, alcohol and “maté” consumption, histopathology and lugol chromoscopy.
Immunohistochemistry was performed using a monoclonal antibody anti-pRb on formalin-fixed, paraffin-
embedded tissue samples from 170 patients and 20 controls. A total of 33 cases demonstrated loss of pRb
with a prevalence of 19,4%. We could not demonstrate any association between pRb loss and age, race,
tobacco, alcohol and “maté” consumption and lugol chromoscopy. It was demonstrated a significant
association between pRb loss and family history of cancer as well as with and histopathology grade.

These results suggest the need of closer surveillance of subjects to the risk factors identified.
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INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

A carcinogénese é um processo de mdltiplas etapas dirigido por mutacGes em diversos genes,
cada um oferecendo uma vantagem seletiva a célula alterada. Estas vantagens foram, até o momento,
mais evidentemente demonstradas em cancer colorretal'. Todavia, o estudo do cancer esofagico, que
também tem relagdes etioldgicas com o meio ambiente, pode proporcionar informagdes Uteis sobre as
bases moleculares de seu desenvolvimento. O estabelecimento de uma correlagédo entre dano genético e
prognéstico tem sido objeto de extensas investigagdes nos Gltimos anos, assim como 0s mecanismos de
controle do ciclo celular. indices anormais de proliferacdo celular, modificagdes relacionadas a morte
celular e a expressdo de determinados genes tém sido constatadas em vérias neoplasias humanas,
incluindo-se o cancer do esofago®.

No processo seqiiencial da carcinogénese esofagica, lesbes escamosas displasicas de baixo e alto
grau sdo consideradas etapas pré-malignas do carcinoma epiderméide do esofago® (CEE). Diferentes
alteracGes gendmicas tém sido reconhecidas no epitélio esofagico, mais freqiientemente em oncogenes e
genes supressores tumorais. Estas mutacGes podem servir como marcadores tumorais especificos para
cada estagio do desenvolvimento de um tumor, uma vez que sao transferidas inalteradamente a cada
célula da linhagem tumoral, identificando a origem®.

A anélise molecular do tecido esofagico tem um papel fundamental na identificacdo de células
displasicas, uma vez que pode detectar malignidade antes das mudancas fenotipicas observadas por
métodos convencionais. Demonstra, basicamente, mutages nos genes envolvidos no controle do ciclo
celular. Estes marcadores oncogénicos sao, principalmente, 0s oncogenes e genes supressores tumorais,
como o c-myc, bel-2, p53 e Rb, os quais parecem estar implicados no processo carcinogénico esofagico®.

O gene Rb pertence a familia dos genes supressores tumorais e esta localizado no cromossomo
13q14°. Seu produto, a proteina pRb, é uma fosfoproteina que se liga a0 DNA e parece atuar na regulagdo
da transcricdo. Quando h& perda de ambos os alelos, este gene ou sua proteina torna-se inativo,
permitindo alteragdes malignas’. A inativacdo do Rb tem sido encontrada em varios tumores, como o
retinoblastoma, osteossarcoma, cancer de pulmao, bexiga, mama e es6fago®.

O rastreamento das doengas é dependente do bindémio da sensibilidade do teste utilizado e
prevaléncia da doenca alvo. Como os métodos moleculares sdo muito sensiveis para processos celulares

especificos, a sensibilidade resultante do método depende basicamente da prevaléncia de cada alteracéo
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molecular especifica. A frequéncia destas alteracdes pode variar de acordo com o tipo de cancer, fatores
de risco envolvidos na carcinogénese e nas caracteristicas da populacéo.

A compreenséo e triagem dos eventos moleculares necessarios para a carcinogénese podem ter,
em curto prazo, trés aplicacdes clinicas: diagnostico precoce, marcadores de prognésticos mais acurados e
melhor tratamento. Existe um grande esforco na procura de um marcador que nos permita melhorar a
caracterizagdo de grupos de risco, o diagndstico precoce e 0 seguimento das lesdes precursoras do
carcinoma esofégico. Sob este aspecto existem poucos estudos e estes precisam ser corroborados. Assim,
a incorporacdo de técnicas para a deteccdo de alteracdes com potencial contribuicdo para a carcinogénese
torna-se cada vez mais relevante. A identificacdo de alteracbes moleculares no contexto de fatores
ambientais predisponentes ird aumentar o entendimento sobre a progressdo maligna do CEE e, no futuro,
aprimorar o manejo dos pacientes considerados de alto risco para o desenvolvimento desta neoplasia.

Este estudo visa, justamente, proporcionar a obtencdo de dados para melhor compreensdo da
carcinogénese esofagica, bem como fornecer dados que permitam o estabelecimento de critérios que

possibilitem uma adequada vigilancia dos pacientes sob risco para esta neoplasia.

OBJETIVOS

Obijetivo geral
Determinar a prevaléncia da perda da expressdo imunohistoquimica da proteina pRb na mucosa
esoféagica de pacientes sob risco para carcinoma epidermoide do esdfago.
Objetivos especificos
e Relacionar a perda da expressdo imunohistoquimica da proteina pRb com as alteracfes
histoldgicas;
e Relacionar a perda da expressao imunohistoquimica da proteina pRb com o tabagismo, consumo
de élcool e chimarrdo nos individuos estudados;
e Relacionar a perda da expressdo imunohistoquimica da proteina pRb com as areas ndo coradas

pelo lugol.
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FUNDAMENTACAO TEORICA

O Cancer de Esbfago

O cancer de estfago é o sexto tumor mais comum no mundo e 0 quarto nos paises em
desenvolvimento da Asia, Africa e América Latina’. Apresenta, como caracteristicas, uma grande
diversidade na distribuicdo geogréafica e incidéncia, além de alta mortalidade. As razBes para tais
variacfes ndo sdo absolutamente conhecidas, embora estudos epidemioldgicos sugiram influéncia de
fatores ambientais e nutricionais’®*. As regides de alta incidéncia sdo geralmente localizadas em éreas
pobres do mundo, onde os habitantes apresentam caracteristicas dietéticas peculiares, como a dieta com
alto teor de amido e baixo em frutas e vegetais, mastigacdo insuficiente e consumo de comidas e bebidas
com temperatura elevada. No mundo ocidental, a incidéncia de CEE varia conforme a raga e grupo sécio-
econdmico. Nos Estados Unidos (EUA), 0s negros tém um risco relativo quatro vezes maior do que 0s
brancos™*2.

A incidéncia comumente notificada nos paises ocidentais de 3 casos por 100.000 habitantes por
ano contrasta com os 140 casos por 100.000 habitantes na Asia Central, numa regi&o conhecida como o
cinturdo do cancer esofagico, que se estende desde a Turquia oriental, leste do mar Caspio, norte do Irg,
Russia, Turcomenistdo, Usbequistdo e Tadjiquistdo, até o norte da China e india*®. Existem varios casos
relatados também em certas partes da Africa e Japdo. As maiores incidéncias registradas, na atualidade,
séo relatadas em determinadas regides da China e do 1rd***®. No norte da China algumas provincias
relatam 120 a 175 casos por 100.000 habitantes, o que representa 50% de todos os carcinomas
gastrintestinais daquela regifo™. Na Africa do Sul, Bombaim (india), norte da Franca, nordeste da Italiae
bolsdes na por¢do meridional da América do Sul encontram-se areas de alta e média incidéncia"*.

Nos EUA e na Europa ocidental, com excecéo da Franca e nordeste da Itélia, a incidéncia do
carcinoma esofégico é relativamente baixa'’. No Brasil, segundo as estatisticas do Ministério da Sadde, o
cancer de esofago € a sétima neoplasia no sexo masculino, com maior prevaléncia entre a quinta e sétima
décadas. No Rio Grande do Sul (RS), as neoplasias ocupam o segundo lugar na distribui¢do das causas de
mortalidade logo apds as doencgas cardiovasculares e, dentre elas, o CEE é a quarta mais freqliente em

homens e a sexta em mulheres. O RS apresenta elevados coeficientes de mortalidade e com tendéncia

ascendente, tanto no sexo masculino como no feminino, com, pelo menos, o dobro dos coeficientes

17



padronizados de mortalidade encontrados, por exemplo, no estado de Sdo Paulo ou nas cidades de
Fortaleza ou Recife’®®. Segundo dados da Secretaria de Satde e Meio Ambiente do RS, o coeficiente de
mortalidade no estado em 1970 foi de 8,5/100.000 para o sexo masculino e 2,3/100.000 para 0 sexo
feminino®. Em 2001 estes coeficientes passaram para 12,8 e 3,9 para 0 sexo masculino e feminino,
respectivamente®. Estes coeficientes sdo os mais altos, quando comparados com outros estados
brasileiros e com paises do cone sul da América Latina™® (Tabela 1).

O aumento da incidéncia desse tumor € preocupante. Curiosamente, observa-se uma distribuicdo
geogréfica altamente concentrada em certas microrregides do RS, como, por exemplo, na zona rural,
principalmente para o sexo masculino. Essas concentragdes elevadas, embora em pequena escala, sdo

semelhantes as encontradas em outros paises com alta incidéncia para o CEE®.

Tabela 1. Mortalidade por Cancer do Eséfago no Cone Sul da América Latina*

SEXO

PAIS MASCULINO FEMININO
1977 1987 1977 1987
BRASIL (RS) 15,59 17,27 4,33 4,99
URUGUAI 14,80 12,12 4,00 4,01
ARGENTINA 10,28 8,97 2,99 2,27
CHILE 8,48 8,18 4,39 3,70
PARAGUAI 4,36 5,88 1,51 1,03

* Modificado de Prolla, 1993%.

O tipo histoldgico mais comum é o carcinoma de células escamosas, correspondendo a 80% a
90%. Cerca de 5% a 10% sdo de adenocarcinomas e uma porcentagem igual de carcinomas
indiferenciados. Os sarcomas e 0 melanocarcinoma sao téo raros a ponto de constituirem curiosidades
clinicas.

Os dois tipos mais importantes de cancer do esb6fago, o carcinoma epidermdide e o
adenocarcinoma, apresentam diferencas epidemioldgicas extremamente acentuadas. Uma caracteristica

epidemiolégica do CEE é apresentar zonas de alto indice de mortalidade proximas geograficamente de
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outras de baixo indice, fato que também foi observado no RS, notando-se coeficientes de mortalidade
quatro vezes superior de uma microrregido para outra'®?. As razdes para essas variacdes regionais sio
pouco compreendidas. Contudo, parece claro que nenhum fator etiolégico isoladamente possa ser
responsavel por tal variagdo em areas geogréaficas distintas.

Nas Ultimas décadas, tem ocorrido uma mudanga notavel na incidéncia e tipo histolégico do
cancer do esdfago entre os individuos brancos. O adenocarcinoma de esdfago e cardia, incluindo a juncdo
esofagogastrica, tem aumentado rapidamente, especialmente em homens brancos'®?. Atualmente, o
adenocarcinoma do es6fago representa quase 50% de todos os casos de cancer esofagico nos EUA. A
causa para esse aumento é desconhecida, mas tendéncia similar tem sido observada na Europa®®. Existe
uma forte associacdo entre doenca do refluxo esofagico e adenocarcinoma. Lagergren et al*
demonstraram que a frequéncia, severidade, e duracdo dos sintomas de refluxo estdo positivamente
associadas com risco aumentado para o desenvolvimento do es6fago de Barrett e progressdo para o
adenocarcinoma esoféagico. Todavia, no sul do Brasil, um estudo demonstrou taxas de prevaléncia de 15%
para 0 adenocarcinoma e 81% para CEE®.

O CEE ¢ pelo menos trés vezes mais comum em homens do que mulheres e apresenta pico de
prevaléncia entre a quinta e sexta décadas enquanto que o adenocarcinoma é aproximadamente sete vezes
mais comum em homens®®. A causa de maior risco em homens é incerta, mas, provavelmente, reflete
diferencas dietéticas, consumo de alcool e tabaco. No cinturdo asiético, verifica-se uma tendéncia a
igualdade na distribuicdo entre os géneros®’.

Devido a sua evolugdo assintomatica, o0 CEE costuma ser diagnosticado e tratado tardiamente.
Quando os individuos tornam-se sintomaticos e procuram os servicos de salde por queixas como disfagia
progressiva, emagrecimento acentuado ou outras menos freqiientes a lesdo tumoral ja se encontra em fase
avancada, comprometendo o plano de tratamento com intengdo curativa. Apesar dos avangos que tém
ocorrido em técnicas cirlrgicas, quimioterapia, radioterapia e medidas paliativas, como terapia
fotodindmica, abrasdo por laser e proteses endoscdpicas, ndo foram observadas melhorias significativas
no prognostico desta doenca, particularmente em estagios avancados'®?®. As tentativas de melhorar a
sobrevida destes pacientes tém sido prejudicadas pela falta de opgoes terapéuticas efetivas nos estagios
tardios da doenca e principalmente pela dificuldade em identificar com precisdo pacientes em estagios
precoces. Por esta razdo, os beneficios do diagndstico precoce tém sido enfatizados, uma vez que a

sobrevida esta intimamente ligada ao grau de invasdo tumoral.
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A deteccdo precoce do cancer do esbfago num estagio onde a resseccdo curativa seja possivel
pode resultar em melhor prognéstico. A experiéncia e os resultados obtidos na China, que detém as
maiores taxas de incidéncia para essa neoplasia no mundo, sugerem que a deteccdo precoce através do
rastreamento de populacGes assintomaticas sob risco para 0 CEE possa diminuir as taxas de mortalidade.
O diagndstico precoce tem levado a um tratamento também precoce dos pacientes que portam células
neoplasicas®®*°. As taxas de sobrevida relatadas em estudos realizados em rastreamentos populacionais
em massa na China utilizando o baldo citol6gico chinés e tratamento cirtrgico atingiram entre 44% e 90%
dos individuos ao final de cinco anos™*"*, Esta hipdtese é sustentada nas observacdes realizadas por Li e
Yao*, que mostram em suas revisdes da literatura chinesa, melhora significativa da sobrevida quando o
cancer do esdfago é ressecado em estagio precoce. Dados semelhantes sdo reportados pela Universidade
Clinica de Hebei®*. Em ambos trabalhos o carcinoma in situ est4 associado a uma sobrevida em cinco
anos de 95% a 100%. A identificagdo precoce exige que se identifiguem os fatores de risco numa
determinada populacdo e os individuos ou grupos a eles expostos. Nesses individuos entdo, poder-se-ia

proceder a um processo de deteccdo do carcinoma precocemente ou das suas lesdes precursoras.

Etiologia

A grande varia¢do na incidéncia geogréfica sugere que fatores ambientais e, possivelmente,
alteracGes genéticas, contribuem para o surgimento do CEE. Todavia, os fatores de risco identificados em
algumas regides de altas taxas de incidéncia estio ausentes em outras?*°,

A carcinogénese esofagica consiste em um processo complexo de multiplas etapas e de etiologia
multifatorial. Alguns elementos sdo necessarios na iniciagdo do processo neoplasico enquanto outros
parecem atuar na progressdo do tumor. Alguns autores sugerem que o cancer de es6fago provém da
associacdo de trés fatores carcinogénicos: fatores predisponentes, como deficiéncias vitaminicas e
esofagites, fatores mutagénicos, como 0s compostos nitrosos, tabaco e bebidas alcodlicas, e fatores

promotores, como 0s ésteres presentes em algumas bebidas alcodlicas® .

Alcool e Fumo

O papel do fumo e do éalcool como fatores de risco para o cancer de esbfago estd bem

estabelecido. Quando se comparam fumantes com ndo fumantes, um risco mais elevado tem sido
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consistentemente demonstrado entre os tabagistas. Da mesma forma, alcoolistas apresentam maior risco
quando comparados com abstémios®. Nos paises industrializados, 0 consumo de tabaco e alcool é
considerado o principal fator para o desenvolvimento do CEE. Estima-se que mais do que 80% dos casos
s&0 atribuidos & exposicéo a estes fatores ambientais®®. Em adicfo aos seus efeitos como fatores de riscos
independentes, &lcool e tabaco exercem uma agdo sinergistica que potencializa cada fator®. No RS,
tabagistas e etilistas demonstraram um risco 75 vezes maior para o desenvolvimento de CEE quando

comparados com a populacdo geral*

. O consumo excessivo e freqliente de alcool, por exemplo, é
reconhecido em 8,5% a 31,7 % dos homens e em 0% a 18% das mulheres que procuram o servigo de
sadde e estimado como presente em 13% da populacdo adulta em Porto Alegre***. O percentual de
fumantes no Brasil é considerado alto, quando comparado com outros paises da América Latina. Fuma-se
mais na regido Sul (42% dos habitantes da regido), sendo Porto Alegre a cidade detentora dos maiores
indices conhecidos de cancer de pulmédo no pais. Embora se fume menos na regido Nordeste (31% da
populacdo), este percentual é ainda considerado muito alto**. Quando o &lcool e o tabaco s&o consumidos,
pode haver uma relacdo entre dose e duragdo da exposicdo. Um consumo de longa duracdo de cigarros
(>35 anos) tem um risco seis vezes maior de desenvolver um CEE e 0 consumo de mais de 25 cigarros ou
assemelhados por dia representa um risco sete vezes maior na populacdo geral para o desenvolvimento do
CEE. Em relacéo ao élcool, o risco é de seis vezes maior para os consumidores de 35 a 55 drinques e 24,5
para aqueles que consomem 84 ou mais drinques por semana. O uso combinado de alcool e fumo atinge
um risco de 23 a 130 vezes maior para o surgimento do CEE e adenocarcinoma de cardia*“®. A presenca
de lesGes como esofagite, atrofia e displasia, parece estar significativamente associada ao alcool e ao
fumo™.

O mecanismo exato responsavel pelo aumento do risco de cancer de esdfago em etilistas €
desconhecido?. Entretanto, foi postulado que o &lcool facilita 0 desenvolvimento da esofagite, pode
interagir com ma nutricdo e faz aumentar a exposicao aos agentes carcinogénicos, talvez por mediar os
niveis do citocromo p450 na mucosa esofagica’’. A presenca de alta atividade da enzima élcool
desidrogenase, bem como de uma baixa atividade da aldeido desidrogenase na mucosa esofagica humana,
sugere que possa haver acimulo intracelular local de acetaldeido durante a ingestdo alcoodlica, o que pode
estar relacionado & patogénese das alteracdes esofagicas induzidas pelo alcool®. Entretanto, chama a
atencdo o fato que nas areas com alta incidéncia de cancer de es6fago, como no Ird e na China, o

consumo de &lcool e tabaco ndo foi considerado significativo®.
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Esofagite

A esofagite estd presente em até 80% de algumas populagdes de alto risco para cancer do
esofago?’. Wahrendorf et al®® demonstraram sinais histopatoldgicos de esofagite cronica leve ou moderada
em 45,5% dos homens e 35,9% das mulheres estudadas. Estas alteracGes apresentaram uma associa¢do
significativa com a ingestdo de bebidas muito quentes, histéria familiar de CEE, consumo raro de frutas
frescas e consumo eventual de cereais dietéticos, e afetava o eséfago médio e inferior, sem sinais
sugestivos de refluxo gastro-esofagico, como erosdes ou ulceracdes. A ingesta de infusBes de ervas ou
chas, tal como o chimarrdo dos gadchos no Brasil, no Uruguai e na Argentina, tem sido identificada como
fator de risco bem definido. Estima-se o consumo de chimarrdo em mais de 80% das populacfes do RS e
Uruguai®’. Vérios estudos de caso-controle demonstraram uma forte associagdo entre o0 uso dessas
infusdes, a irritagdo térmica, a presenca de esofagite cronica e o desenvolvimento do CEE®®2%%, Apesar
da presenca de algumas substancias potencialmente carcinogénicas, acredita-se que 0 mecanismo da leséo
possa ser a temperatura excessiva dessas infusdes™. No RS e no Uruguai, diversos estudos tém
demonstrado que os individuos tabagistas, consumidores de alcool e de chimarrdo tém maior risco de
desenvolver CEE®*®, Barros et al**, comparando com pacientes de menor risco, encontraram uma
presenca significativa de esofagite cronica em individuos com histéria de consumo de alcool, fumo e
chimarréo, sugerindo que a exposicéo a estes agentes contribui para esta diferenga. Estudo realizado com
individuos consumidores de mate na area urbana de Taquara (RS), area de alta incidéncia de CEE no RS,
constatou que estes individuos ingeriam a infusdo a uma temperatura média superior a 60°C e sugeriu que
a temperatura elevada pode contribuir para a carcinogénese esofagica®.

A irritacdo mecénica produzida pela estase crénica e inflamacdo parece desempenhar um papel
importante na maior incidéncia de CEE que ocorre com a acalasia de longa duracdo. A acalasia do
esdfago é uma doenca benigna causada por discinesia do esdfago distal e cardia supondo ser uma leséo
pré-maligna conduzindo para um risco aumentado para o desenvolvimento do CEE. O risco parece ser
mais alto durante o primeiro ano depois do diagndstico da acalasia, provavelmente devido a inclusdo de
casos prevalentes, ocorrendo, posteriormente, uma estabilizagdo desse risco®®.

A doenca do refluxo gastro-esofagico, considerada amplamente como um fator etioldgico no

surgimento do es6fago de Barrett e do adenocarcinoma esoféagico, sé raramente foi implicada como um
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risco para o CEE*. Cecconello et al*’

demonstraram indices de 12,8% de neoplasia em pacientes
portadores de esdfago de Barrett, mas, nestes casos, o tipo histolégico era adenocarcinomas.

Outras causas de esofagite, tais como ingestdo de soda caustica e irradiacdo, também séo fatores
de risco para o cancer do es6fago, sendo relatado na esofagite por causticos a ocorréncia em 4,6% dos
casos. Estima-se que o risco de desenvolvimento do cancer esofagico em pacientes com estenose caustica,
pode ser de até 1000 vezes maior do que na populacdo geral, sendo o intervalo entre a lesdo caustica e o
desenvolvimento do cancer em média entre 20 e 40 anos™.

Alguns trabalhos tém associado a irradiacdo toracica ou mediastinal ao CEE. O CEE se
desenvolve 10 anos ou mais apds o tratamento radioterapico. A exposicdo a radiacdo é geralmente
substancial e a lesdo actinica é demonstréavel histologicamente na mucosa adjacente ao cancer™.

Foi relatado que o cancer do es6fago ocorre apos escleroterapia endoscopica das varizes de

esofago. A relagdo é obscura, porém a vigilancia em longo prazo desses pacientes ja foi recomendada®.

Ma nutricdo

Estudos realizados nas regides de alta incidéncia do Ird e da China referem dietas pobres em
frutas, vegetais, carne, vitaminas A e C e riboflavina®. O baixo consumo de frutas frescas e vegetais,
provavelmente associado a deficiéncia de vitaminas ou micronutrientes, foi também identificado no Brasil
(RS)*. A vitamina A e certas vitaminas B sdo importantes no controle da proliferacéo e da integridade da
mucosa esofagica. As deficiéncias poderiam resultar em epitélios pré-cancerosos**?*.

Os estudos epidemiolégicos implicam os fatores dietéticos no risco de CEE seja pela presenca ou
auséncia de certos componentes. As baixas concentracGes de oligoelementos e minerais, tais como 0
selénio, molibdénio, zinco e ferro, também estdo associadas ao surgimento do cancer do eséfago, sendo
sugerida a possibilidade dessas substancias apresentarem efeitos protetores™. A deficiéncia de zinco, em
associacdo a uma restricdo dietética e exposicdo a nitrosaminas, como a N-nitrosometilbenzilamina

(NMBA), tem sido implicada como agente causal na etiologia do CEE em areas de alta incidéncia, como

em partes da Africa, norte da China, e Ira®.
Consumo de outros agentes carcinogénicos

Em algumas areas de alta incidéncia, alimentos e agua contaminados com fungos e bactérias, que

convertem nitratos dietéticos em compostos N-nitrosos, tém sido implicados no desenvolvimento do
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cancer de esdfago’®. Foram elaboradas técnicas para determinar o impacto dos compostos nitrosos no
surgimento do céncer esofagico. Entre os produtos quimicos testados, a N-nitrosamina foi o Unico
composto quimico considerado com potente acdo carcinogénica para o esdfago®’. Foi demonstrado
desenvolvimento de carcinogénese quimica esofagica, em modelo experimental em camundongos,
induzida pela dietilnitrosamina®®. Estudo na mesma linha, utilizando nitrosamina, alcool e N-
nitrosonornoicotina, demonstrou uma incidéncia de carcinoma esofagico superior a 80% nao tendo sido
possivel determinar o efeito do alcool e da N-nitrosonornicotina como indutores do carcinoma
esofagico®. Existem dados que sugerem que o consumo ou a producdo enddgena de nitrosamina é a
causa da formacdo do cancer esofagico. Entretanto, parece haver uma variacao individual significativa
que pode ser afetada por fatores dietéticos como as vitaminas C e E e o acido retinoico, exercendo um

efeito protetor®.

Fungos e virus

Estudos realizados em areas de alto risco para cancer de esdéfago na China mostraram que gréos e
alimentos que sdo freqlientemente contaminados com fungos, principalmente do género Fusarium e
Alternaria, podem, além de reduzir nitratos a nitritos, decompor proteinas e aumentar a quantidade de
aminas nos alimentos, determinando formag&o de nitrosaminas®.

Os virus Human papiloma virus (HPV), Herpes simplex virus (HSV), Cytomegalovirus (CMV) e
Epstein-Barr virus (EBV), principalmente o primeiro, tém sido associados a patogénese de uma variedade
de carcinomas humanos. Eles tém a propriedade de produzir tumores em animais e transformar células in
vitro e tem sido comprovado que infectam o epitélio esofagico, sendo assim candidatos em potencial a
agentes etioldgicos do CEE. Diferentemente dos fungos que estdo indiretamente envolvidos na
oncogénese por produzirem compostos carcinogénicos ou co-carcinogénicos ou por estimularem o
processo inflamatorio, as viroses usualmente causam canceres especificos por agirem diretamente nas
células hospedeiras® . Os HPV podem ser classificados como de alto risco (tipos 16, 18, 31 e 33) ou de
baixo risco (tipos 6, 11 e 30), dependendo da sua associa¢do com tumores benignos ou malignos. Tem
sido descrita a associagdo dos tipos 16 e 18 com CEE®, mas os dados a esse respeito tém gerado
controvérsias, havendo vérios estudos sugerindo que a infecgdo pelo HPV ndo apresenta um papel

definido na etiologia dessa neoplasia®.
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Fatores genéticos e familiares

Foi relatado que pacientes com cancer de esdfago tinham uma histéria familiar positiva para a

|49 |69

mesma doenca em éareas de alto risco do Cazaquistdo, na Asia Central®. Egashira et al*® evidenciaram
uma ocorréncia de 39% e um risco duas vezes maior de desenvolver o CEE em pacientes com historia
familiar de cancer do esdfago ou cancer de cabeca e pescogo contra 11% no grupo sem histéria familiar.
Estudos com migracdo de populages na China revelaram que pessoas que migraram de areas de alta
incidéncia de CEE para areas de baixa incidéncia continuaram a apresentar alta taxa de mortalidade pela
doenca’™. Apesar desses estudos sugerirem um agrupamento familiar para a doenca, é dificil diferenciar
ou excluir fatores ambientais comuns e, embora o cancer de eséfago tenha, provavelmente, importante
participagdo de fatores exdgenos na sua etiologia, estudos recentes sugerem que uma suscetibilidade
genética ndo pode ser excluida e que fatores genéticos podem estar envolvidos na sua patogénese®.

Também foi observado que o cancer de esbfago ocorre mais freqiientemente entre as familias
afetadas por Tilose, uma sindrome genética rara com hiperceratose palmo-plantar, havendo, nas séries
publicadas, incidéncia de CEE em até 37% dos membros familiares®.

Estudos em biologia molecular de tumores esofagicos tém revelado uma freqliéncia de varias
alteragBes genéticas, como perda da heterozigocidade, dele¢do, mutagdo, rearranjos cromossémicos e
alteracBes pontuais, levando a alteracBes em genes supressores tumorais, como o p53 e o Rb™. Existem
pesquisas que mostram perda da heterozigocidade nos locos 13q (gene Rb), 17 p (gene p53), 59 (gene
APC e gene MCC) e 18q (gene DCC) em relacdo ao carcinoma de esdfago’™ . Nos adenocarcinomas de
esdfago de Barrett ocorrem perdas nos cromossomos 17p (gene p53) e 59 (gene MCC) em 94% e 75%
dos casos respectivamente’. A alteracdo do cromossomo 17p surge em 94% dos casos ja na metaplasia
da mucosa de Barrett, evidenciando a precocidade das alteragdes cromossdmicas’. A instabilidade de
microsatélites no carcinoma de es6fago foi observada em 7% dos casos de metaplasia em esbfago de
Barrett, em 22% dos adenocarcinomas e em apenas 2% dos carcinomas epiderméides’. A amplificagdo
de c-myc também foi observada em tumores nas areas com alta incidéncia de carcinoma de es6fago

associado a compostos N-nitrosos, sendo que em 23% dos casos também ocorreu na mucosa adjacente

ndo neoplasica’®.

Malignidade preexistente
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A historia de carcinoma de células escamosas da cabeca e pescoco e pulmao constitui um fator
de risco conhecido para o surgimento de CEE. Os tumores podem ocorrer simultaneamente ou a lesao

esofagica manifestar-se ap6s a terapia do tumor primario””.

Fatores de outra natureza
Algumas outras condi¢Bes estdo associadas ao CEE. A sindrome de Plummer-Vinson, que
envolve anemia ferropriva, glossite e membranas esofégicas, levando a disfagia, esta associada a 15% de

incidéncia de cancer na faringe ou no esdfago cervical, principalmente em mulheres®’

. A doenca celiaca
foi sugerida como um possivel fator de risco e o cancer de esofago parece estar relacionado a disturbios
cutaneos bolhosos?.

Individuos com estreitamento caustico do es6fago tém uma alta freqiiéncia de CEE anos ap6s a
ingestdo caustica. O risco de cancer é estimado em, no minimo, 1000 vezes maior do que aquele da

populacdo geral®®

. Os tumores aparecem 15 a 50 anos apds a ingestdo (média 40 anos), tendem a ocorrer
no esdfago médio e produzem sintomas precocemente, provavelmente pelo fato de que o limen esofagico
ja esta comprometido pela fibrose de longa duragéo. O prognostico apds a resseccéo é relativamente bom

para estes pacientes, com sobrevida em cinco anos de aproximadamente 33% .

LesOes precursoras

As informacdes disponiveis a respeito de lesdes precursoras do eséfago humano sdo poucas e,
por vezes, desencontradas. Somente a displasia tem sido proposta como uma lesdo provavelmente pré-
maligna®, existindo, contudo, a sugestdo de que a historia natural do cancer de eséfago possa seguir uma
seqliéncia evolutiva iniciada com a esofagite cronica, passando a atrofia que evolui para a displasia que

por sua vez, culminara em carcinoma™*.

Estudos conduzidos na China e no 1r*%

em populacBes sob alto risco para cancer de eséfago
demonstraram uma prevaléncia muito alta de esofagite cronica, a qual geralmente ndo determina
sintomas, sendo caracterizada, na endoscopia, por uma mucosa fridvel e irregular com graus variaveis de
edema, hiperemia e leucoplasia, mas sem ulceracdes e envolvendo, geralmente, os tercos médio e inferior

do es6fago sem comprometimento da regido pré-cardica. Em contraste, a esofagite em populacdes de

baixo risco na Europa é caracterizada por erosdes e ulceracdes, as quais quase sempre comprometem a
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regido pré-cérdica, j& que a condicdo é, via de regra, determinada pelo refluxo gastro-esofdgico. A
chamada acantose de células claras que, freqlientemente, acompanha a esofagite é quase sempre a leséo
correspondente as placas brancas ou mucosa esbranquigada descritas endoscopicamente, e pode ser o
resultado da injaria térmica, uma vez que o habito de ingerir bebidas muito quentes é disseminado, tanto

7

na China como no Ird. Em ambos os lugares, a atrofia € a segunda lesdo epitelial mais comum,

acompanhando a esofagite e sequida pela displasia. Dawsey et al*

, utilizando critérios histologicos mais
rigidos, demonstraram uma distribuicdo diferente dos diagnosticos previamente observados nesta mesma
populacdo. Tais resultados sugeriram que a maior razdo para a discrepancia encontrada foi consequente as
diferencas nos critérios histologicos®™. Aparentemente, diferencas nos critérios poderiam causar grandes
diferencas na prevaléncia dos achados. Pelos critérios estabelecidos, esofagite histoldgica e atrofia foram
achados incomuns, originando dudvidas sobre a significancia destes achados como lesdes precursoras do
cancer de esdfago nessa populacao.

Em Porto Alegre, estudo comparativo entre individuos do sexo masculino com fatores de risco
para CEE (alcoolistas, tabagistas e consumidores de chimarrdo) e individuos sem estes fatores de risco
encontrou uma elevada presenca de esofagite cronica (70%) em varios graus significativamente mais
marcada no grupo de maior risco do que no grupo considerado de menor risco (45,5%). Este estudo
sugeriu que a exposi¢do intensa a bebidas alcodlicas, ao fumo e ao chimarrdo contribui para essa
diferenca. A presenca de displasia em 3% do grupo considerado de menor risco, contra 3,4% do grupo de
maior risco, sugeriu que estes pacientes poderiam também estar expostos a outros fatores de risco. Em
nenhum grupo foi identificada atrofia epitelial, ao contrario das freqiiéncias relativamente altas
observadas no Ird e na China em individuos sob risco. Os achados histopatologicos observados neste
estudo colocaram tanto os pacientes do grupo de menor risco quanto o de maior risco como portadores de
lesbes precursoras (esofagites crénicas e displasias) potencialmente evolutivas ao cancer de es6fago. A
acantose de células claras foi encontrada numa freqiiéncia de 12% no grupo de menor risco e 26 % no de
maior risco, taxas bem inferiores as observadas no Ird (66% e 65% - homens e mulheres,
respectivamente) e na China (80,8 % e 72,4 % adultos e 26 % e 17,9% adolescentes, respectivamente do
sexo masculino e feminino)®.

ObservacgOes realizadas em ratos tratados com nitrosaminas demonstraram anormalidades
esofagicas similares as observadas no Ird e na China, precedendo o desenvolvimento de tumores

|63

esofagicos®. Kruel®®, em modelo experimental com camundongos, identificou histologicamente, de forma
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seqliencial, alteracdes na mucosa esofagica (esofagite aguda e cronica, displasias leves, moderadas e
acentuadas, carcinoma in situ e carcinoma invasor), com resultados altamente sugestivos da natureza
precursora e evolutiva das displasias e carcinoma in situ para CEE.

Em estudo realizado em Linxian, China, onde 682 participantes de um inquérito endoscépico
foram seguidos por 3,5 anos e tiveram seus diagndsticos histolégicos iniciais comparados com a
ocorréncia de CEE, mostrou que displasia moderada e acentuada e carcinoma in situ foram as Unicas
lesBes histoldgicas associadas com risco significativo do desenvolvimento de carcinoma invasivo.
Naquele periodo de acompanhamento graus crescentes de displasia foram associados com risco
aumentado, mas displasia acentuada e carcinoma in situ tiveram graus similares de risco®.

Resultados de estudos conduzidos na Africa do Sul indicam prevaléncia similar de esofagite e
atrofia em varios grupos populacionais sob risco para o0 CEE e sugerem que a classificacao de esofagite e
atrofia da mucosa como lesdes precursoras é questionavel®.

Jacob et al®®

estudaram 255 pacientes alcoolistas e tabagistas com idade média de 60 anos
através de estudos citolégicos obtidos com um tipo de baldo esofagico. Foi diagnosticada displasia
epitelial atribuida ao es6fago em 37 pacientes. Vinte e oito pacientes foram acompanhados com intervalos
de seis a 36 meses, com exames citolégicos obtidos com baldo esoféagico, esofagoscopia com lugol e
bidpsias. Durante este seguimento, a citologia foi repetidamente normal em 16 (57%), apresentou
caracteristicas inflamatdrias em 8 (29%) e persistiu como displasia em dois pacientes (7%) que continham
evidéncia endoscdpica e histologica de esofagite e progrediu para carcinoma em dois outros pacientes
(7%), um de esdfago e outro de laringe. Carcinoma intraepitelial foi diagnosticado erroneamente em dois
pacientes nos quais biopsias endoscopicas subseqiientes demonstraram apenas esofagite. Os autores
concluiram que a diferenciagdo entre inflamacdo acentuada, displasia e carcinoma intraepitelial pode ser
muito dificil e que esofagites e displasias podem involuir e chamam a atencéo de que estas observagdes
podem ser particularmente relevantes em populagdes com baixa prevaléncia para CEE.

Recentes estudos realizados no Japdo em lesdes displasicas do esdfago revelaram que lesdes
atipicas podem conter pequenos focos de carcinoma e muitas espécimes de bidpsias previamente
diagnosticadas como displasia eram, na realidade, carcinomas, ndo sendo encontradas diferencas entre

lesbes neoplésicas intraepiteliais e porges intraepiteliais de carcinoma invasivo. Estes achados

confirmam a dificuldade de se diferenciar displasia de alto grau do carcinoma®.
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Concluindo, pode-se dizer que, em todos os trabalhos citados, as esofagites cronicas sdo um
achado comum, ndo somente em populacBes de alto risco como em grupos de baixo risco. Este achado
parece questionar o conceito de que esofagite seja uma lesdo precursora do cancer esofagico. Contudo,
graus moderados e acentuados de esofagite foram achados mais freqlientes entre habitantes de areas de
alto risco do que em dareas de baixo risco. A incidéncia de esofagite moderada e acentuada foi mais alta
em homens do que em mulheres. Em decorréncia, pode-se postular que a esofagite cronica é a condi¢do
patoldgica mais comum do esd6fago, mas graus moderados ou acentuados podem determinar um ambiente
propicio para o desenvolvimento do CEE. A atrofia e a “acantose de células claras” sdo de dificil
identificacdo e tém um carater precursor duvidoso. Embora ainda existam autores que questionem se a
displasia € ou ndo uma lesdo pré-cancerosa, tem sido demonstrado que a mesma tem estreita relacdo com
CEE e que ndo existem diferencas substanciais entre a atividade celular proliferativa da displasia e do

carcinoma intraepitelial®.

Diagnostico precoce

Os carcinomas esofagicos precoces sdo classificados em intraepiteliais, intramucosos e
submucosos. No carcinoma intraepitelial (carcinoma in situ) as células neoplasicas ocupam toda a
extensdo do epitélio esofagico, mas a lamina basal esta preservada. Da situacdo intraepitelial, o carcinoma
avanca além da lamina basal e estende-se para a ldamina prépria (carcinoma intramucoso). Neste nivel os
tumores raramente apresentam metastases. Com a penetragdo através da muscular da mucosa até a
submucosa (carcinoma submucoso) a disseminacédo lateral € mais comum e maior é a possibilidade de
metéstases linfaticas. O carcinoma cuja infiltracdo é limitada a mucosa e a submucosa é definido como
cancer superficial. A Sociedade Japonesa de Estudos das Doencas Esofagicas define como cancer precoce
se ndo houver metastases®®. A média de sobrevida estimada em cinco anos do cancer superficial sem
metastases (cancer precoce) foi de 75% a 88 %, enquanto que, na vigéncia de metastases, foi de 40% a
50%. Foi observada uma sobrevida de 94% nos casos de cancer superficial e carcinomas diminutos do
esofago (menos de 10mm na maior dimensdo)®®. Assim, a tendéncia atual é de se considerar como
precoce apenas as neoplasias limitadas a mucosa, uma vez que a invasdo da submucosa ja determina

metastases linfaticas e vasculares em 50% a 70% dos casos®.
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No exame endoscdpico a alteracdo da cor é o primeiro sinal que pode indicar a presenga de um
carcinoma epitelial. Pode ser branca, a leucoplasia, ou vermelha, a eritroplasia. Posteriormente surgem as
alteragdes de superficie, classificadas como elevadas, planas e deprimidas®. Como a maior parte destas
lesbes é assintomatica, a sua deteccdo s é possivel em programas de rastreamento ou como achados
incidentais em exames endoscdpicos e, mesmo assim, 0s casos chamados precoces, quando reconhecidos
a endoscopia, apresentam-se, freqiientemente, com invasdo vascular e linfatica, diminuindo a expectativa
de sobrevida. Essa situacdo sugere que a deteccdo e a monitorizacdo das chamadas lesfes precursoras
com potencial evolutivo para cancer de es6fago poderiam determinar o reconhecimento do céancer
esofagico em seu estagio mais inicial, contribuindo para a melhoria nas taxas de sobrevida®. A prevencio
do CEE ainda é uma possibilidade remota, entretanto a cura ou a maior sobrevida podera ser possivel se 0

diagnostico precoce for realizado em individuos reconhecidamente sob risco.

Rastreamento através da Citologia

A citologia com baldo esofagico é uma técnica de rastreamento para deteccdo precoce do cancer
esofagico que tem sido utilizada extensivamente na China, Ird e Africa do Sul**** e no RS* com
resultados promissores. E um procedimento seguro, facilmente realizado, bem tolerado e proporciona
material adequado em mais de 90% dos exames. Entretanto, ha evidéncias de que o diagndstico citoldgico
obtido com o baldo parece ndo apresentar uma correlagdo estreita com o exame histopatologico de
espécimes de bidpsias obtidos por endoscopia. A citologia por baldo, quando utilizada em paises de baixa
prevaléncia, mesmo quando sdo estudados individuos com alto risco para CEE, tem um uso limitado
como método de rastreamento, uma vez que as atipias detectadas pela citologia parecem estar mais

relacionadas as esofagites'.

Cromoendoscopia

Para tentar melhorar o rendimento da endoscopia no diagndstico das lesdes precoces ou
precursoras do cancer do es6fago utiliza-se a cromoendoscopia, que consiste no uso de corantes como a
solucdo de lugol, azul de toluidina e azul de metileno durante o exame endoscépio®®. O corante mais
utilizado tem sido o lugol e a sua aplicacdo resulta em uma coloracéo do epitélio escamoso do esdfago em
castanho escuro. Esta propriedade se deve a reagdo entre o iodo e o glicogénio no citoplasma das células

escamosas maduras do epitélio esofagico. O epitélio escamoso lesado ou o epitélio colunar metaplasico
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ndo se cora ou se cora fracamente, na dependéncia da severidade da lesdo (Figura 1). Tem sido
demonstrado que a cromoendoscopia com lugol é efetiva no diagndéstico das alteragdes pré-malignas e do
cancer esofagico precoce, uma vez que a presenca das lesdes é claramente identificada e espécimes de

I¥” demonstraram uma sensibilidade de 83,3%,

biépsia podem ser obtidas seletivamente. Freitag et a
especificidade de 70,2%, valor preditivo positivo de 26,3% e valor preditivo negativo de 97% da
cromoendoscopia com lugol no diagnéstico de displasia. Com o mesmo método, Fagundes et al®®
demonstraram uma sensibilidade de 46%, especificidade igual a 90%, valor preditivo positivo de 26 % e
valor preditivo negativo igual a 96% para a identificacdo de displasias em individuos alcoolistas e
tabagistas. Foi demonstrado, nessa amostra, que as areas ndo coradas pelo lugol apresentaram um risco

oito vezes maior para a ocorréncia de displasias quando comparadas com areas coradas. Estas por sua vez

apresentaram uma baixa probabilidade (4%) de ocorréncia de lesdes displasicas.

Figura 1 . Cromoendoscopia com lugol com &rea n&o corada correspondente a CEE precoce®

O ciclo celular

O ciclo celular divide-se em duas fases distintas: a mitose (fase M), com duracdo aproximada de

uma a duas horas, e a interfase, com duragfo de 22 a 23 horas. E na interfase que se realiza a duplicacio
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do DNA (fase S) e as fases G1 e G2, que correspondem aos intervalos que se seguem do final de uma fase
M ao inicio de uma fase S e do final de uma fase S ao inicio da mitose, respectivamente. O ponto no qual
a célula interrompe o seu ciclo (fase GO) é também denominado de ponto de restricdo. As fases S, G2e M
sdo relativamente constantes, sendo que as varia¢@es do ciclo parecem depender mais especificamente da
fase G1%°.

A passagem de uma fase para outra é determinada, dentre outros fatores, pela interacdo entre os
sinais controladores do crescimento e desenvolvimento celular e 0 maquinéario protéico do ciclo celular,
as ciclinas, que sdo proteinas resultantes da transcricdo de genes especificamente implicados no ciclo
celular, e das modificacdes do estado de fosforilagdo dos complexos formados pelas ciclinas e suas
enzimas especificas, as quinases ciclino-dependentes®. Se algum defeito intrinseco ocorrer nestes
complexos pode haver proliferacdo descontrolada ou desenvolvimento de células tumorais. Alguns genes,
como o c-myc, bcl-2, Rb, p53 e p21, atuam no controle do ciclo celular como pontos de checagem nas
suas diversas fases e, desta forma, interferindo na progresséao celular.

Boa parte da regulacdo do ciclo celular origina-se de sinais do meio extracelular que sdo
transmitidos as células através dos fatores de crescimento. Fatores de crescimento sdo proteinas que
estabelecem ligagBes quimicas com estruturas da membrana celular, os receptores de fatores de
crescimento. Estes, por sua vez, sdo compostos protéicos que apresentam um segmento no meio
intracelular e outro no extracelular. A ligacdo quimica entre o fator de crescimento e seu receptor
especifico promove alteracBes bioquimicas no receptor em sua porcdo citoplasmatica, ativando uma
cascata de reagdes entre proteinas. Esta reacdo em cadeia é chamada de transducéo de sinal e ira ativar os
fatores responsaveis pela atividade intranuclear. O principal objetivo dos fatores de transducdo é a
ativagdo dos fatores de transcrigdo. Estes sdo proteinas reguladoras intranucleares que visam a ativagao da
expressdo dos genes codificadores das proteinas atuantes no ciclo celular. Se estes fatores funcionarem de
maneira autbnoma como estimuladores da mitose, entdo teremos as oncoproteinas.

O ciclo celular, funcionalmente, é desencadeado por um estimulo primario, ao qual a célula deve
responder através de dois sinais: o sinal de competéncia, demonstrando a sua capacidade para cumprir 0s
processos de crescimento e desenvolvimento, e o sinal de progresséo, evidenciando a sua capacidade de
progredir no ciclo celular®. Neste ponto ha expressao do gene c-myc. O c-myc é um fator de transcrigdo
que, em condi¢des normais, auxilia a célula a passar do estado G1 para a fase S. A proteina c-myc €

reconhecida como importante fator na carcinogénese humana, sendo responsavel pelos primeiros
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controles, onde a inadequacéo celular em situacéo de estresse faz com que haja um aumento consideravel
da sua expressdo e inicie o processo de apoptose®. Este controle depende, porém, de uma regulacéo
exercida pelo bcl-2, que atua como inibidor da apoptose. Caso o controle pelo bcl-2 considere a célula
apta a progredir, esta, agora em G1, prossegue o ciclo preparando-se para 0s processos de transcri¢do e
traducédo génicos necessarios. No ponto de checagem G1-S, em face de alguma anormalidade do DNA, o
gene Rb blogueia 0 mecanismo de transcricdo do DNA, impedindo a progressao da célula a fase S. Em
uma etapa mais avangada, 0 gene p53 exerce novo controle no ponto G1-S, antes da sintese e duplicacdo
do DNA iniciarem e, caso alguma alteracdo ou dano do DNA seja evidenciado e ndo houver reparo,
ocorre um aumento na expressdo do p53 intracelular e é desencadeada a apoptose. Outros fatores estéo
envolvidos no controle do ciclo celular e apoptose, como o gene apo-1 ou Fas, fatores de diferenciagdo e
crescimento, como a TGF-a. e TGF-B, as citocinas, TNF, INF e IL-2, as ciclinas (A, B, D e E), os
complexos quinase ciclino-dependentes (cdk 2, 4, 5,6), 0 p34°?, p16™“ as endonucleases, o célcio,

dentre outros®* (Figura 2).

Estimulo Primario Apoptose

C « W ) IL-2, FNT, IFN, FCT-B
l c-myc )
Ativacao [ p53
Estimulo externo
« sinal de G1S checkpoint

Dano celular
bcl-2

competéncia
« sinal de Progresséo
Rb

Proliferagcao PADPRP

p21/WAF1

Figura 2. Ciclo celular

Instabilidade genética e cancer
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A transformacdo maligna é um processo que se desenvolve em mdltiplas etapas e que, na
maioria das vezes, resulta do acimulo de véarias mutagdes envolvendo diferentes genes. O crescimento
tumoral é determinado por trés fatores principais: o ciclo celular, a porcentagem de células proliferativas
e a quantidade de perda celular. Este crescimento ndo é constante e a dinamica do ciclo celular nos
tumores pode ser diferente da homeostase normal, sendo que a variagéo ocorre provavelmente em funcéo
da heterogeneidade intratumoral. A manutencdo da homeostase em tecido normal, em muitos aspectos,
reflete uma simples equacdo equilibrada de proliferagdo e renovacgdo celular contra morte celular. Tanto o
aumento da proliferacdo quanto a diminuicdo da morte celular resulta em expansao do nimero de células.
O cancer, portanto, se desenvolve quando as alteracfes no DNA causam um actmulo anormal de células.
As taxas comparativas de divisdo e morte celular determinam o qudo rapido o tumor cresce. Algumas
células neoplasicas se dividem mais lentamente do que as células normais, mas o cancer pode continuar
se expandindo em funcéo do prolongamento da vida das suas células®.

Muitos agentes carcinogénicos danificam o DNA ou interferem com enzimas necessarias a sua
replicacdo. Uma célula pode responder a estas agressdes adiando a divisdo celular até o reparo do dano,
promovendo a morte celular ou progredindo no ciclo sem interrupcéo®™. As células neoplésicas costumam
apresentar danos adquiridos nos genes reguladores do ciclo celular e, se as mutacBes ndo forem
reconhecidas pelos pontos de checagem, as células com DNA danificado permanecem no conjunto de
células do ciclo e, se ndo forem eliminadas, podem replicar com conseqiiéncias deletérias.

Os genes envolvidos no controle do ciclo celular, quando apresentam mutacGes, podem
contribuir com o surgimento e desenvolvimento do céncer. Assim, 0s oncogenes, inicialmente
identificados em células neoplasicas, sdo versGes mutantes dos proto-oncogenes implicados na regulacao
do ciclo celular. Todavia, a conceituagdo destes genes mutantes ndo encontra consenso na literatura em
decorréncia da diferenca entre a denominagdo e fungdo dos mesmos em células normais. Funcionalmente
podem ser divididos em classes distintas, segundo propos Korsmeyer®. Os primeiros genes classificados,
chamados de categoria | ou oncogenes, promovem o crescimento celular e a proliferacdo. Quando um
oncogene é anormalmente ativado, impulsiona a célula pelo ciclo celular facilitando a proliferagdo do
clone. Estes genes, numa analogia com um automaével, atuam como o acelerador, elevando a velocidade.
Muitos destes genes podem ser classificados como fatores de transcricdo ou moléculas envolvidas nos
sinais de transducdo. Os exemplos cléssicos incluem o c-myc e o ras. Em geral, estes genes contribuem

para o desenvolvimento do cancer ap6s uma alteracdo que resulta em incremento de funcdo. Eles
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usualmente exibem um mecanismo autossdémico dominante no qual um Unico alelo alterado é suficiente
para produzir o efeito. O gene de proliferacdo normal é chamado de proto-oncogene. A categoria Il
representa 0s genes supressores tumorais que, na sua forma natural ou “selvagem”, inibem o crescimento
e a proliferagdo. Uma caracteristica desta categoria, cujos principais representantes sdo o Rb e o p53, é
sua contribuicdo para o crescimento desenfreado por perda de funcéo (Tabela 2). Os genes supressores
tumorais atuam de maneira recessiva e, portanto, promovem o cancer somente quando sdo inativados em
ambos os alelos, por mutagdo ou perda. Atuam como o sistema de freios das rodas de um automdvel.

Korsmeyer®™ propds uma terceira categoria: a que regula a morte celular programada, representada pelo

bcl-2.
Tabela 2. Genes supressores tumorais implicados no desenvolvimento do cancer
GENE CODIFICA/LOCAL DE AGAO TIPO DE CANCER
APC Proteina citoplasmatica Colon e estdbmago
DPC4 Proteina citoplasmatica que inibe diviséo celular ~ Pancreas
NF-1 Proteina citoplasmaética inibidora do ras Neurofibroma e feocromocitoma
NF-2 Proteina citoplasmaética Cancer cerebral e schwanoma
MTS1  Proteina p16 (nuclear), blogueio do ciclo celular ~ Varios
RB Proteina pRB (nuclear), bloqueio do ciclo celular  Retinoblastoma, pulmé&o, 0ssos, bexiga,
esdfago e mama
P53 Proteina p53 (nuclear) Es6fago, ovario e maioria dos canceres
WT1 Proteina nuclear Tumor de Wilms
BRCAL1 Indefinido Mama e ovario
BRCA2 Indefinido Mama
VHL Indefinido Rim

Adaptado de Weinberg RA. How cancer arises. Scientific American, Sep 1996, 32-40.

O gene Rb
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O gene Rb, cuja denominacdo advém do retinoblastoma, foi identificado originalmente em
estudos sobre a predisposicdo herdada geneticamente ao desenvolvimento desta neoplasia®™. Esta
localizado no loco 14 do braco longo do cromossomo 13 (13ql14), é constituido de 27 exons dispersos
sobre uma molécula de DNA com 200 Kb e pertence & familia dos genes supressores tumorais®. Knudson
et al*, em 1971, postularam que a heranca do retinoblastoma é causada pelo fendmeno de perda ou
delecdo de ambas bandas especificas do gene. Este evento mutagénico inativa o gene Rb, que parece ser
critico para o desenvolvimento deste cancer. Alguns individuos que apresentam retinoblastoma
hereditario possuem cari6tipo visivelmente anormal, com delecdo de uma banda especifica do
cromossomo 13. Delegdes do mesmo loco também séo encontradas nas células tumorais de pacientes com
a doenca nao-hereditaria.

Nas amostras de tumores contendo perda da heterozigocidade do gene Rb, 90% mostra baixa ou
auséncia da expressdo da proteina pRb, enquanto que em amostras sem perda da heterozigocidade
somente 20% tém a expressdo de pRb alterada. Existe uma forte associacdo entre a perda da
heterozigocidade do gene Rb e alteracdo da expressdo da proteina pRb, sugerindo que a perda da
heterozigocidade é o principal evento que conduz a inativagdo do Rb. Além disso, evidenciou-se que a
perda da heterozigocidade do Rb foi mais freqiiente em tumores com mutacdo do p53%.
Aproximadamente 50% dos canceres de esdfago exibem uma perda da heterozigocidade do gene Rb, mas
s6 20% destas neoplasias sdo deficientes da expresséo da proteina pRb*. No estudo de Huang et al*’, a
ocorréncia de perda da heterozigocidade do gene Rb foi observada em 40% dos casos de CEE, mas

mutacdes ou delecdes do Rb ndo foram evidenciadas. Horowitz et al®

revelaram alteragdes no gene Rb
em mais de 30% de retinoblastomas e osteossarcomas hereditarios e sugeriram que o gene Rb pode sofrer
alteragBes sutis na sua estrutura do tipo que escapa da deteccdo pela analise por Southern blotting.
Quando células tumorais de retinoblastomas de diferentes pacientes sdo analisadas, uma perda da
heterozigocidade na regido do gene Rb é observada em cerca de 70% dos casos®. Outros autores
descrevem a perda em aproximadamente 30% a 50% dos casos de CEE e em 36% dos adenocarcinomas
de esofago. Este evento corrobora a hipotese de que a inativacdo do gene Rb exerce uma determinada
acao na patogénese e progressdo da malignidade”.

O gene Rb é habitualmente expresso em quase todas as células do corpo e sua funcéo esta

relacionada com a regulagdo do crescimento em uma variedade de tecidos normais e neoplésicos. Seu

produto, a proteina retinoblastoma (pRb), é uma fosfoproteina nuclear composta de 928 aminoacidos. Sua
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funcdo fisioldgica nas células normais é permitir que estas, quando em G1 progridam para a fase S. Na
vigéncia de algum dano celular, a pRb bloqueia 0 mecanismo de transcricdo do DNA, impedindo a
progressdo da célula a fase S, atuando, desta forma, como um dos principais freios da progressao do ciclo
celular®. Foram identificadas vérias proteinas semelhantes & pRb, como a p105, p107,p110 e pRb2/p130,
cada uma atuando por um objetivo comum na cooperacdo de regular a progressdo do ciclo celular. O
mecanismo pelo qual a pRb bloqueia a transcricdo do DNA no ponto de checagem G1-S estid na
dependéncia direta do seu estado de fosforilacdo que, na realidade, caracterizara sua atividade. Este
aspecto da pRb € determinado pela sua funcdo de proteina receptora, que tem capacidade de ligar-se,
através da sua terminacdo carboxila, com fatores de transcricdo, como o E2F e c-myc, que sdo conhecidos
na regulacéo de genes promotores da fase S'®. Nas células em repouso a pRb esta presente na sua forma
hipofosforilada, forma funcionalmente ativa, que atua em G1 como parte de um mecanismo de freio para
inibir a passagem pelo ponto restri¢cdo. Pode também possibilitar que a célula entre em GO, interrompendo
a producdo de componentes-chaves do sistema de controle do ciclo celular, assim como outras proteinas,
quando o ambiente se torna desfavoravel para a proliferacdo. Na fase de proliferacdo répida, a proteina
pRb esta hiperfosforilada, correspondendo a sua forma inativa, e mais lenta de mobilidade do que a forma
minima de fosforilacdo™™. No seu estado hiperfosforilado, a pRb é incapaz de ligar-se ao fator de
transcri¢do, permitindo a progressdo da célula no ciclo celular. Em inimeros experimentos a quantidade
total da proteina pRb nas células ndo varia entre o repouso e a proliferacdo. Chen et al*®> demonstraram
que a pRb é progressivamente fosforilada durante a fase G1 e que a fosforilagdo maxima ocorre no ponto
G1-S.

Outros resultados demonstraram a importancia da fosforilacdo da pRb na regulacdo de suas
funcdes e sugerem que a supressdo tumoral pelo Rb pode requerer a assisténcia de outras proteinas, como
as quinases, fosfatases, ciclinas e fatores de crescimento. Os fatores de crescimento anulam a inibicéo
exercida pelo Rb pela fosforilagdo de maltiplas serinas e treoninas desta proteina. Além dos fatores de
crescimento que estimulam a divisdo celular existem outros fatores, como é o caso de alguns membros da
familia do TGF-B, que atuam em algumas células para estimular a proliferagéo celular. Os receptores de
fatores de crescimento ativam as cascatas de fosforilacdo intracelular que levam a mudanga na expressao
dos genes. Estes genes pertencem a duas classes: 0s genes de resposta inicial, conhecidos como myc, fos

e jun e os genes de resposta tardia®. Entre os produtos dos genes de resposta tardia estdo alguns dos
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componentes essenciais do sistema de controle do ciclo celular, incluindo proteinoquinases dependentes
da ciclina (cdk), as quais induzem processos dependentes pela fosforilagdo em proteinas selecionadas.
Diversas ciclinas sdo ativadoras especializadas e se ligam as moléculas de cdk, controlando sua
habilidade de fosforilar proteinas-alvo apropriadas. A formacéo, ativacdo e separacdo dos complexos
ciclina-cdk estdo entre os eventos fundamentais que coordenam o ciclo celular, levando a célula a
ultrapassar o ponto G1 e iniciar a sintese de DNA*. Na pRb existem no minimo dez sitios de substrato
para a fosforilacdo pelas cdk. Tanto a ciclina E como a ciclina A, a qual é sintetizada novamente no inicio
da fase S em combinagdo com sua cdk correspondente, podem fosforilar a pRb. Outro controle da pRb é
facilitado pela ciclina D1, uma ciclina G1, que participa no controle da progressao do ciclo celular pela
interagdo com a pRb. A fosforilagdo da proteina pRb pelo complexo ciclina D1/cdk4 e cdk6 libera o E2F,
possibilitando a transcricdo em G1-S'®. A proteina p16/CDKN2, uma cdk, inibe a interacéo da cdk4 e
cdk6 com a ciclina D1, deixando livre a pRb para ligar-se com E2F e bloquear a transcrigdo. Em muitos
tumores, a expressdo da ciclina D1 esta aumentada e este evento pode resultar na inibicdo do controle da
supressao do crescimento do Rb, prevenindo a transicdo em G1-S. A proteina pRb é um bom substrato
para a fosforilagdo por cdk, sugerindo a possibilidade de haver mecanismo onde o estado de fosforilagdo
de pRb na fase G1 pela inibicéo seletiva de cdk4,cdk6 e cdk2, que ciclinas tipo D enddgenas, agindo com
cdk4 e cdk6, sdo capazes de fosforilar parcialmente, um processo que é provavelmente complementado
pelo complexo ciclina E-cdk2 (Figura 3). Além disto, o complexo ciclina E-cdk2 é incapaz de fosforilar a
pRb na auséncia de fosforilagdo anterior pelo complexo ciclina D-cdk4 e cdk6 . Entdo quando a pRb esta
fosforilada, resulta liberacdo do fator de transcricio E2F, gene de transcricdo da fase S, e
subsequentemente entra na fase S, sendo considerada como forma inativada, pois ndo consegue bloquear
o crescimento celular'®. Schrump et al'® demonstraram uma relac&o reciproca entre a expresséo de pRb
e mutagdes envolvendo a ciclina D1 e p16 nas células do cancer de esd6fago. Uma vez que a expresséo da
proteina pRb estd presente em 60% a 80% dos carcinomas esofégicos, o controle do ponto de restri¢do
estd envolvido nestas neoplasias através do aumento da expressao da ciclina D1, perda de p16 ou ambos,
freqlientemente na presenca de mutacdes de p53. Busatto et al'® detectaram uma baixa freqiiéncia de
alteracGes do gene pl6/CDKN2. Neste estudo ocorreu uma relacdo inversa com marcado aumento da
pl6/CDKN2 em células deficientes de pRb no CEE. Num estudo com 50 casos de tumor esofagico de
origens geogréficas variaveis, Jian et al'® encontraram ampliacdo e alta expressao da ciclina D1 em 32%

e perda da expressdo da proteina Rb em 17% dos tumores. Os tumores com alteracdo na ciclina
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Dlexibiam niveis normais de expressdo da pRb, enquanto que aqueles sem expressdo da pRb ndo
mostraram ampliagdo ou alta expressdo da ciclina D1. Isto reforca a idéia de que aberragdes da pRb

parece ser um importante passo no desenvolvimento do CEE.
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Figura 3. pRb liga-se ao E2F e impede a progressdo da célula a fase S*.

No epitélio esofagico normal, a expressdo de pRb nuclear esté restrita a lamina basal. Entretanto,
nas regides onde ocorrem alteragBes como displasia grave e carcinoma in situ, a expressdo de pRb esta
aumentada. Este processo maligno pode ser devido a alguns fatores, como alguns virus, tais como o HPV-
16, adenovirus humano e SV40 e suas oncoproteinas E7 / E6, ELA e SV40 grande antigeno T,
respectivamente, que formam complexos com a pRb da célula hospedeira, incapacitando o vital

mecanismo de supressdo do crescimento celular®

(Figura 4). Esta inativagdo pode ser consequente a
similaridade entre muitas proteinas estruturais ou oncoproteinas, diminuindo a atividade da pRb na
supresséo do crescimento, provavelmente causado pela deficiéncia de pRb ligadas aos sitios normais'®. O
mecanismo de acdo é aparentemente simples: estas proteinas virais se ligam aos produtos protéicos dos

dois genes supressores tumorais (pRb e p53) essenciais da célula do hospedeiro, colocando-os fora de

acdo e permitindo a célula replicar o seu DNA e completar a divisdo celular.
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Figura 4. As oncoproteinas virais (E1A, E1B, LTAg, E6, E7) e celular (mdm2) ligam-se e inativam

as proteinas pRb e p53'%,

A conexdo entre a p53 e a pRb na regulacdo do ciclo celular é sugerida com base na acdo de dois
novos genes regulados pela p53: 0 mdm2 e o p21 (WAF1). O produto do gene mdm2 tem um sitio de
ligacdo identificado no terminal carboxila que interage com a pRb e retém sua funcéo por alterar a
conformacéo da regido receptora que se liga com o fator de transcri¢do. Outra via alternativa da interacéo
p53-pRb é mediada pelo gene p21. O gene p21 pertence a nova familia de reguladores negativos do ciclo
celular, atuando como uma molécula inibidora de cdk. O p21 inativa o complexo ciclina-cdk que é
necessario para a fosforilagdo da pRb. Estes genes estdo fortemente implicados na relacéo entre o p53 € 0
Rb na regulacéo do ciclo celular, apoptose e progressao tumoral'®.

A inativacdo do gene Rb tem sido encontrada em outros tumores além do retinoblastoma, como
0 osteossarcoma, cancer de pulméo, bexiga, eséfago, prostata e mama®*%.

Wunder et al'®” detectaram alteracdes do gene Rb em 26% dos casos de sarcoma. Alteracdes no
DNA foram detectadas em 6 de 14 osteossarcomas esporadicos e 5 de 29 outros sarcomas 0sseos e de
tecidos moles, pela andlise com imunoprecipitagdo em gel (Southern e Northern blot). Apenas alguns
eventos genéticos responsaveis pela inativagdo do gene Rb podem ser detectados pelo Southern blot. As
pequenas alteracdes na estrutura do DNA como pequenas delecdes e rearranjamentos de seqiiéncias ou
mutacdes de ponto, que representam eventos capazes de inativar o gene Rb podem escapar da detec¢do
com este método'®. Todavia, estas alteracdes podem conduzir a mudangas na expresséo do gene que

podem ser detectaveis como uma deficiéncia de RNAm ou tamanho alterado ou quantidade de transcricdo

nestes tumores. Em 19 sarcomas onde foi avaliado o total celular de RNA, todos tumores examinados
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tinham RNA indetectavel ou alterado. As alteracdes do DNA foram associadas com o grau histoldgico do
tumor, ocorrendo predominéncia nos tumores de alto grau. A freqliéncia aumentada de grandes delecBes
do gene Rb nos tumores de alto grau quando comparados com os de baixo grau pode ser relacionada com
a extensa instabilidade genética nestas neoplasias mais agressivas'®.

Yamamoto et al'*° analisaram a expressao imunohistoquimica da pRb em carcinomas colorretais
evidenciando que a incidéncia de células pRb positivas foi aumentando paradoxalmente durante os varios
estagios da carcinogénese. Estes achados sugerem que o aumento da expressdo da pRb nas células do
carcinoma colorretal pode produzir um mecanismo homeostatico na tentativa de proteger as células da
inibicdo do crescimento e apoptose, talvez pelo contrabalanco dos efeitos téxicos da excessiva atividade
do fator de transcricéo.

Geradts et al''* avaliaram a expressdo imunohistoquimica da pRb e p16 em tumores sélidos.
Aproximadamente 30% dos casos de tumor de bexiga e pulmao foram pRb negativo. Em 43% de todos os
tumores avaliados, incluindo 24% de cancer de pulmdo, a imunorreatividade para pRb e p16 pdde ser
detectada, indicando que a perda da expressdo destas duas proteinas nestas neoplasias parece ser um
evento incomum.

Xu et al*? examinaram 36 casos de carcinoma de pulmé&o usando a imunohistoquimica com
confirmacdo pelo Western blot. A expressdo da pRb estava presente em 24 casos e, nos casos com pRb
alterada, a neoplasia era significantemente de estigios mais altos (estagios Il e IV), sugerindo que a
auséncia da expressdo da pRb pode estar associada com a iniciacdo ou progressao dos tumores de pulméo.
Outro trabalho realizado pelo mesmo autor num estudo imunohistoquimico realizado com 101 casos de
tumor de pulmé&o evidenciou alteracdo da expressdo da pRb em 24%. Nestes casos a expressao alterada da
pRb foi considerada um marcador progndstico independente para diminui¢do da sobrevida em estagios
iniciais.

Em adenocarcinoma de pulmio, Dosaka-Akita et al**®

associaram o estado da pRb com
resultados prévios de p21 e p53 e compararam 0 prognostico entre os individuos com o melhor padréo da
expressdo do gene no seus tumores e aqueles com pior padrdo de expressao, isto é, pRb+/p21- versus
pRb-/p21+ e pRb +/p53- versus pRb-/p53+. Nos individuos com tumores com expressdo pRb-/p21+ a
sobrevida foi de 13% em cinco anos, enquanto que naqueles tumores pRb+/p21- a sobrevida foi de 82%

em cinco anos. Esta diferenca foi significativamente menor (p= 0,01). Os pacientes com tumores pRb-

/p53+ apresentaram uma sobrevida de 20% em cinco anos, enquanto 0s pacientes com tumores que
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expressavam pRb+/p53- apresentaram uma sobrevida de 73% em cinco anos. Da mesma forma, esta
diferenca foi significativa (p=0,008).

A inativacdo do gene Rb nos carcinomas de células renais e de bexiga foi observada em 6 de 16
casos (38%) de carcinoma de bexiga, sendo que um tinha uma mutacao de ponto que produzia um RNAm
truncado, trés apresentavam grosseira delecdo do gene Rb e dois mostravam perda da expressdo sem
qualquer dano grosseiro no DNA®, Ishikawa et al*** obtiveram resultados semelhantes, com inativagéo
do gene em 28% dos casos, embora s6 nos tumores invasivos. Isto pode sugerir que a perda da funcéo do
Rb esta mais envolvida na progresséo do cancer da bexiga do que na sua iniciacdo. Cordon-Cardo et al*®®
observaram que os paciente afetados com cancer de bexiga invasivo e com expressdo pRb positiva tinham
uma sobrevida maior do que aqueles com a expressao alterada da pRb (p<0,001). E s6 um caso de cancer
superficial de bexiga (10%) tinha expressdo pRb negativa. Estes resultados sugerem que 0s tumores com
expressdo pRb diminuida tem potencial biol6gico mais agressivo do aqueles que apresentam a expressao
pRb normal em todas suas células.

Poucos trabalhos existem referentes a expressdo da pRb em lesGes precursoras do cancer de

es6fago. Hausen et al'™®

, em estudo de lesdes esofagicas, demonstraram que todos os casos de displasia de
alto grau foram pRb positivas e 13 de 14 casos de carcinoma in situ foram pRb positivos, ambos com
expressdo aumentada em relagdo ao epitélio normal. Apenas 11 de 172 casos de carcinoma epidermoide
invasivo foram pRb negativos e estdo associados com resultados relativamente pobres ap6s resseccao
potencialmente curativa.

O estudo da pRb, bem como de outras oncoproteinas, pode promover uma melhor compreenséo

a respeito da carcinogénese esofagica ou pode ajudar a diferenciar aqueles individuos de maior risco,

dentre aqueles sob risco para o desenvolvimento de cancer de es6fago.
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METODOLOGIA

O delineamento utilizado para este estudo foi um corte transversal, onde os fatores em estudo
foram idade, raca, histéria familiar de cancer, diagndstico histoldgico, cromoendoscopia com lugol,
habito tabagico (tempo e ndmero de cigarros ou assemelhados consumidos por dia), consumo de alcool
(tempo de alcoolismo e doses didrias estimadas em gramas de etanol) e consumo de chimarrdo (tempo de
consumo e temperatura estimada). O desfecho considerado foi a expressao imunohistoquimica da proteina

pRb.

Selecdo dos pacientes

Este estudo faz parte do programa de otimizacéo do diagnostico precoce e estudo do processo
carcinogénico de tumores esofagicos da linha de pesquisa de carcinogénese gastrointestinal na area de
cirurgia oncoldgica deste Programa de Pds-Graduacdo. Foram estudados os casos de 170 pacientes
oriundos do banco de dados da tese de doutorado do Dr. Renato Fagundes do Programa de Pos-
Graduagdo em Medicina: Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul, apresentada em 2000

. Naquele trabalho foram estudados 190 pacientes do sexo
masculino, com idade igual ou superior a 35 anos, internados na Unidade de Dependentes Quimicos do
Hospital Psiquiatrico da Universidade Federal de Santa Maria e pacientes em tratamento nos chamados
“grupos de apoio” a alcoolistas da cidade de Santa Maria, com periodo de abstinéncia menor que um ano.
Os pacientes internados foram incluidos no estudo apdés o desaparecimento dos sinais e sintomas de
abstinéncia do alcool.
Os critérios de inclusdo foram:
1. consumo maior do que 80 g de etanol/dia por mais de 10 anos;
2. consumo regular maior do que 10 cigarros ou assemelhados/dia por mais de 10 anos;
3. consumo de chimarrdo por mais de 10 anos.
Os critérios de exclusdo foram:
1. sinais de encefalopatia de qualquer etiologia;

2. sinais de hepatopatia descompensada (ascite, ictericia);

3. histdria de hemorragia digestiva alta nos Gltimos 30 dias;
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4. varizes esofagicas;

5. esbdfago de Barrett;

6. disfagia;

7. historia de alergia ou hipersensibilidade a substancias iodadas.

No presente estudo, foi utilizada uma amostra controle constituida por 20 pacientes de ambos
géneros, sem limites de faixa etaria e que ndo apresentavam histéria familiar de cancer, habito tabagico,
uso de alcool ou chimarrdo e doencas neoplasicas ou esofégicas prévias. Esta amostra foi selecionada
aleatoriamente dentre os individuos que foram submetidos a esofagogastroduodenoscopia na Fundacéao
Universitaria de Gastroenterologia (FUGAST), de Porto Alegre, e no Hospital Geral de Porto Alegre,

mediante concordancia e apds assinatura de consentimento informado (Anexo n° 3).

Exames endoscopicos

Inicialmente os pacientes foram esclarecidos a respeito da importancia do programa. Foram
obtidos seus consentimentos (Anexo n° 1) e submetidos a questionario (Anexo n° 2).

Para a realizacdo dos exames endoscépicos, os pacientes foram previamente sedados com
midazolam sublingual e tiveram a orofaringe borrifada com aerossol, contendo xilocaina 10%. O
instrumental utilizado foi um video-endoscépio Fujinon (EG350HR), pingas de bidpsia endoscopica e
canulas de teflon. Foi realizada a inspecdo convencional do esbfago, estdbmago e duodeno. Apés, 0
endoscépio foi retirado até 20 cm da arcada dentaria superior, sendo realizada nova inspecdo do es6fago
com dois movimentos sucessivos de progressdo e retirada, tendo como limite inferior a linha Z. As areas
suspeitas foram biopsiadas. Logo apés, com o endoscépio posicionado na linha Z e retirado no sentido
cranial, foi realizada a cromoscopia com 20 ml de lugol a 3% instilado através da canula de teflon de
forma a cobrir inteiramente o epitélio esofagico, sendo, entdo, realizada nova inspe¢do do es6fago. As
areas nitidamente ndo coradas com tamanho igual ou maior a cinco mm foram biopsiadas. Foram
realizadas regularmente duas bidpsias no terco médio do esbfago, a 10 e 15 cm da linha Z
respectivamente em areas homogeneamente coradas pelo lugol, obtendo-se dois fragmentos de cada area
(controles). Apo6s a esofagoscopia, 0 estbmago e o duodeno foram regularmente examinados e bidpsias

foram obtidas, sempre que fossem identificadas alteracbes que necessitassem complementacdo
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diagndstica anatomopatoldgica. Todas as bidpsias obtidas do es6fago foram estendidas em papel filtro,
com o auxilio de dois palitos e, logo apo6s, fixadas em formol a 10 % e coradas pelo método da

Hematoxilina & Eosina.

Exames histoldgicos

O material foi considerado adequado para o estudo histopatoldgico quando o fragmento estava
bem orientado permitindo um corte perpendicular a superficie da mucosa e alcancando, pelo menos, a
lamina propria da mesma. Aqueles considerados inadequados foram excluidos do estudo. Os achados
histolégicos foram classificados nas seguintes categorias:

1. Achados normais.

2. Esofagite cronica: presenca de infiltrado de células mononucleares ou linfoplasmocitarias no
epitélio ou na ldmina prdpria da mucosa, associado com elevacdo das papilas além do terco superior do
epitélio e espessamento da lamina basal maior do que 15% da espessura epitelial. As esofagites foram
classificadas como leves, moderadas e acentuadas, de acordo com o grau de infiltrado linfoplasmocitario
encontrado no epitélio ou na lamina prépria.

3. Displasia: presenga de células com nucleos hipercrométicos e aumentados em volume em
relacdo ao restante da célula. As displasias em grau mais leve estariam restritas & lamina basal do epitélio
e as mais acentuadas estender-se-iam por toda a espessura do epitélio, com presenca freqliente de mitoses,
havendo preservagdo da lamina propria. Procurando minimizar a variabilidade inter e intra-observadores,
as displasias foram graduadas em baixo e alto grau. As displasias leves foram classificadas como
displasias de baixo grau e as displasias moderadas e acentuadas como displasias de alto grau®.

4. Carcinoma: presenca de células com acentuado pleomorfismo, nicleos volumosos ocupando a
maior parte da célula com contornos irregulares e hipercromasia. Presenga freqliente de mitoses e invasdo

através da lamina propria.

Anélise imunohistoquimica

A analise imunohistoquimica do material fixado em formalina tamponada foi efetuada utilizando

0s anticorpos monoclonais anti-pRb (DAKO Lab New York, USA) que reconhecem a proteina pRb. Para
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determinar a positividade destes anticorpos foi utilizado o método ABC (complexo avidina-biotina-
peroxidase) (kit LSAB DAKO). Os anticorpos foram diluidos em 1:25 e o procedimento foi executado no
laboratério do Departamento de Patologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre seguindo a sua rotina
técnica, que seré detalhada a seguir.

Os cortes de 3 a 4 um foram colocados sobre uma lamina previamente embebida em solucéo
de organoselano a 3%, permanecendo por, pelo menos, 18 hs em estufa a 40 °C. Apo6s este periodo as
laminas foram identificadas na sua extremidade esmerilhada (marcadores, controles e numeracéo), e
colocadas na estufa por mais 30 min. Para desparafinizacdo, as laminas foram colocadas em estufa a 37°C
por 24 hs e a 56°C por trés a 12 hs. A seguir, foram banhadas sequiencialmente em xilol por dez, cinco e
cinco min respectivamente. Para reidratacdo dos cortes as Iaminas foram colocadas em etanol 100%,
etanol 95%, etanol 70%, agua corrente e dgua destilada por cinco min em cada. A seguir as laminas foram
lavadas em solucdo salina tamponada (SST) por cinco min. A fim de realizar a recuperagdo antigénica, as
Iaminas foram colocadas em tampdo citrato com pH 6,0 e levadas ao microondas por trés sessfes de cinco
min intercaladas por dois min em temperatura ambiente. Ap6s a terceira sessdo, as laminas foram
deixadas em temperatura ambiente por 20 min. A seguir, foram lavadas com agua corrente, agua destilada
e em SST por cinco min. Para bloquear a peroxidase endégena as laminas foram tratadas com perdxido de
hidrogénio 5% em agua destilada por 20 min em cdmara escura, com uma repeticdo. Depois as l[aminas
foram lavadas em SST por cinco min. Para bloquear a atividade inespecifica de outras proteinas as
laminas foram deixadas em solucéo de leite em p6 desnatado 5% em SST, em camara escura por 40 min
e, apos, as laminas foram lavadas em agua corrente e agua destilada. Os cortes foram circulados com
caneta Dako Pen (DAKO lab. Inc., New York, NY, USA) e incubados em camara Umida e escura por 12
a 24 hs com o anticorpo primario anti-pRb (DAKO) diluido em 1:25, em SST. A seguir, foram lavadas
com SST por cinco min com uma repeticdo. As laminas foram entdo encubadas com o primeiro reagente
do kit LSAB (DAKO) em camara Umida durante 30 min. Estes passos foram intercalados por duas ou trés
lavagens das Iaminas em SST por cinco min e logo foram encubadas com a streptavidina do kit LSAB em
camara Umida por 30 min ap6s terem sido novamente lavadas em SST por cinco min com duas
repeticdes. O agente cromogénico tetrahidrocloreto de diaminobenzedina (DAB) foi pipetado nas laminas

para colorir a reacdo e quando esta estava adequada, foi bloqueada em &gua destilada. Em seguida foram
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encubadas por 30 seg em hematoxilina de Harris e lavadas em agua corrente. Por fim, foram mergulhadas
em agua amoniacal e lavadas em agua corrente, alcool e xilol, e posterior montagem.

A reacdo imunohistoquimica da proteina pRb fornece uma imagem de forte granulagdo nuclear
de coloracdo acastanhada produzida pelo DAB com intensidade diversa. Foram considerados positivos o0s
casos em que houve mais de 5% de células coradas por campo microscépico de 400 aumentos™™ na area
total da lamina, através de contagem manual (média de 3500 células). A andlise de laminas de carcinoma
de mama foi usada para controles positivos. Os controles negativos foram obtidos através da omissao do
anticorpo primario, também em laminas de carcinoma de mama. Para fins diagnésticos, as laminas foram
analisadas por dois autores. Na vigéncia de discordancia diagndstica, um patologista foi eleito para

confirmacéo do resultado.

Analise estatistica

As varidveis quantitativas foram inicialmente descritas através da média aritmética, desvio
padrdo e mediana e as variaveis qualitativas através de percentuais. A relacdo entre a expressdo
imunohistoquimica da proteina pRb e as varidveis idade, raga, historia familiar de cancer, consumo de
alcool, tabaco e chimarrdo, cromoendoscopia com lugol e achados histoldgicos foi avaliada em tabelas de
contingéncia, calculando-se percentuais e estimando a razdo de chances e seu intervalo de confianca. Para
controlar possiveis fatores de confusdo, foi utilizada uma analise de regressdo logistica (incluindo as
varidveis idade, raga, histéria de cancer na familia, consumo médio diario de cigarros e assemelhados,
tempo de tabagismo, consumo médio diario de alcool e tempo de alcoolismo, tempo de consumo de
chimarrdo e temperatura estimada do chimarrdo). Assim foram obtidas estimativas ajustadas da raz&o de
chances para a relacdo da expressdo imunohistoquimica de pRb e as alteracdes histoldgicas.
Adicionalmente, foram calculadas medidas de desempenho diagnéstico para a cromoendoscopia com
lugol na identificacdo de &reas com pRb expresso. Foram calculadas a sensibilidade, especificidade e
valores preditivos positivo e negativo. As decisdes sobre a significancia da associacdo entre as variaveis
qualitativas foram determinadas pela aplicacdo do teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando
adequados. O teste t foi utilizado para testar a significancia das varidveis quantitativas. Um valor de p
menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. O processamento e a analise dos dados

foram executados com o auxilio dos programas EPI-INFO 2000 v 1.0, SPSS v 6.0 e STATA v 5.
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RESULTADOS

Caracteristicas da amostra

Foram estudados 170 casos segundo os critérios de elegibilidade descritos anteriormente. Foram
excluidos 20 casos do banco de dados original decorrentes de material insuficiente para andlise
imunohistoquimica. Todos pacientes do género masculino com idade variando entre 35 e 69 anos, média
(dp) de 45,12 (7,76) e mediana de 44, predominando a raga branca (91%). Todos 0s pacientes eram
usuarios de alcool por um periodo superior a 10 anos, média (dp) de 24 (7,38) anos, com doses diarias
variando entre 80 e 800 g de etanol, sendo de 317 g a média de consumo diario. Todos o0s individuos eram
tabagistas por mais de 10 anos, sendo que a maioria (92,3%) fumava cigarros e assemelhados ha mais de
15 anos, com um consumo médio de 20 ou mais cigarros por dia em 99,4 % dos casos. Todos 0s pacientes
tinham o habito de tomar chimarrdo ha, pelo menos, dez anos, sendo que a maioria (80%) fazia a ingestao

com agua quente.

Tabela 3. Caracteristicas dos pacientes quanto ao consumo de alcool (n=170)

Periodo de consumo

Anos 10-15 16 -20 mais de 20

N 20 (11,8%) 35 (20,6%) 115 (67,6%)
Quantidade

G/dia 80 - 200 201 - 400 mais de 400

N 70 (41,2%) 65 (38,2%) 35 (20,6 %)

O exame endoscopico foi considerado normal em 164 pacientes (96,5%). Em um paciente
(0,6%) foi constatada uma lesdo elevada cujo exame anatomopatoldgico definiu como carcinoma
epidermoide. Este paciente foi operado e o estudo anatomopatoldgico da peca cirlrgica demonstrou
invasdo da mucosa e submucosa, sem comprometimento linfatico. Os cinco pacientes restantes (2,9%)

apresentavam erosdes na mucosa esoféagica distal.
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Tabela 4. Caracteristicas dos pacientes quanto ao consumo de fumo (n=170).

Periodo de consumo

Anos 10-15 16 -20 mais de 20

N 12 (7,1%) 24 (14,1%) 134 (78,8%)

Cigarros/dia

n° cigarros/dia 10-20 20 mais de 20

N 1 (0,6%) 74 (43,5 %) 95 (55,9%)

Tabela 5. Caracteristicas dos pacientes quanto ao consumo de chimarrao (n=170).

Periodo de consumo

Anos 10-15 16-20 mais de 20
N 32 (18,8%) 24 (14,1%) 114 (67,1%)
Temperatura
°C 1 2 3
N 8 (4,7%) 136 (80%) 26 (15,3%)

A cromoendoscopia com lugol demonstrou 25 pacientes (14,7%) com areas ndo coradas. Com
relacdo aos achados histopatolégicos, a maioria dos pacientes (80,6%) apresentou diagnéstico normal ou
de esofagite cronica leve. A relagdo das areas ndo coradas pelo lugol com a histologia estd demonstrada

na Tabela 6.
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Tabela 6. Relagédo das areas néo coradas pelo Lugol com os diagndsticos histologicos.

Areas n&o coradas pelo lugol

Histologia N

F %

Normal 97 3 3

Esofagite crénica leve 40 9 22
Esofagite crénica moderada 17 4 23
Esofagite crénica severa 3 1 33
Displasia de baixo grau 10 5 50
Displasia de alto grau 2 2 100
Carcinoma 1 1 100
Total 170 25 14,7

p<0,001 (y° para tendéncia linear)

Expressdo imunohistoquimica da proteina pRb

A reacdo imunohistoquimica produzida pelo anticorpo monoclonal anti-pRb foi considerada

positiva em 137 (80,6%) e negativa em 33 (19,4%) dos 170 casos analisados (Figura 5). As figuras de 6 a

10 ilustram alguns dos casos analisados.

33

OpRb +
OpRDb -

137

Figura 5. Distribuicdo da amostra quanto a expressédo imunohistoquimica da proteina pRb.
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Figura 6. Bidpsia de es6fago normal com expressdo imunohistoquimica negativa para a proteina
pRb. As células da Iamina basal e parabasal apresentam nucleos sem a coloracéo acastanhada

caracteristica da imunorreatividade (200 x).
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Figura 7. Bidpsia de es6fago com esofagite cronica leve pRb positivo. Os nucleos das células da
Iamina basal e parabasal apresentam a pigmentacao acastanhada que indica a imunorreatividade a

proteina pRb (100 x).
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Figura 8. Bidpsia de es6fago com esofagite cronica leve. As células da 1amina basal e parabasal
apresentam seus nucleos com a pigmentacéo acastanhada que indica a imunorreatividade a

proteina pRb (400 x).
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Figura 9. Bidpsia de es6fago com displasia de baixo grau. As células displasicas apresentam seus

nucleos com a pigmentacéo acastanhada que indica a imunorreatividade a proteina pRb (400 x).
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Figura 10. Bidpsia de es6fago com carcinoma epidermdide invasivo. Os nucleos das células
neoplasicas ndo apresentam a pigmentacao acastanhada que indica a imunorreatividade a proteina

PRb (400 X).
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Na andlise univariada, ndo foi demonstrada associagdo entre a expressdo imunohistoquimica da
proteina pRb e as variaveis idade e raca. No entanto, foi observado um maior percentual de casos pRb
negativo entre os pacientes com histérico de cancer na familia (30%) do que entre os pacientes sem a

mesma historia familiar (12%). Esta diferenca foi estatisticamente significativa (p=0,005) (Tabela 7).

Tabela 7. Relagdo da expressao imunchistoquimica da proteina pRb com idade, raca e

histéria de cancer na familia

Variavel pRb — (%0) pRb + (%) Total

Idade (em anos)

> 50 10 (22,7) 34 (77,3) 44 (25,9)
<50 23 (18,3) 103 (81,7) 126 (74,1)
p=0,52
Raca
branca 31 (20) 124 (80) 155 (91,2)
outras 2 (13,3) 13 (86,7) 15 (8,8)
p=0,74

Histoérico de cancer na familia

negativo 12 (11,9) 89 (88,1) 101 (59,4)
positivo 21 (30,4) 48 (69,6) 69 (41,6)
p = 0,005

Relacgdo da expressdo imunohistoquimica de pRb com o consumo de alcool, fumo e

chimarrao

Nédo foi demonstrada relacdo entre a expressdo imunohistoquimica de pRb e o tempo de
alcoolismo (p=0,93), a quantidade estimada de alcool ingerida por dia (p=0,97), o tempo de tabagismo
(p=0,42), o nimero de cigarros fumados por dia (p=0,86), o tempo de consumo do chimarrdo(p=0,22) e a

temperatura estimada do chimarrao (p=0,80) (Figuras 11 a 15).
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Figura 11. Relagdo da expressdo de pRb com tempo de consumo de alcool.
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Figura 12. Relagdo da expressdo de pRb com o volume médio estimado de &lcool consumido por

dia.
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Figura 13. Relacéo da expressdo de pRb com o tempo de tabagismo.
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Figura 14. Relacdo da expressdo de pRb com a quantidade de cigarros consumida por dia.
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Figura 15. Relacdo da expressao de pRb com o tempo de consumo de chimarrao.
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Figura 16. Relacdo da expressdo de pRb com a temperatura estimada do chimarréo.
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Relacdo da expressao imunohistoquimica da proteina pRb com a cromoendoscopia e a

histologia

Foi observada uma associacéo linear entre os achados histolégicos e a expressao de pRb (Figura
17).

Foi utilizada uma tabela de contingéncia 2X2, para se calcular a sensibilidade, a especificidade e
os valores preditivos das areas ndo coradas a cromoendoscopia com lugol para a determinacdo da
expressdo imunohistoquimica de pRb (Tabela 8). Os valores obtidos foram: sensibilidade = 24%,

especificidade = 87%, valor preditivo positivo = 28% e valor preditivo negativo = 82%.

100+

60+

50- >0 EpRb +

OpRDb -

40-

304 235
20+

104

Normal ECL ECM ECS DBG DAG Carcinoma

p=0,009 (y° para tendéncia linear)

Figura 17. Relacdo da expressdo de pRb com histologia
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Tabela 8. Relacdo da cromoendoscopia com a expressao de pRb

Lugol pRb — (%) pRb + (%) Total
Areas néo coradas 7 (28) 18 (72) 25
Areas coradas 26 (17,9) 119 (82,1) 145

p=0,24

A razéo de chances para a ocorréncia de expressao imunohistoquimica da perda de pRb em areas
ndo coradas pelo lugol € de 1,78 (1C95% = 0,60 - 5,13).

Com o objetivo de controlar potenciais fatores de confusdo, foi desenvolvido um modelo de
regresséo logistica com as variaveis pRb, idade, raca, historia de cancer na familia, exposicdo ao alcool,
fumo e chimarrdo e histologia. O individuo com histéria familiar de céncer apresentou uma razéo de
chances de 3,83 para expressdo imunohistoquimica de pRb (Tabela 9). As demais variaveis nédo

apresentaram diferencas significativas.

Tabela 9. Regressdo logistica com calculo da razéo de chances para a expressao

imunohistoquimica da proteina pRb.

Variavel OR I1C 95% P

Historia de cancer na familia 3,83 1,62 -9,04 0,0021

Grupo controle

A amostra utilizada para controle foi constituida de 20 casos, todos da raga branca, sendo a
maioria (70%) do género feminino e com idade média (dp) de 45 (16) anos. Nenhum integrante do grupo
controle apresentava exposi¢cdo ao alcool, fumo ou chimarrdo. Ndo apresentavam histéria familiar de
cancer e 0s exames endoscopicos foram considerados normais em todos os componentes. Os achados
histopatolégicos foram divididos entre mucosa normal (75%) e a presenca de esofagite cronica leve

(25%). Todas as reages imunohistoquimicas foram positivas para a proteina Rb (Tabela 10).
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Tabela 10. Caracteristicas do grupo controle.

Variavel N %
Género
Masculino 6 30
Feminino 14 70
Idade (anos) *
Até 50 12 60
> 50 8 40
Raca branca 20 100
Historia de cancer na familia 0 0
Alcool 0 0
Fumo 0 0
Chimarréo 0 0
Endoscopia normal 20 100
Achados anatomopatolégicos
Normal 15 75
Esofagite leve 5 25
Rb positivo 20 100

* média 45 + 16 anos

Comparando os grupos de casos e controles, foram constatadas diferencas significativas em

relacdo as varidveis pRb, achados anatomopatoldgicos (Tabela 11). Ndo foram encontradas diferencas

entre os grupos em relacdo a variavel idade.

Tabela 11. Comparagéo entre os grupos de casos e controles

Variavel Casos (%) Controles (%)
PRb

Negativo 33(19,4) Zero

Positivo 137 (80,6) 20 (100)
p = 0,027

Achados anatomopatoldgicos
Normal/esofagite leve 137 (80,6) 20 (100)

Alterado 33(19,4) NA

p =0,027

NA: ndo aplicavel
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DISCUSSAO

As tentativas de melhorar a sobrevida dos pacientes com CEE tém esbarrado na dificuldade em
identificar os pacientes em estagios iniciais e na falta de opgdes terapéuticas efetivas nos estagios tardios
da doenca. A baixa freqiiéncia de diagndstico na fase precoce do CEE pode ser atribuida tanto a auséncia
de sintomas quanto ao dificil reconhecimento das lesées em suas formas precursoras™. Uma vez que a
sobrevida esta intimamente ligada ao grau de invasdo tumoral, os beneficios do diagndstico precoce tém
sido enfatizados. Para tentar melhorar o rendimento do método endoscépico no diagnéstico das lesbes
precursoras ou precoces do cancer do esdfago, tem-se utilizado a cromoscopia que, através do uso de
corantes como o lugol ou azul de toluidina, coloca em evidéncia lesbes que ndo seriam percebidas ao

I“*. As observacdes realizadas por Li e Yao* indicam uma melhora

exame endoscopico convenciona
significativa na sobrevida quando o cancer de esdfago é ressecado no estadgio precoce. Pacientes com
carcinoma in situ obtiveram uma taxa de sobrevida em cinco anos de 85 a 100%. A resseccao
endoscépica da mucosa alterada pode proporcionar aos pacientes um estilo de vida normal e de alta
qualidade®*’.

A etiopatogénese do CEE é caracterizada por sua natureza multifatorial. Agentes bioldgicos,
quimicos e fisicos tém sido identificados como mecanismos de iniciacdo e progressdo neoplésica. Estudos
epidemioldgicos tém fornecido confiavel evidéncia que o forte consumo de alcool e tabaco isoladamente
ou combinados sdo importantes fatores de risco para o carcinoma do esdfago no Japdo e paises
ocidentais*’. O risco relativo associado ao uso de tabaco é de 2,4 (1C 95% 3,0- 76,2) e na populacao geral
é de 54,2%"". Quando o tabaco esta associado com o uso de alcool foi mostrado um aumento de duas a
sete vezes no risco para o desenvolvimento do cancer esofagico®”. No RS, a exposi¢do da populacio aos
fatores de risco conhecidos para o CEE é muito alta. O consumo excessivo e freqliente de alcool é
reconhecido em 8,5 a 31,7% dos homens e em até 18% das mulheres que utilizam os servicos de sadde*.
O tabagismo é um habito disseminado mundialmente e isso ndo é diferente no RS, atingindo 41,8% da
populacio de Porto Alegre*. Também o héabito do chimarréo no sul do Brasil parece contribuir para uma
maior incidéncia de CEE nesta area, em comparagdo com as outras regides brasileiras. No RS e no
Uruguai, diversos estudos tém demonstrado que os individuos tabagistas, consumidores de alcool e de

chimarrdo tém um risco relativo de 1,5 a 12,2 para desenvolver CEE®, E possivel que o traco hereditario

seja um risco que influencia o desenvolvimento do CEE. Influéncias genéticas tém sido sugeridas uma
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vez que se constatou um aumento na incidéncia de carcinoma esofagico em pacientes com multiplas
neoplasias, principalmente carcinoma do trato gastrintestinal superior, cujo risco é de 3,7% a 30%™. Na
realidade a associacdo do CEE com outros carcinomas, como o de cavidade oral, lingua, orofaringe e
estdbmago, sugere que a exposi¢do de agentes ambientais comuns como o tabaco pode atuar na génese de
todos estes tumores®.

Muitas lesdes tém sido descritas na transformacdo maligna do epitélio esofégico, incluindo a
esofagite cronica, o papiloma, a atrofia, a displasia e o carcinoma in situ. A alta prevaléncia destas les6es
estd associada a uma alta incidéncia nos membros mais jovens de grupos de alto risco e a presenca de
lesbes multicéntricas e de outros tumores sincrénicos. Os grupos de alto risco de diferentes paises tém
demonstrado a presencga de esofagite cronica em 42% a 84%, atrofia em 3,8% a 10,8% e displasia em
2,4% a 8% dos casos rastreados. Em estudos de rastreamento em zonas de alta incidéncia, como na
provincia de Henan na China, muitos casos de CEE foram detectados, e sua histdria natural difere do
cancer do esdfago avancado. A média de tempo de evolucdo do CEE até o estagio avancado é de 32,5
meses, sendo que estes progridem até a morte em 10,5 meses. Estes autores demonstraram que o CEE tem
uma razao de crescimento lento e que o tempo de evolucdo de quatro a cinco anos € comumente
observado na progressio do carcinoma in situ ao cancer invasivo'>*.

No carcinoma de esbfago, tanto a progressdo da doencga quanto a recorréncia precoce estdo
associadas com o rapido crescimento das células tumorais. Este fendmeno estd fortemente relacionado
com as expressdes de oncoproteinas e a deficiéncia de oncoproteinas supressoras'®. No cancer do
esdfago inGmeras alteragBes genéticas tém sido descritas. Estas alterac@es incluem ampliacdo de proto-
oncogenes, da ciclina D1, bem como perda de alelos ou muta¢fes dentro dos locos dos genes supressores
tumorais e de uma variedade de outros genes reguladores do ciclo celular®®*®*. O CEE exibe mdltiplas
aberracdes dos genes supressores tumorais’**¥, Um ndmero limitado de estudos evidenciou a perda de
alelos e mutagdes do gene e da proteina Rb. Anormalidades coexistentes em mais de um gene supressor
tumoral sdo encontradas e a funcdo cooperativa de p53 e Rb tem sido proposta®’. Os mecanismos que
inativam o gene Rb incluem mutacéo de ponto, rearranjos e dele¢des que podem ser intragénicas ou mais
extensivas. Alternativamente, pode ocorrer inativagdo dos alelos através de outros mecanismos, além da
perda. Em amostras tumorais contendo perda da heterozigocidade, 90% dos casos mostram baixa ou
auséncia da expressdo da pRb, embora em amostras sem perda de heterozigocidade Rb, s6 20% tém a

|95

expressdo da pRb alterada. Xing et al™ evidenciaram uma associagéo entre perda da heterozigocidade do
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gene Rb e alteracdo da pRb em cancer de es6fago (p<0,0001), sugerindo que a perda da heterozigocidade
do gene Rb é um dos principais eventos que conduz a inativacdo do gene Rb. Além disso, a perda da
heterozigocidade foi mais frequente em tumores com muta¢es do p53 (p< 0,05), confirmando que o
efeito sinergista do p53 e pRb na regulagdo do ciclo celular e apoptose sdo 0s maiores mecanismo para a
carcinogénese esofagica. No epitélio esofagico normal, a presenca de pRb restringe-se a lamina basal e
parabasal, que séo consideradas o compartimento proliferativo, suportando a nogdo que a regulacéo da
pRb est4 associada a proliferacdo da célula™®.

A associacdo da proteina pRb com o céancer ja foi evidenciada em diversos estudos, mas a
discusséo a respeito do seu valor prognéstico permanece controversa. Horowitz et al®, em estudo de
carcinoma de bexiga observaram que 38% apresentavam inativacdo do gene Rb. Ishikawa et al''*
demonstraram uma perda da funcdo do gene Rb em 25% dos carcinomas de bexiga, embora a inativacéo
foi encontrada somente em tumores invasivos. Isto pode sugerir que a perda da funcdo do Rb estad mais

envolvida na progressdo do carcinoma de bexiga do que na sua iniciacdo. Cordon-Cardo et al'®, e

m
estudo de cancer de bexiga, demonstraram pior progndstico nos casos com expressdo diminuida da pRb.
Xu et al**? obtiveram resultados semelhantes na analise de carcinoma pulmonar n4o de pequenas células.
Em contraste, no cancer colorretal, ndo houve nenhuma associagdo com o progndstico™.

O intuito deste trabalho foi de colaborar na elucidagcdo da carcinogénese esofégica através do
estudo da participacdo do gene Rb, bem como estabelecer estratégias de rastreamento, identificagéo e
controle dos individuos sob risco para o desenvolvimento desta neoplasia a fim de alcancar, desta forma,
melhores indices de diagnostico precoce. Além de determinar a prevaléncia da auséncia de expressdo
imunohistoquimica da proteina pRb, procurou-se identificar alguma associagdo desta expressdao com a
idade, raca, historia familiar de cancer, exposicdo ao tabaco, alcool e chimarrdo, bem como com os
achados histoldgicos e com a cromoscopia na mucosa esofagica da amostra estudada. Na andlise
univariada foi constatada uma associagdo significativa entre imunorreatividade negativa & pRb e historia
familiar de céancer, confirmada na analise multivariada. No entanto, ndo héa relatos a este respeito na
literatura, até o presente momento.

O relato da expressdo imunohistoquimica da pRb em individuos assintomaticos e sob risco para
o CEE é raramente encontrado na literatura. Fagundes™® realizou um trabalho na mesma populago

avaliada pelo presente estudo, determinando a expressdo imunohistoquimica da proteina p53 na mucosa

esofagica. Seus resultados permitem especular que na esofagite crénica e mesmo no epitélio considerado

64



normal poderia estar ocorrendo uma proliferacdo acelerada das células escamosas em resposta a agressao
genotdxica proporcionada pelo fumo e alcool e, possivelmente, por outros fatores ambientais. No presente
estudo a exposicdo ao alcool, tabaco e chimarrao, ndo foram fatores significantes para determinar a perda
de expressdo da pRb, sugerindo que estes fatores isoladamente ndo poderiam determinar o risco para o
CEE. Existe, provavelmente, um mecanismo genético envolvido na resposta do ciclo celular aos
potenciais agentes carcinogénicos.

A expressdo da pRb em lesdes esofagicas tem sido apresentada em diversos trabalhos,
principalmente em relacdo ao cancer do esdfago. Kato et al realizaram um estudo imunohistoquimico em
cancer de esdfago no qual a expressdo foi positiva em 71,4%"°. Jian et al'® demonstraram perda da
expressdéo da pRb em 17% dos casos de carcinoma epidermoide de esbfago, enquanto outros
pesquisadores relataram perda da pRb em mais de 31%'****. Hausen et al*** demonstrou que a proteina
pRb pode ser detectada em alta percentagem no carcinoma epidermdide de es6fago e nas lesdes
precursoras e que 0s tumores sem expressdo de pRb estdo associados a pior prognéstico, mas sem
impacto significativo. Ja Ikeguchi et al’ demonstraram perda da funcdo da pRb em 43% dos casos e
concluiram que a expressdo de pRb anormal parece estar fortemente associada com a desenvolvimento do
CEE. No nosso estudo, foi constatada uma proporc¢éo linear de imunorreatividade negativa a pRb com os
achados histoldgicos, indicando uma maior proporcdo de casos pRb negativos na medida em que se
verifica a evolucdo do epitélio normal até o carcinoma, passando pela esofagite cronica e displasia. Isto
permite sugerir que, de fato, a inativacdo do gene Rb atua na carcinogénese esofagica.

A utilizacdo da cromoendoscopia com lugol tem mostrado ser um método Util na abordagem
diagnéstica dos pacientes sob risco para 0 CEE®"*°. No presente estudo foi avaliada a cromoendoscopia
com lugol na deteccdo de lesBes precursoras e determinada a sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivo e negativo. A cromoendoscopia com lugol apresenta baixa sensibilidade e alta
especificidade para identificagdo de areas que expressem a perda da proteina pRb. Esta associa¢do néo foi
significativa. No entanto, a linearidade da ocorréncia de &reas ndo coradas relacionadas com a gravidade
das alteracBes histoldgicas® sugere ser a cromoendoscopia com lugol de grande auxilio na identificacio
endoscopica de areas alteradas na mucosa esofagica que possam apresentar alteragdes histologicas de
maior gravidade. A combinagdo de métodos parece ser essencial na identificacdo de lesdes precursoras
nos individuos sob risco para o CEE, ja que nenhum dos métodos atualmente utilizados preenche os

requisitos de um teste ideal. Dentro desta proposta de combinagdo de métodos parece estar também o
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estudo de outros marcadores moleculares além do Rb, como o bcl-2, o p53, a ciclina D1 e o c-myc.
Porém, ndo existem, até o momento, dados que avaliem a prevaléncia conjunta de todas as mutagdes
genéticas. Faz-se necessario obter um mapeamento amplo e conjunto destas alteracdes moleculares para
predizer de forma adequada o papel das mesmas.

Os padrdes de imunorreatividade da proteina pRb apresentam relativa variagéo e isto pode ser
decorrente de formas distintas de interpretacdo do resultado da reacdo imunohistoquimica, além da
técnica utilizada. Diferencas técnicas podem ser observadas nos varios tipos de fixacdo, anticorpos,
métodos de recuperacdo antigénica, escores e critérios de positividade. A auséncia de imunorreatividade,
isto €, a pRb negativa, pode variar de menos de 20% até proximo de 60 % dos casos, dependendo da
amostra estudada, material examinado e, principalmente, dos critérios para interpretagdo da reacao.

113,114

Alguns autores consideraram positiva a lamina onde apenas uma célula neoplasica apresentou a

109,114,115

reacdo. Outros adotaram um escore semiquantitativo baseado no percentual de células

imunorreativas, enquanto que Gerardts et al'™*

adotaram uma classificacdo dependente da intensidade da
coloracfo. E necesséario observar, porém, que em todos os relatos pesquisados a analise foi feita em
tumores. Entretanto, conforme registrado anteriormente, no epitélio esofagico normal a presenca da pRb
esta restrita a 1amina basal e parabasal. Portanto, no presente estudo, considerou-se positivo o teste em
gue mais do que 5% das células da lamina basal do epitélio apresentaram imunorreatividade.

Ha outro aspecto a ser considerado na analise imunohistoquimica da proteina pRb. Nesta técnica,
o anticorpo monoclonal anti-pRb n&o pode diferenciar uma proteina integra, truncada ou mutada®.
Reconhece apenas a proteina pRb nas suas formas hipofosforilada e hiperfosforilada, mas sem distingui-
las’. Como a pRb hiperfosforilada corresponde & sua forma inativa e permite a progressio da célula
alterada no ciclo celular, seguindo a fase S, sua detec¢do pela imunohistoquimica representa um achado
falso positivo no grupo pRb positivo. Conseqlientemente, na técnica de imunohistoquimica para avaliagao
da funcionalidade do gene Rb, os casos de pRb positivos sdo superestimados, uma vez que a proteina, na
sua forma inativa, ndo é diferenciada. Bookstein, em estudo sobre carcinoma de préstata, demonstrou que
90% dos casos foram pRb positivos, sendo que em um dos casos as células tumorais foram pRb
negativas. Entretanto, o ndcleo das células endoteliais adjacentes apresentava-se corado, atuando como
controle interno. A falha na coloragcdo da pRb foi considerada como conseqliéncia a uma mutagdo no

gene Rb. Nas células onde houve perda da pRb foi usado o método imunohistoquimico para confirmar

que as células tumorais ndo apresentavam o ndcleo corado. Este método também serve para distinguir as
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células benignas das malignas e identificar qual delas esta positiva para a pRb. J& nos casos pRb
negativos utilizou-se método de andlise gendmica. Um estudo mais detalhado do gene Rb no nivel de
seqlienciamento do DNA seria requerido para confirmar a perda da fungdo da proteina. A andlise por
immunoblot, demonstrando a perda da expressdo da proteina Rb ou encurtamento da mesma, provou ser

120 Também

um indicador sensivel de mutacdo do gene Rb em varios tipos de cultura de células tumorais
a analise molecular por PCR pode mostrar-se mais sensivel, uma vez que detecta as muta¢des do gene Rb
enguanto que a imunohistoquimica detecta somente o acimulo celular da proteina alterada. No entanto, a
técnica da PCR tem custo elevado e é pouco apropriada para rastreamento, enquanto que a
imunohistoquimica é menos onerosa e de realizacdo mais facil, podendo ser efetuada na maioria dos
laboratdrios de patologia, além de apresentar uma alta correlagdo com os métodos que utilizam a PCR.
Neste estudo ficou demonstrado que pacientes expostos ao alcool, fumo e chimarrao,
considerados sob risco para o carcinoma epidermoéide de es6fago, apresentaram auséncia da expressao da
pRb em 17,5% dos casos cuja andlise histopatoldgica demonstrou epitélio normal ou esofagite leve, em
20% dos casos de esofagite moderada e severa e em 38,5% das displasias de baixo e alto grau e
carcinoma in situ. Estes achados permitem sugerir que estes individuos possam ser candidatos a uma
maior vigilancia ou mesmo a interven¢Bes na tentativa de sustar o processo evolutivo por meio de
quimioprevencao, ja que em diversos trabalhos ficou demonstrado que pacientes com carcinoma pRb
negativo apresentam menor sobrevida, maior risco de invasdo e metastases e, portanto, pior
prognostico”*®. Além disso, nos casos em que a expressdo da pRb é positiva, ainda pode ocorrer
resultado falso positivo pelo método empregado, pois anormalidades como pequenas delecBes e
desarranjos de seqiiéncia ou mutacbes de ponto, como proteina truncada ou proteina no estado
hiperfosforilado ndo sdo diferenciadas pela imunohistoquimica®™'%. Possivelmente o seguimento destes

individuos, em um estudo dindmico, possa trazer maiores esclarecimentos relacionados a este tema.
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CONCLUSOES

A prevaléncia da expressao imunohistoquimica da proteina pRb negativa na amostra estudada foi
de 19,4%.

Foi demonstrada uma associagdo linear entre a expressdo da pRb negativa e os achados
histopatolégicos.

Né&o foi demonstrada associacdo entre a expressao da pRb negativa com idade, raca e exposi¢cdo
ao tabagismo, alcool e chimarrdo.

Néo foi demonstrada associacdo entre a expressao da pRb negativa com as areas ndo coradas

pelo lugol.

PERSPECTIVAS

Melhores investigacBes esclarecerdo o papel dos oncogenes e genes supressores tumorais na
patogénese de numerosas doencas. Os produtos destes genes, que estdo envolvidos na regulagem e
execucdo do ciclo celular, sdo potenciais alvos para diagnostico e intervencgdo terapéutica nas doengas, e
oferecem renovadas esperancas para tratamentos de uma variedade de enfermidades. Novos agentes
terapéuticos para o cancer que visam induzir apoptose especificamente em células neoplasicas sao fontes
de animosidade e esperanca renovadas para se chegar as curas. As terapias em potencial estdo contidas
em duas categorias: terapia génica e moléculas reguladoras dos genes envolvidos com o ciclo celular. A
compreensdo do processo fisiologico do ciclo celular em nivel molecular também abre novos caminhos
para o desenvolvimento de fatores diagndsticos, prognosticos, além dos ja comentados terapéuticos. Os
métodos de deteccdo das mutacBes génicas ou perdas protéicas permitirdo um diagnéstico precoce das
doengas que estdo envolvidas com anomalias do ciclo celular. A avaliagdo de mutagdes nos genes
relacionados com a apoptose ja estd em uso para uma série de tumores, reformulando os conceitos
prognosticos. No futuro, estas afericbes permitirdo uma melhor selecdo de terapias oncoldgicas

especificas.
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Anexo 1. Consentimento Informado

Lesbes precursoras de Cancer de Eséfago em pacientes sob alto risco para Cancer de Eséfago

O Rio Grande do Sul é uma das regides do mundo aonde mais se encontra o Cancer de Esofago.
Sabemos que as pessoas que bebem ou fumam e/ou bebem chimarréo “pelando”, como vocé tem um risco
maior para isto. Caso encontrarmos alguma alteracdo em seu esdfago (esofagite crbnica< atrofia da
mucosa ou displasia) que possa levar ao aparecimento desse cancer no futuro, poderemos orienta-lo para
a melhor conduta possivel.

Queremos examinar o seu esdfago através de uma sonda endoscépica. Antes do exame vocé
recebera um comprimido, que sera colocado sob sua lingua, que Ihe deixara levemente sonolento e Ihe
permitird tolerar melhor o exame. A sonda serd introduzida pela boca, ap6s o borrifamento da sua
garganta com um spray anestésico. A maioria das pessoas tolera muito bem este exame, que dura
aproximadamente de 10 a 15 minutos. Entretanto algumas pessoas podem sentir vontade de vomitar,
tossir ou mesmo um mal-estar na garganta. Sera coletado material (bidpsias) para pesquisa das alterac6es
ja mencionadas. Apds o exame vocé podera ficar com a garganta irritada por um a dois dias. Existe
também um risco, muito pequeno, de complica¢des pelos exames, tais como sangramento ou perfuracao
do esofago, podendo nesses casos ser necessario transfusdes de sangue e/ou cirurgias e, também reacdes
alérgicas.

O resultado do exame estara pronto em, aproximadamente 7 a 10 dias e vocé sera informado e
orientado para tratamento se necessario.

L S USSTRSP fui informado dos objetivos
especificados acima e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e detalhada. Recebi informac6es
sobre cada procedimento, no qual estarei envolvido, dos desconfortos ou dos riscos previstos, tanto
quanto dos beneficios esperados. Todas as minhas ddvidas foram respondidas com clareza e sei que
poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, sei que novas informagdes
obtidas durante o estudo me serdo fornecidas e que terei liberdade de retirar meu consentimento de
participagdo na pesquisa, face a estas informacoes.

O Profissional..........cccoeiiiiiiiieire e , certificou-me de que as
informacdes por mim fornecidas terdo carater confidencial.

Santa Maria,....../[........ | T
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Anexo 2. Questionario aplicado aos pacientes (modificado de Barros, 1992).

Questionario N.%.......ccceeveeveneene, ENtrevistador:.........cooeoiiieiiiicce e
Data: [/ [
NOIMIE. e Idade......cccoovvvivininnnns
Sexo:Masc-1Fem-2........... Data nascimento............c.......
010 L] Tl LU UTPTRUURRRO
Telefone: ..., () 1-Préprio 2- Contatos
Bairmo:. ..o Cidade:......ooeveireiree Estado:.........coene.
Profissdo que exerceu durante mais tEMPO:......cccvververeeeeierieseseseseeseeree e
Local de Residéncia: zona urbana(1)zona rural (2)..............
Onde viveu mais tempo: zona urbana (1) zona rural (2)........cccceeeenee
Fuma? nunca (1) agora ndo, mas fumou no passado (2) sim (3)...........
Idade que cOMeGoU @ FUMAN........ccoviiiiiirere e
Durante quanto tempo fuma ou fumou?.......anos.....meses
Ha quanto tempo parou de fumar?.......... anoS.............. MESES..cveverrannens dias..............
Quantidade de cigarros consumidos por dia:............... OU POr SEMANA......ccerverrerrereanes
Consumo de alcool: nunca (1).............. agora ndo, mas sim no passado (2)...............
diariamente (1)......fins de semana (2)..........c........
menos que uma vez por semana (3) ....c.ccceveervnen.
Idade em que iniciou a tomar bebidas alcodlicas................ccovvverveervirennne
Durante quanto tempo toma ou tomou bebidas alcodlicas: anos........... MESeS...........
Ha quanto tempo parou de tomar bebidas alcodlicas: anos........ meses........ dias........
BEBIDA ALCOOLICA
TIPO DE BEBIDA RECIPIENTE QUANTIDADE/DIA QUANTIDADE/SEM.
CACHACA
CERVEJA
VINHO
OUTRA

Recipiente: Martelo=100ml(1)Copo = 250 ml(2) Calice = 100ml(3) 1/2 garrafa = 300 ml Garrafa = 600
ml(5)

CHIMARRAO: Sim (1)......Nunca(2).......Agora n&o mas sim no passado (3).............

Diariamente............. 2 - 3 VEZES/SEM....cvvvvceeeeiiene fins de semana..........cccceevveenee
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