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nossa existéncia.

(ftalo Calvino,1985)



INTRODUCAO




I. INTRODUGAO
1.EPIDEMIOLOGIA

O Esofago de Barrett € uma complicagéo da doenga do refluxo gastroesofagico,
sendo encontrado em 10 a 12% dos pacientes sintomaticos, com queixas de refluxo que
se submetem a endoscopia (Spechler,1986; Winters et al., 1987,Mann et al.,1989;
Haggitt, 1994). Entretanto, como a maioria dos pacientes com Esofago de Barrett é
assintomatica, a real prevaléncia dessa condigéo é desconhecida, podendo ser 20 vezes
maior do que a descrita (Cameron, 1990).

A grande importancia do Eséfago de Barrett reside no fato de ser uma desordem
pré-maligna, levando ao adenocarcinoma em 10% dos pacientes (Naef et al.,1975;
Haggitt et al., 1978; Skinner et al., 1983, Thompson et al.,1983). Além disso, esta
neoplasia tem aumentado em frequéncia mais rapidamente que todos outros tumores
malignos, nos EUA e na Europa, nas ultimas duas décadas (Blot et al., 1991; Cameron,
1992: Pera et al.,1993). A incidéncia de adenocarcinoma em pacientes submetidos a
vigilancia endoscépica por Es6fago de Barrett é estimada em 1 por 100-200
pacientes/ano (Cameron et al.,1985; Spechler,1987, Drewitz et al, 1997). O risco preciso
de desenvolvimento do adenocarcinoma em pacientes com eséfago de Barrett €
desconhecido, entretanto varia entre 0,2% a 2,1% por ano em pacientes sem displasia, o
que representa cerca de 30 a 40 vezes mais que a populagéo em geral (Provenzale et al.,
1994).

Pelo fato da incidéncia do adenocarcinoma esofagico estar aumentando mais
rapidamente do que qualquer outra neoplasia maligna, muitos autores tém
exaustivamente ressaltado a importancia da investigagdo endoscépica anual (Provenzale
et al., 1999). Entretanto, um estudo observacional, ap6s a vigilancia endoscépica por 10
anos, em pacientes com Eséfago de Barrett , demonstrou que esta estratégia tem um

valor limitado, pelo baixo numero de neoplasias identificadas (Macdonald et al., 2000).



A evolugao para o adenocarcinoma & um processo de multiplas etapas que se
caracteriza ndo s6 morfologicamente pela seqiiéncia metaplasia -> displasia -> neoplasia,
como também por uma instabilidade gendmica somatica adquirida, com perda dos
controles proliferativos e aparecimento de clones de células epiteliais anormais (Levine,
1997).

2. FISIOPATOGENESE

Entre os fatores de risco relacionados a progressdo para um epitélio colunar
especializado esta a doencga do refluxo gastroesofagico (DRGE). Entretanto, o efeito do
refluxo intermitente ou continuo de acido, bile e de outros conteudos gastroduodenais
sobre 0 epitélio esofagico e sua contribuicao na seqléncia
metaplasia/displasia/adenocarcinoma necessita melhor elucidagdo. Entre os fatores de
risco adicionais de menor relevancia encontram-se: raga branca, sexo masculino,
obesidade, sendo que consumo de alcool, tabagismo, infecgado pelo Helicobacter pylori,
quimioterapia prévia sdo considerados fatores de risco de significancia minima (Aldulaimi
et al., 1999).

O refluxo de secregdes cloridro-pépticas e duodenais acarreta um efeito lesivo a
mucosa esofagica. Apoés a desnudagao do epitélio escamoso, as células progenitoras
primordiais multipotenciais e indiferenciadas (stem cells) migram para a superficie
desnudada e substituem o epitélio escamoso. O refluxo persistente proporcionaria um
meio anormal na qual pode ocorrer uma diferenciagdo colunar destas células imaturas e
explicaria a diversidade celular observada na metaplasia colunar especializada (Attwood
et al. 1989; Lin et al., 1991).

Apods a metaplasia, a proxima etapa na seqiiéncia é o desenvolvimento de displasia. A
prevaléncia de displasia na metaplasia intestinal especializada varia entre 10 a 20%
(Gillen et al., 1988; Ireland et al., 1991). A displasia de baixo grau € acompanhada pela

perda de controle de proliferagdo das células multipotenciais (stem cells) com expressao



génica inapropriada, acompanhada de estimulagéo de fatores de crescimento locais e
citoquinas  (Jankowski et al., 1993%P). A progressao para a displasia de alto grau, que
esta associada ao adenocarcinoma em cerca de 50% ou mais dos casos, € acompanhada
pelo aumento da proliferacédo, aneuploidia, instabilidade de microssatélites, alem da perda
de adesao celular e angiogénese (Aldulaimi et al., 1999). Esta seqiiéncia de eventos esta

ilustrada na figura 1.

Epitélio Escamoso normal
ﬂ Refluxo gastroesofagico (acido)
<:| Refluxo duodenal (biliar)
Esofagite erosiva com células multipotenciais residuais

Hiperproliferagdo l::) <::| Fatores troficos duodenais

Metaplasia Intestinal Especializada (Eséfago de Barrett)

Selegdo de linhagem clonal metaplasica Fatores genotoxicos
Proliferagio celular
Perdas no ciclo celular

Mutagdo somatica IZV'~ @ Cj Co-carcindgenos endo/exogenos

Graus iniciais de Displasia

Redugio da apoptose <:-__] Instabilidade de microssatélites
Expressdo de oncogenes @ Mutagdes genes supressores tumorais

Graus avan¢ados de Displasia

Perda da adesao celular
Mutagédo génica E> Angiogénese

Progressdao Maligna
ADENOCARCINOMA

Figura 1. Seqiiéncia patogenética do Esofago de Barrett ao adenocarcinoma
(Adaptado de Aldulaimi et al, 1999)




Il - REVISAO DA LITERATURA
1. ASPECTOS HISTOPATOLOGICOS

A Doenca do Refluxo Gastroesofagico (DRGE) em sua evolugdo pode produzir
alteracdes na mucosa esofagica, que variam desde a esofagite leve a metaplasia
intestinal da cardia, o Eséfago de Barrett, a displasia e a neoplasia. Metaplasia € definida
como a conversao de um epitélio diferenciado por outro, sendo que o epitélio substituido
ndo esta presente normalmente neste 6rgao. A metaplasia geralmente ocorre em area de
injaria ou inflamagéo persistente, no caso seria uma resposta adaptativa ao dano a
mucosa esofagica pelo refluxo (Souza et al., 1997).

A esofagite de refluxo prolongada esta relacionada com a inflamagao e com a
morte celular. Observa-se, em resposta, um aumento tanto na altura da zona de
proliferagdo quanto no comprimento da papila basal, acompanhadas por um aumento do
epitélio esofagico, levando as células multipotenciais (stem cells) para a extremidade das
papilas, tornando-as mais superficiais e permitindo uma maior exposicdo a fatores
nocivos. Estes agentes agressores podem levar a morte destas células, ao dano celular
ou a selecdo de clones com fenétipo glandular do epitélio de Barrett (Aldulaimi et al.,
1999).

Até a década de 80, a definicdo de Esdéfago de Barrett era muito vaga e
relacionada a presenca de epitélio colunar esofagico. Uma definicdo mais refinada
ocorreu com resultado de um melhor entendimento das relagées anatdmicas obtido pelo
desenvolvimento da endoscopia e pela importancia da presenga da metaplasia intestinal.
A popularizagéo da endoscopia permitiu o reconhecimento daqueles pacientes que tinham
hérnia hiatal e esofagite, além de determinar precisamente onde terminava o esofago e
onde comecava o estémago. A grande dificuldade era identificar a zona de transicao entre
o epitélio escamoso esofagico e o epitélio colunar gastrico. Em 1961, Hayward publicou

uma excelente revisdo procurando definir conceitualmente a cardia. Este autor considerou



a cardia como a porgao final do eséfago entre a insergéo do ligamento freno-esofagico e a
juncao esofagogastrica. Descreveu também a jungdo escamo-colunar como a area junto a
insercdo desse ligamento onde a cardia “normal” apresentaria um pequeno segmento de
epitélio colunar, medindo entre 1 a 2 cm, que se estenderia proximalmente desde a
juncao esofagogastrica até a jungao escamo-colunar. (DeMeester et al, 2000)

Para evitar superestimar o diagnéstico de Es6fago de Barrett resultante tanto da
impossibilidade de reconhecer a porgéo tubular de um estémago herniado a endoscopia
bem como a dificuldade em determinar os 2 cm de mucosa colunar encontrado no
esdfago distal, no inicio da década de 80, estabeleceu-se que, para o diagnostico de
Esofago de Barrett, era necessaria a presenga de, no minimo, 3 cm de epitélio colunar
acima da juncao gastroesofagica (DeMeester et al, 2000).

O potencial maligno associado ao Esofago de Barrett motivou a busca de critérios
morfoldgicos mais rigidos para se estabelecer o papel da metaplasia intestinal na
evolugdo para o adenocarcinoma. Em 1951, Boscher e colaboradores descreveram a
presenca de células caliciformes em esofago distal como indicativo de metaplasia
intestinal. Em 1976, Paull e colaboradores descreveram a presencga de 3 tipos distintos de
epitélio colunar dentro do eséfago, além do epitélio escamoso estratificado. Poderiam ser
encontrados o epitélio tipo fundico, composto por células parietais e principais; o epitélio
tipo juncional composto por glandulas mucosa, sem células parietais e o epitélio colunar
especializado composto por uma superficie viliforme e criptas , além de células
caliciformes, semelhante a mucosa intestinal. Em 1978, Haggitt sugeriu que a mucosa
colunar do tipo intestinal era uma condigdo pré-maligna e que este seria o Unico tipo
epitelial associado ao adenocarcinoma, o que posteriormente foi confirmado por outros
investigadores (Skinner et al.,1983; Reid et al.,1987). Dessa forma, o diagnéstico

histoldgico assumiu grande importancia, e para o diagnéstico de Es6fago de Barrett era



necessaria tanto a presenga de 3 cm de mucosa colunar no esé6fago distal quanto de
metaplasia intestinal ao exame histopatolégico (DeMeester et al, 2000).

Observou-se também que este epitélio colunar especializado é uma metaplasia
intestinal incompleta, pois ndo possui células intestinais absortivas, além de ser um
epitélio funcionalmente imaturo (Rothery et al.,1986; Gottfried et al., 1989). Em individuos
normais, pode-se encontrar o epitélio fundico e juncional, mas a presenca do epitélio
colunar especializado é considerado anormal (Weinstein et al,1984; Reid et al,1985;
Hamilton et al,1987: Weston et al,1997). Raramente focos de metaplasia intestinal
completa, isto &, presenca de células absortivas e células de Paneth encontram-se
misturadas ao epitélio do Esdéfago de Barrett (Haggitt, 1994).

As células colunares tipo cardicas apresentam granulos de muco assemelhando-
se as células secretoras gastricas, quando se utiliza uma coloragédo convencional
(Hematoxilina-Eosina). Entretanto, com o uso de uma coloragéo especial (Alcian-Blue em
pH 2,5) estas células colunares ficam com uma tonalidade de positividade, mas pelo fato
de nao terem forma de “barrilete”, diferem das células caliciformes que se coram mais
intensamente com este corante. Dessa forma, estas células ndo devem ser confundidas
com aquelas observadas no epitélio do Eséfago de Barrett (Haggitt, 1994).

1.1 ESOFAGO DE BARRETT DE SEGMENTO CURTO (“SHORT BARRETT”) E
METAPLASIA INTESTINAL DA CARDIA

Uma questdo amplamente discutida era o que é considerada uma mucosa normal
na jungdo esofagogastrica. Observou-se que em individuos normais, sem refluxo
gastroesofagico, o epitélio escamoso esofagico esta ligado diretamente a mucosa oxintica
do fundo gastrico, ndo ocorrendo interposicdo de segmentos de epitélio cardico (tipo
juncional). Entretanto, a presenca de pequenas projecdes de mucosa cardica € comum
em adultos (DeMeester et al.,2000). A hipétese de que a mucosa cardica desenvolve-se

como conseqiiéncia a injuria induzida pelo &acido & respaldada tanto por estudos



experimentais (Bremner et al.,1970) quanto por ensaios clinicos, sugerindo-se que a
inflamagao na cardia (cardite) pode representar a manifestagcdo mais precoce de DRGE e
a persisténcia do refluxo pode levar a colunarizagéo do epitélio escamoso (Oberg et
al,1997). Observou-se que biopsias colhidas de uma jungdo esofagogastrica
macroscopicamente de aspecto normal demonstraram a presenca de focos microscopicos
de metaplasia intestinal em mucosa cardica, o que foi denominado de Metaplasia
Intestinal da Cardia (DeMeester et al, 2000).

A presenca de mucosa cardica € uma condigdo benigna e somente com a
transformacao em metaplasia intestinal ela adquire a condicéo de alteragao pré-maligna.
O evento celular especifico que induz a mudanga da mucosa cardica para uma
intestinalizada é desconhecido, no entanto, parece ser um evento progressivo, pela
evolugdo para a displasia e o adenocarcinoma (Chandrassoma, 1997). Nao esta claro se
o desenvolvimento de metaplasia intestinal representa uma alteracdo fenotipica
secundaria @ inducdo por genes ou se € um evento mutacional dentro das células
colunares esofagicas (DeMeester et al, 2000).

O desenvolvimento dos equipamentos de endoscopia e a disponibilidade de
medicamentos inibidores da secrecdo acida levando a cicatrizacdo do processo
inflamatério permitiu a identificagéo de pequenas lingiietas de mucosa (< 3cm), contendo
epitélio colunar, projetando-se acima da jungdo gastroesofagica, o que se chamou de
Esofago de Barrett de Segmento Curto, estando associada ao refluxo e apresentando
potencial maligno (Clark et al., 1997).

Dessa forma, tanto a metaplasia intestinal limitada a juncdo esofagogastrica ou
Metaplasia Intestinal da Cardia, quanto o Esofago de Barrett estdo relacionados
diretamente a DRGE e nao estio associados nem com a infecgéo pelo Helicobacter pylori
nem com a metaplasia intestinal do estémago (Oberg et al.,1997; Weston et al.,1997;

Nandurcar et al.,1997).



1.2 ESOFAGO DE BARRETT

O diagnéstico do Esdfago de Barrett é sugerido endoscopicamente se o epitélio
colunar, réseo e aveludado, se introduz no eséfago na forma de projegoes digitiformes,
ilhotas ou circunferencialmente, com a jungdo escamo-colunar posicionando-se
proximalmente. Quanto ao aspecto histolégico, a relagao entre Metaplasia Intestinal da
Cardia, Esofago de Barrett de Segmento Curto (< 3 cm) e Esdéfago de Barrett
propriamente dito (> 3 cm) permanece ainda controversa. Entretanto, a definicao atual
considera Esdfago de Barrett como a mudanga de um epitélio escamoso estratificado
para um epitélio colunar, de qualquer extensao, visivel endoscopicamente e que a bidpsia
demonstre a presenca de metaplasia intestinal especializada (Sampliner, 1998). Dessa
forma, a presenca de metaplasia intestinal restrita a jungdo esofagogastrica nao &
considerada Esofago de Barrett (DeMeester et al., 2000).

Durante a endoscopia podem ser utilizados diversos corantes para aumentar a
sensibilidade diagnéstica do Eséfago de Barrett. O azul de toluidina cora seletivamente a
mucosa metaplasica, deixando inalterado o epitélio escamoso (Chobanian et al., 1987). O
lugol é um outro corante vital que faz contraste entre o epitélio escamoso e o colunar.
Woolf e colaboradores (1989) relatam uma sensibilidade de 89%, uma especificidade de
93% e uma acuracia de 91%, utilizando o lugol em paciente com Eséfago de Barrett. Ja o
azul de metileno a 0,5% detecta areas de metaplasia intestinal corando as células
displasicas, observando-se alta sensibilidade (95%), especificidade (97%), valor preditivo

positivo (98%) e negativo (92%) na detecgdo de metaplasia intestinal (Canto et al., 1996).



2. ALTERAGOES GENETICAS NA CARCINOGENESE

A proliferagdo e diferenciagdo celular dependem de eventos coordenados que
incluem (1) duplicacdo precisa do DNA, previamente a divisdo celular; (2) diviséo
equitativa dos cromossomos durante a divisdo celular; (3) divisoes especificamente
programadas para cada tipo celular, e (4) controle diferencial da expressao génica no
tempo e no espago. O equilibrio necessério para o funcionamento harmoénico desses
eventos depende, por sua vez, de mecanismos biologicos que assegurem (1)
incorporacdo correta das bases nitrogenadas na molécula de DNA em replicagao; (2)
ligagdo dos cromossomos ao fuso mitdtico e segregacdo das cromatides irmas na
anafase, e (3) recepgéo e tradugdo corretas dos sinais que induzem a proliferagao e a
diferenciacdo celular (Bevilaqua et al, 1997; Louro, 2000).

Um gene é um segmento de DNA que contém o arquivo completo da sequéncia de
aminoacidos para fabricar uma cadeia polipeptidica especifica, como uma proteina. Como
as mutacdes ocorrem ao acaso, sem qualquer planejamento, na maioria das vezes, as
células com um gene mutante sdo menos eficientes no desempenho de suas fungdes
(Farah, 1997).

A carcinogénese se desenvolve em mliltiplas etapas, numa sequéncia de eventos
que inicia com a alteragdo genética em uma simples celula. Se esta alteracdo genética
conferir uma vantagem ao crescimento celular, esta célula progenitora pode expandir-se
com a produgdo de um clone anormal de células (Nowell, 1976).Essa alteracao também
confere uma instabilidade genémica no clone de células, levando ao aumento
subseqiiente e a selegdo sequencial de populagdes celulares com maior capacidade de
crescimento que as células vizinhas (Haggitt, 1994). Assim, todo tumor deriva de uma
célula inicialmente normal, mas que sofreu uma mutagdo e passou a proliferar

autonomamente, produzindo um clone que dara origem & massa tumoral.



A neoplasia & o resultado de uma sele¢do natural entre células somaticas e
aparece quando alguns controles celulares independentes séo perdidos, em decorréncia
de um numero critico de mutagdes que irdo afetar o crescimento ou a diferenciacao
celular (Bishop, 1991). A perda do controle ocorre em decorréncia de alteragbes
envolvendo genes ou seus produtos, que estéo relacionados com o sistema de reparo do
DNA (mismatch repair genes) e com genes relacionados ao controle do ciclo celular e
com a tradugdo dos sinais de diferenciag@o celular, como 0s oncogenes € os genes
supressores tumorais. Tais alteragbes, genericamente chamadas de mutacgdes, decorrem
de:

e Mudancas discretas na molécula do DNA, que resultam na substituicdo de bases
nitrogenadas, sendo detectadas em nivel molecular e chamadas de mutacao de
ponto.

e Mudancas mais grosseiras, que comprometem a estrutura do cromossoma ou alteram
o numero cariotipico normal, sendo detectadas por andlise citogenética.

A ocorréncia espontanea de mutagées é um evento raro, calculada em torno de
1,4x10"° mutacdes em pares de bases por geragéo celular ou em 1x10° mutagdes por
locus, por gameta. A ocorréncia de mutagdes é ,contudo, significativamente aumentada
pela agdo de diversos agentes, que sdo capazes de lesar o DNA de um modo ou em uma
frequéncia tal que escapam aos mecanismos de controle e reparo do DNA. Esses
agentes mutagénicos sdo de natureza fisica, quimica ou biolégica e potenciaimente
podem levar a transformagao maligna, induzindo mutagoes de ponto ou alteragdes
cromossdémicas que envolvam diretamente oncogenes ou genes supressores tumorais ou,

de modo indireto, lesando genes de reparo do DNA (Bevilacqua et al, 1997).
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GENES ENVOLVIDOS NA CARCINOGENESE (Bevilacqua et al, 1997; Farah, 1997;

Louro, 2000).

a)

b)

Oncogenes: Sao genes altamente conservados na evolugdo das espécies e seus
produtos sao reguladores importantes do crescimento e diferenciacao de células, pois
sao genes que estimulam a divisao celular. Nas células normais, a expressao destes é
rigorosamente regulada, logo ndo causam malignidade. Normalmente codificam
proteinas reguladoras do ciclo celular, da diferenciagao ou migracao celulares, cujos
produtos mutantes causam profundas alteragdes destas fungdes celulares, levando a
transformagéo maligna. A versao mutante é excessivamente ativa, tendo um carater
dominante, pois um unico alelo pode afetar o fenétipo da célula. Entretanto, nenhum
oncogene é capaz de induzir, isoladamente, uma célula normal para o fenétipo
maligno.

Genes supressores tumorais: Sdo genes que codificam proteinas inibidoras da
proliferagdo celular, ou relacionadas com a morte celular programada (apoptose). A
perda, inativacdo ou mutacdo, durante a carcinogénese, leva a proliferagcao celular
nesses genes tém carater recessivo, sendo necessaria a perda das duas copias do
gene normal para manifestagao desta perda de fungao reguladora, que, nesses casos,
resulta na auséncia da proteina. As alteragées mais frequientemente encontradas nos
tumores associados a esses genes sado delegdes que propiciam a inativagao génica,
por perda total ou parcial da sequiéncia correspondente, ou mutagdes de ponto que
resultam em proteina inativa.

Genes de Reparo do DNA (mismatch repair genes): A reproducao fiel de uma
célula exige que esses eventos sejam coordenados na seqiiéncia correta, para qua.a

mitose ndo acontega antes de todos os cromossomas terem sido replicados, e a céhula
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tenha duplicado de tamanho. Estes genes sdo responsaveis pela manutencdo da

integridade do genoma e fidelidade da transferéncia de informacgdes.

4 — TIPOS DE MUTAGOES (Chang et al., 1995 Bosso, 2000)

A aplicagdo da analise molecular na investigacao de doencas genéticas comegou
a ser utilizada como avaliagéo rotineira em laboratérios no decorrer da Gltima década.

Um marco essencial para a aplicagao dos fundamentos de biologia molecular na
rotina laboratorial foi o desenvolvimento da técnica da reacao em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR), no final dos anos 80, a qual é utilizada atualmente
para identificagdo de mutagdes e/ou polimorfismos presentes nos pacientes. As doencas
genéticas sdo causadas por alteragées (mutagdes e/ou polimorfismos) no DNA as quais
podem ser identificadas por protocolos laboratoriais de analise molecular. Existem varios
tipos de mutagdes associadas as doencgas genéticas e diferentes técnicas laboratoriais
mais freqlientemente utilizadas para detectar alguma alteragdo na sequéncia normal de
um gene.

Uma mutagdo é simplesmente uma mudanca na estrutura primaria do DNA que
consiste em uma sequéncia linear de pares de nucleotideos representando a informagao
quimica armazenada. O efeito que uma mutagio tem no fendtipo de um organismo varia do
“trivial” ao “letal”, dependendo da propriedade da proteina codificada pelo gene alterado e de
como aquela alteragao afeta o desenvolvimento e a manutengéo do nosso corpo.

Muitas mutacdes produzem efeitos fenotipicos, acarretando consequiéncias tais
como cor diferente de cabelo e que sdo chamadas mutagbes ndo causadoras de doencga
(ou polimorfismos), enquanto outras podem ter conseqiiéncias mais graves tais como
aquelas que levam a doencgas e que sdo denominadas mutagbes causadoras de doenca.

As mutagdes podem ser germinativas, ocorrem em ceélulas germinais que s&o

aquelas destinadas a se tornarem ovo ou esperma. Estas mutagdes ndo afetam as



pessoas nas quais ocorrem, mas podem ser transmitidas e causar danos em futuras
geragdes. As mutagbes somaticas, por outro lado, ocorrem em células de diferentes
6rgaos do corpo e podem afetar o fenétipo do seu portador, mas ndo sdo transmitidas
para os seus descendentes. Esta classe de mutagbes € a mais envolvida no

desenvolvimento do cancer.

4.1- POLIMORFISMOS OBSERVADOS NO GENE p53.

Além das mutagdes associadas ao cancer, pelo menos 10 polimorfismos ja foram
descritos no gene p53, tanto em regides codificantes quanto n&o codificantes do gene. O
polimorfismo se caracteriza pela existéncia, em uma populagéo, de dois ou mais alelos de
um gene, sendo que a freqiiéncia dos alelos mais raros & maior do que uma mutagao
recorrente sozinha, em geral maior que 1% (Lackie et al., 1999).

Em relagido ao gene p53 somente em 2 destes polimorfismos ocorre a alteragéo na
seqiiéncia de aminoacidos da proteina. As tabelas abaixo listam as variagdes observadas

nos éxons 2, 4 e 6. (tabela | e Il). (IARC - 2001)

Tabela I - Polimorfismos no p53 que nio alteram a seqiiéncia de aminoacidos.

Exon | Codon Tipo de Alelo A | Alelo B | Descricio | Prevaléncia Referéncia
Mutagio

Exon 21 Ponto GAC GAT | Silenciosa ? Ahuja et al.
2 (1990)

Exon | 36 Ponto | CCG | CCA | Silenciosa 4% Felix et al.
4 (1994)

Exon 213 Ponto CGA CGG Silenciosa 11% Carbone et al.
6 (1991)




Tabela II - Polimorfismos no p53 que alteram a seqiiéncia de amino:cidos.

Exon | Codon | Tipode | Alelo A | AleloB Descricdo | Prevaléncia Referéncia
Mutacgéio
Exon 47 Ponto CCG TCG Pro>Ser 1.5% Gerwin et al.
4 (1990)
Felley-Bosco
et al. (1993)
Exon 72 Ponto CGC cccC Arg>Pro Wild Harris et al.
4 range (1994)
Beckman et al.
(1994)

5 - O GENE p53 E O CICLO CELULAR (Weinberg, 1996; Scherr, 1996)

O ciclo celular & composto por uma série de etapas que sao reguladas positiva ou
negativamente por varios fatores. O gene supressor tumoral p53 localiza-se no braco
curto do cromossoma 17, mais precisamente, na regido 17p13.1, codificando uma
proteina que é o principal regulador negativo deste ciclo estando envolvido na divisao,
diferenciacao celular e apoptose (Renault et al., 1993).

A alteracdo ou a inativagao do p53 por mutagéo ou por interagdo com oncogenes
pode levar a perda desta fungdo reguladora, provocando o aumento no crescimento
celular, que pode levar ao cancer (Levine, 1991; Cameron, 1992). Estas mutagées séo as
alteragcdes genéticas mais comuns nas neoplasias humanas, tanto que ja foram descritas
mais de 3000 mutagdes. O perfil das mutagdes € peculiar e estas podem ser resultantes
da exposicdo ambiental a fatores genotoxicos. (Levine, 1991; Audrézet et al.,1996).

O ciclo de divisdo celular consiste de quatro fases: G1 (Gap 1), S (Sintese do
DNA), G2 (Gap2) e M (Mitose). (Ireland et al., 1997; Sjéegren et al., 1996; Louro, 2000).
O efeito do gene p53 normal (wild-type) na proliferagéo celular inclui a regulacao

da transicdo da fase G1 para a fase S do ciclo celular e um papel importante na
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determinagdo da morte celular através da apoptose. O gene pS53 parece exercer sua
fungdo como um fator controlador na fase G1/S do ciclo celular (Lane 1992; Hartwell,
1992).

Estas funcdes reguladoras parecem ser mediadas por interagdes da proteina p53
com seqiéncias especificas no DNA as quais permitem regulacdo de outros genes ao
nivel da transcrigdo, ou talvez por iniciar a replicagdo do DNA. Na presenca de dano no
DNA, a proteina p53 se acumula e promove a expressdo do gene WAF1/Cip1, cujo
produto protéico — p21 se liga a quinases ciclino-dependentes (CDK) e inibe sua
atividade. Dessa forma, o ciclo celular é interrompido antes da sintese do DNA. A célula é
dada a oportunidade de reparar o DNA lesado. Se tal reparo ndo ocorre de forma
satisfatéria, a presenca do p53 integro pode alternativamente induzir a morte celular
programada (apoptose) (Figura 2).

A progressao neoplasica do Eséfago de Barrett esta associada a, pelo menos, 3
tipos de anormalidades no ciclo celular: a) mobilizagao das células na fase GO e G1; b)
perda do controle da transigéo entre a fase G1 e S e c) acumulo das células na fase G2
(Reid et al., 1991).

A perda da fungdo normal de p53 pode ocorrer em duas formas basicas (Chang
et al 1995):

o Alteragdes no gene p53, determinando a ocorréncia de proteina alterada;
o Inativacdo funcional da proteina p53, pela formagdo de complexos protéicos com

oncoproteinas virais ou celulares ou pelo deslocamento da proteina para o citoplasma.

Alteracoes no gene p53 (Holstein et al., 1991; Chang et al 1995).
a) Mutagdes do tipo de sentido trocado (missense): € a mais frequente das
alteragcdes genéticas nos canceres humanos, representando mais de 50%

das alteragdes, envolvendo quase todos os tipos de tumores, especialmente



b)

carcinomas colo-retais, pulméao, eséfago, estomago, figado, mama e bexiga.
Mais de 90% das mutagOes relatadas em tumores malignos encontram-se
entre os éxons 5 e 9 do gene p53.

Mutagoes sem sentido (nonsense): encontradas em até 5% dos carcinomas
de pulmao, esbéfago e outros tumores.

Rearranjos genéticos: frequentemente associados a osteosarcomas,
sarcomas de tecidos moles, linfomas e leucemias mieldides cronicas.

Perdas alélicas: ocorrem ocasionalmente em tumores de diferentes tipos de
neoplasias como o cancer colo-retal, o carcinoma de mama, o cancer
esofagico, os linfomas e os osteosarcomas.

Mutag¢des em linhas germinativas: associadas a sindrome de Li-Fraumeni e a
um pequeno numero de pacientes com sarcomas, cancer de mama e

leucemias em criangas.

Inativagao funcional da proteina p53

a)

b)

d)

e)

Ligacédo a oncoproteina E6 do HPV (papilomavirus humano), envolvendo os
carcinomas associados ao papilomavirus humano, particularmente os
tumores do trato ano-genital.

Ligacdo ao EBNA-5 e BZLF1 do EBV (Epstein-Baar virus), envolvendo os
linfomas e carcinomas naso-faringeos associados ao EBV.

Ligagdo ao HBsAg, encontrado nos carcinomas hepatocelulares primarios.
Ligacéo a oncoproteina MDM2: encontradas em até um tergo dos sarcomas.
Seqiestro ou deslocamento da proteina p53 no citoplasma celular: Devido ao
fato da proteina p53 ser um fator de transcricdo, somente a proteina
localizada no nucleo pode agir como um regulador negativo da proliferagéo

celular. O sequestro da mesma no citoplasma impede sua agao supressora
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tumoral. Ocorre em até um tergo dos carcinomas de mama e em um pequeno
numero de carcinomas colo-retais com o gene p53 integro. (Holstein et al.,

1991; Chang et al 1995).
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Fig. 2 - Em uma célula normal, s¢ houver um dano no DNA, os niveis da proteina p53
aumentam, mantendo a célula em G1, para ocorrer o reparo no DNA ou permitir a apoptose.
Ap6s o reparo do DNA, segue o ciclo ¢ a célula pode sc dividir. Se houver um dano no DNA
de uma célula onde haja mutagiio do p53 a célula continuara seu ciclo sem ocorrer o reparo
do DNA, perpetuando as alteragdes, podendo levar ao cincer (Evans et al., 1997).

6. TECNICAS LABORATORIAIS
6.1 — EXTRAGAO DE DNA (Bosso, 2000, Leistner, 2000)

A extracao e purificacdo do DNA podem ser realizadas por protocolos que utilizam
reagentes preparados no proprio laboratorio ou através do uso de kits comerciais, os

quais simplificam o procedimento, mas, em geral, aumentam o custo do exame.



Todos os protocolos se baseiam (1) no rompimento das células nucleadas, (2) no
rompimento da membrana nuclear e (3) na separacéo do DNA das proteinas através da
precipitagéo e posterior solubilizagdo do DNA em solugao aquosa.

A fonte de obtencdo de DNA, assim como a técnica de extracido do mesmo,
influencia diretamente a qualidade e a quantidade do material ao final do processo. De um
modo geral, a técnica de PCR pode ser realizada com pouca quantidade de DNA e

mesmo com um DNA fragmentado.

6.2 - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é a técnica mais utilizada na analise
molecular de doencas, sendo desenvolvida por Mullis, em 1985 (Saiki et al, 1988),
permitindo a analise de regides especificas de um gene ou fragmentos de cDNA. APCR &
um método in vitro, simples e rapido, que permite a sintese enzimatica de sequéncias
especificas de DNA gerando até 10° copias a partir de uma Unica molécula alvo. Esta
técnica permite a detecgdo e a andlise de sequéncias génicas especificas em uma
pequena amostra de tecido ou células do paciente.

Uma reacao de PCR padrao requer os seguintes componentes:

e DNA alvo: o DNA a ser amplificado;

e Oligonucleotideos iniciadores (ou primers): em geral sdo dois pequenos
oligonucleotideos sintéticos que hibridizam com as regides complementares no DNA
alvo e adjacentes a regido de interesse a ser analisada, servindo como um ponto de
partida para a sintese de duas novas fitas de DNA,;

e DNA polimerase: enzima que cataliza a formacéo de DNA a partir da adi¢cao de novos
nucleotideos complementares ao DNA alvo;

e Deséxi-ribonucleotideos trifosfatados (ANTPs): sdo os 4 nucleotideos essenciais para

a sintese de novas fitas de DNA pela DNA polimerase;
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e Tampao de reagao: fornece as condigGes de pH assim como o cofator para a reagao.
A reacao da cadeia da polimerase (PCR) constitui-se de uma série repetida de ciclos

(em média de 30 a 35) envolvendo os seguintes passos:

1. Desnaturagdo do DNA — aquecimento da reagao a 90-95°C para que o DNA alvo se
apresente como fita simples.

2 Anelamento —> resfriamento da reagao para permitir a hibridizag&o do primer com o
DNA alvo de fita simples. Neste passo, a temperatura se baseia na Tm (melting
temperature) dos primers que deve ser calculada de acordo com a sua composi¢ao
em pares de base.

3. Extensdo — a DNA polimerase sintetiza uma nova fita de DNA tendo como molde a
fita original, e como inicio o sitio de anelamento dos primers. Neste passo a
temperatura varia normalmente de 72 a 74°C, dependendo da temperatura ideal de
atividade da enzima.

O resultado desta reacdo, que se completa em algumas horas, € o acumulo
exponencial de um fragmento especifico cujas extremidades sao definidas pelas

terminagbes 5' dos primers.

6.3 — ELETROFORESE (Leistner, 2000)

A eletroforese é a técnica utilizada para separagdo de fragmentos de DNA, sendo
utilizada para andlise dos resultados de outros procedimentos laboratoriais, como
extragao de DNA, PCR, digestdo com enzimas de restricao, etc. Ela consiste na aplicagao
de uma corrente elétrica por uma fase semimével (suporte), promovendo a migragao de
moléculas de acordo com a sua carga elétrica e peso molecular. A escolha do tipo e da
concentragdo do suporte depende do tamanho dos fragmentos que se deseja separar e

da necessidade de resolugdo dos mesmos, sendo utilizados, em geral, géis de agarose



ou poliacrilamida. A corrente elétrica € conduzida por um tamp&o salino, em geral TAE
(Tris-Acetato-EDTA) ou TBE (Tris-Borato-EDTA). O tempo de corrida também varia com o
tamanho do fragmento que se deseja visualizar, utilizando-se, como referéncia, os
chamados “marcadores de peso molecular’” para estimativa do tamanho do fragmento

visualizado.

6.4 - SSCP (SINGLE-STRAND CONFORMATION POLYMORPHISM) OU ANALISE DE
CONFORMAGAO DE CADEIA SIMPLES

Esta técnica permite detectar padrées de bandas alterados no DNA de fita simples
apos eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante, apos a coloragao com prata,
para evitar o uso de radioatividade. Este procedimento se baseia no fato de que duas
moléculas de DNA de fita simples que diferem uma da outra por, pelo menos, um par de
bases, assumem uma conformag&o tridimensional diferente e migram em posicoes
diferentes no gel. Assim, um fragmento de DNA de fita simples apresentando uma
mutagao teria uma mobilidade diferente no gel quando comparado com um fragmento de
DNA normal. Esta mobilidade depende nio s6 do tamanho do DNA a ser analisado, mas
também de sua conformacédo que é determinada pela sua seqiéncia e dobramento. O
SSCP é ideal para a analise de fragmentos pequenos (até 200 pb) e sua sensibilidade
depende ainda de fatores como temperatura, percentagem de acrilamida, e forca ibnica

do tampao de eletroforese (Orita et al, 1988 e 1989).

7. FONTES DE DNA (Leistner, 2000)

O DNA pode ser obtido a partir de qualquer tecido que contenha células
nucleadas. Por exemplo, o sangue pode ser coletado diretamente por pungao venosa,
utilizando, preferencialmente, EDTA como anticoagulante. A coleta de sangue em

heparina ndo é recomendavel por ser um potencial inibidor da reacdo de PCR.
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O sangue pode ser armazenado a -20°C por um longo periodo de tempo antes de
ser utilizado para extrair DNA. Bidpsias de pacientes e células em cultura também séao
utilizadas como fonte de obtengcdo de DNA. A bidpsia & especialmente util em estudos de
cancer, casos em que tecidos especificos podem apresentar diferencas na constituicao do
material genético com relagdo ao DNA do resto do corpo. Finalmente, DNA pode ser
obtido a partir de material armazenado, como tecidos em blocos de parafina. Estas fontes
sao Uteis para estudos retrospectivos, nos quais nao é possivel obter material diretamente

dos pacientes.

8. IMUNOREATIVIDADE DA PROTEINA p53 NO ESOFAGO DE BARRETT E
NO ADENOCARCINOMA

A proteina p53 normal (wild-type) tem uma meia-vida curta e é indetectavel pelo
estudo imunohistoquimico. Muitas mutagées no gene p53 podem resultar numa proteina
com uma meia-vida prolongada, que pode se acumular na célula. Este acimulo ou o
aumento na expressao desta proteina é a base da técnica imunohistoquimica (lreland et
al., 1997).

A técnica de imunohistoquimica baseia-se no uso de anticorpos direcionados
contra marcadores antigénicos. Os anticorpos podem ser policlonais, derivado do soro de
animais imunizados, ou monoclonais, derivados de hibridomas de ratos. Eles podem ser
usados para corar células desagregadas de tecidos solidos ou em suspensao, vistas por
citometria de fluxo ou em esfregagos ou seccdo de tecidos em laminas vistos ao
microscépio o6tico (Sklar, 1993).

A imunohistoquimica é usada principalmente para detectar a expressao de genes
especificos, como identificar a origem tecidual de um tumor especifico ou detectar
proteina mutante, tais como produtos de oncogenes ou genes supressores tumorais. As

vantagens desta técnica incluem a rapidez, a possibilidade de medir os resultados com a
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citometria de fluxo, a habilidade de relacionar a localizagdo antigénica com a area de
tecido corado ao microscéopio. Entre as desvantagens estdo a destruicdo de muitos
epitopes antigénicos pela fixacdo dos tecidos e a variacdo de sensibilidade e
especificidade das diferentes preparac¢des de anticorpos (Sklar, 1993).

O relato da expressao imunohistoquimica de p53 em mucosa normal ou em
esofagites é raro (Gao et al 1994, Safatle-Ribeiro 1996, Mandard et al., 1997).

Pouco se conhece sobre os eventos genéticos que ocorrem no epitélio
metaplasico, antes da evolugao para a displasia. O valor preditivo da positividade do p53
no epitélio displasico no Eséfago de Barrett também é desconhecido. Provavelmente, a
perda da funcdo do gene p53 exerca um importante papel na sequéncia metaplasia-
displasia-adenocarcinoma (Ireland et al., 1997).

Existem inameros relatos relacionados a expressdo do p53 pela
imunohistoquimica ao Eséfago de Barrett. Ha uma alta taxa de positividade em pacientes
com displasia de alto grau e adenocarcinoma (Flejou et al., 1993). Teoricamente, o
aumento da expressao da proteina por esta técnica detectaria a mutacao no gene p53
(Ireland et al., 1997). Entretanto, existe muita discordancia entre a associagao da mutagao
genética e 0 aumento da expressao da proteina (Casson et al., 1994, Ireland et al., 1997),
ja que a funcdo do gene p53 pode ser inativada por outros mecanismos que nao a
mutacéo (Blount et al, 1994; Coggi et al., 1997), além de ser um evento freqiente sem um
definido significado prognoéstico (Flejou et al, 1994).

Muitos estudos tém sugerido uma forte associagdo entre a expressao
imunohistoquimica da proteina p53 e diversos tipos de neoplasia (Fearon et al 1990,
Hollstein et al 1991, Harris et al., 1993, Wagata et al 1993, Nakanischi et al 1995, Cruz et

al 1998).
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Demonstrou-se, em pegas cirirgicas ressecadas por carcinoma epiderméide de
es6fago, a expressdo imunohistoquimica da proteina p53 em areas de esofagite,
distantes da lesao carcinomatosa (Mandard et al.,1997).

Younes e colaboradores (1997), ao acompanharem pacientes com Esofago de
Barrett por um periodo médio de 40 meses, encontraram expressao imunohistoquimica de
p53 precedendo em até 4 anos o desenvolvimento de displasia de alto grau e
adenocarcinoma.

A imunohistoquimica nao define a existéncia de mutagoes genéticas, mas existem
dados que sugerem a relagéo entre o prolongamento da estabilidade da proteina p53 e,
conseqilentemente, a sua expressao imunohistoquimica, com mutagdes ocorrendo no
epitélio esofagico, principalmente as mutagées do tipo missense (Harris et al., 1993,
Wagata et al 1993, Montesano et al 1996).

Fagundes e colaboradores (2000) observaram a expressao da proteina p53 em
17% de 182 pacientes tabagistas e alcoolistas sob risco de carcinoma epidermoide de
esdfago. Esta expressdo aumentou gradativamente, de acordo com a gravidade da
alteracdo histolégica encontrada, desde mucosa normal até displasia e cancer. Este
estudo confirma outras pesquisas que observaram uma forte associagao da expressao de
p53 com lesdes avangadas (carcinoma) € com displasias de alto grau, mas,
adicionalmente, identificou a expressdo de p53 em mucosa normal e em lesdes
histolégicas consideradas sem carater evolutivo para cancer, em individuos
assintomaticos.

A maioria dos trabalhos publicados sobre o gene p53 em pacientes com Eséfago
de Barrett ¢ baseada em estudos imunohistoquimicos, analisando o aumento da
expressao da proteina p53.Infelizmente, ela € uma técnica de pouca acuracia na
identificagcdo de mutagdes, tendo uma sensibilidade baixa, com uma positividade em torno

de 65% nos pacientes com neoplasia invasiva (Ireland et al., 1997). Um estudo
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comparando 5 diferentes anticorpos anti-p53 pela imunohistoquimica identificou uma
positividade ente 18 a 35% em casos de carcinoma de mama, quando se utilizou um
unico anticorpo. A associagé@o de dois anticorpos demonstrou uma positividade em 45%
dos casos, nestas mesmas lesdes (Elledge et al., 1994).

E possivel que o acumulo da proteina p53 em celulas tumorais possa, em alguns
casos, indicar a existéncia de um defeito regulatério na seqiéncia codificadora protéica do
gene, ao invés de uma mutacao. Diversos investigadores (Casson et al.,1994; Flejou et al,
1995: Audezet et al., 1996; Coggi et al., 1997) observaram discrepancias entre a
expressao da proteina p53 e a presenca de mutacées. Por exemplo, observou-se a
presenca de coloragéo positiva em células sem mutagdes (Harris et al, 1993) . Em alguns
casos, uma coloracdo fraca pode representar uma flutuagéo normal dos niveis de proteina
dentro do ciclo celular (Ireland et al., 1997). Além disso, pode ocorrer a mutagado no gene
p53, sem aumento na expresséo da proteina (Hartwell, 1992, Ireland et al., 1997).

Resultados falsos-negativos da expressao imunohistoquimica de p53 representam
em torno de 10% de todas as mutacdes de p53 e ocorrem, principalmente, nas lesbes
com mutagdes de ponto (Bennet et al 1992, Mandard et al., 1997). Este tipo de resultado
também pode ocorrer por ligagdo da proteina p53 com outras proteinas (Hall et al., 1994,
Save et al 1998).

A discordancia observada entre os achados nas técnicas de imunohistoquimica e
de biologia molecular indica que estas devam ser consideradas como métodos
complementares e ndo competitivos nos estudos para identificagdo de marcadores

biolégicos nas neoplasias (Wynford, 1992, Casson et al. 1994).

9 - MUTAGOES DESCRITAS NO ESOFAGO DE BARRETT
O papel do p53 como gene supressor tumoral pode ser confirmado pela ocorréncia

de delecdes no locus 17p em associagao a mutacgao de outro alelo. Recentemente, o
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papel deste gene também se observou pelo desenvolvimento de ratas transgénicas com 2
linhagens germinativas com alelos do p53 nulos (homozigotos) ou com um alelo nulo
(heterozigoto) que apresentaram susceptibilidade a tumores espontaneos, em que 0
heterozigoto manifesta um retardo na manifestagéo desta caracteristica em comparacao
ao homozigoto (Donehover et al.,1992; Harvey et al., 1993).

Durante a evolugio do Esdfago de Barrett para o adenocarcinoma observam-se
mudancas gendmicas numéricas e estruturais (Krishnadath et al.,1995). A falta de um
denominador citogenético comum indica que diversas alteragdes génicas podem estar
envolvidas na progressé@o para o adenocarcinoma (Menke-PIuymers,19963'b). Amostras
de epitélio metaplasico de diferentes sitios, de um mesmo paciente com Eséfago de
Barrett, apresentaram mutagbes idénticas no p33, sugerindo uma origem clonal.
Entretanto, o desenvolvimento de neoplasia, em que nao ocorreram mutac¢des no p53,
sugerem que outros eventos, tais como mutagbes em oncogenes, S0 necessarios a
evolugio para o cancer (Casson et al., 1991°).

Existe um rigoroso sistema de controle da replicagao celular. A entrada da célula
na fase G1 do ciclo celular é influenciada por estimulos extra-celulares, através de
receptores ciclino-dependentes, pelos genes p15 p16, pelo fator de crescimento (TGF-
B) e o p21, produto do p53. Tanto o TGF-} como o p53 inibem a proliferagao celular. A
inativagdo ou a perda dos receptores TGF-f}tem sido descrita no adenocarcinoma
esofagico e a perda alélica no 9p21, localizagdo dos genes p15 e p16, precede o
desenvolvimento de aneuploidia em mais de 80% dos casos ( Barrett et al., 1996).

Foram descritas mutagdes no p53 em 25% dos casos de pacientes com Eséfago
de Barrett submetidos a vigilancia endoscoépica e em mais de 75% dos pacientes com
adenocarcinoma (Schneider et al., 1996; Casson et al., 1998).

Em termos gerais, as mutagbes em oncogenes da familia ras e do APC

(Adenomatous polyposis coli), outro gene de supressdo tumoral, tém sido descritas em



areas de malignidade ou de displasia em ressecgdes esofagicas, entretanto numa
frequéncia menor a observada na neoplasia colo-retal (Vogelstein et al, 1988; Baker,
1990; Abdelatif et al., 1991).

A displasia de alto grau é acompanhada de alteragées na expressao de
oncogenes, tais como c-src e c-erb-2, exercendo importante papel na transformacao
celular, mas que nao estdo associados no prognostico das lesdes esofagicas
metaplasicas e displasicas (Jankowski et al, 1992° Bhargava et al, 2000).

A redugdo na apoptose pode ocorrer tardiamente na evolugdo para o
adenocarcinoma, estando associada @ mutacdo no gene p53. Ja a expressao do gene
Bcl-2 que esta relacionada a perda da apoptose no cancer colo-retal, ndo parece estar
associado a metaplasia, displasia ou ao adenocarcinoma de eso6fago, tendo um valor
prognéstico limitado (Bhargava et al, 2000).

Entre os marcadores de proliferacao celular, observou-se a maior expressao do Ki-
67 em epitélios com displasia, representando um parametro adicional na avaliacao do
risco para o adenocarcinoma, entretanto este também nao apresenta valor prognostico
(Hong et al., 1995)

Fatores de crescimento como EGF (epidermal growth factor) e TGF-
« (transforming growth factor-a) sédo expressos no tecidos com metaplasia intestinal (
Jankowski, 1991). Estas proteinas se ligam a receptores e sdo capazes de estimular a
transformacao celular e a proliferagao, ocorrendo maior expressdao com a evolugao da
displasia ( Jankowski et al., 1992° 1993; Filipe et al., 1993; Brito et al, 1995)

A instabilidade de microssatélites reflete a diminuigao do reparo do DNA e ocorre
frequentemente antes da aneuploidia. Esta decorre do descontrole na replicagéo celular e
a medida que o epitélio se torna mais displasico, maior & o aumento na frequéncia de
aneuploidia, sinalizando maior risco para a progressao para o adenocarcinoma (Meltzer,

1994: Mencke-Pluymers et al., 1994). Entretanto, a instabilidade de microssatélites parece
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ndo exercer um papel tdo importante na carcinogénese esofagica, quando comparada a
outros tumores (Muzeau et al., 1997).

O desenvolvimento para um fenotipo maligno mais agressivo com invasao e
metastatizacio esta associado a presenca de alteragdes no sistema cadherina/catenina,
responsaveis pela ades&o e mobilidade celular (Bongiorno et al., 1995), estando também

associado a ativagao de oncogenes, tais como o c-myc (Jankowski et al., 1997).

10 - PERDA DA HETEROZIGOSIDADE (LOH)

A perda da heterozigosidade € um evento comum e precoce na maioria dos
canceres. Este evento é utilizado para descrever a perda de material cromossémico que,
como conseqiiéncia, deixa a célula com apenas um alelo de um gene mutante. Se a
regido deletada contém um gene supressor tumoral, este evento pode levar a neoplasia,

como ilustra a figura 3.
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Fig 3. Representagdo esquematica do processo de perda de heterozigosidade

Vrios relatos tém descrito uma alta prevaléncia de perda de heterozigosidade em
sitios especificos do genoma e diferentes tipos de neoplasias. Muitos autores identificam
uma alta freqiiéncia de LOH comprometendo regioes cromossOmicas que abrigam genes
supressores tumorais, incluindo o p53 (Jankowski et al. 1993; Hamelin et al., 1994;
Nakamura et al. 1994).

A maioria das investigagdes de perda da heterozigosidade (LOH) no cromossoma
17 no adenocarcinoma associado ao eséfago de Barrett tem se concentrado na regiao
que contém o gene p53, localizado no brago curto (17p) deste cromossoma. Swift e
colaboradores (1995), ao analisarem os bragos curto e longo do cromossoma 17,
observaram uma alta freqiiéncia de LOH no brago longo. Propuseram que na regiéo 17q
11.2-12 haja um gene que predisponha ao Adenocarcinoma associado ao Eséfago de
Barrett, podendo representar o sitio de um outro gene supressor tumoral. (TCF-2). Isso
permitiu o0 mapeamento do brago longo do cromossoma 17.

Gleeson e colaboradores (1995) observaram que, com excegao de um caso, todos
os tumores apresentaram perda da heterozigosidade (LOH) no loci 17p, onde se observou
a mutacdo nos éxons 5 e 8 do gene p53, demonstrando uma associacao altamente
significativa (p=0,00879) entre o gene mutante e a perda alélica do 17p. No caso em que
ndo se observou tal associagao é possivel que tenha ocorrido uma mutagdo em um éxon
nao analisado. Estes achados sugerem que O p53 seja um provavel marcador para a
perda alélica do 17p na maioria dos adenocarcinomas esofagicos. Dessa forma, a
inativagdo do p53 pode ser um evento precoce na carcinogénese esofagica

(Gleeson,1995; Flejou ,1 995).



30

Barrett e colaboradores (1996) observaram uma alta freqiéncia de perda de
heterozigosidade (LOH) em pacientes com adenocarcinoma de esofago, em diversos
cromossomas, tais como 17p (100%), 5q (80%), 9p (64%), 139 (43%), 18q (43%) e 1p
(41%). Observou-se, na maioria dos individuos com displasia de alto grau, a presenca de
um mosaico de clones e subclones, com diferentes padrées de perda de
heterozigosidade, sendo que esta presenca foi mais frequiente no cromossoma 9p que no
17p em amostras dipldides, detectadas em grandes areas do epitélio metaplasico

(Galipeau et al., 1999).

11 - INSTABILIDADE GENOMICA

A Instabilidade Gendémica € uma expressdo de sentido amplo, que pode
representar eventos intracelulares, podendo ocorrer em diferentes momentos, dentro de
um clone ou em subpopulagdes celulares dentro do mesmo clone. Existem diversas
técnicas que demonstram tais modificagoes na molécula de DNA, relacionadas com a
fase do ciclo celular em que as células se encontram ou de acordo com a perda ou ganho
de material genético (decorrentes de alteragdes numéricas ou estruturais nos
cromossomas). Através da citometria de fluxo € possivel identificar-se modificagées mais
grosseiras na molécula de DNA, tornando-se mais evidentes de acordo com o grau de
diferenciacgao celular, variando desde células normais até a neoplasia.

A citometria de fluxo permite a analise rapida de grandes numeros de nucleos ou
de células com a utilizagdo de fluorocromos que se unem a diferentes componentes
celulares e permitem avaliar a quantidade de DNA nos nlcleos. Por esta técnica €
possivel avaliar as mudangas no contetdo do DNA (populagdes aneuploides) que se
correlacionam com as modificagdes cromossomicas encontradas na malignidade. Além
disso, permite avaliar a proliferagéo celular, identificando em que fase do ciclo celular a

célula se encontra. Em tecidos normais, a maioria das células se encontra no intervalo Go
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ou G, do ciclo celular e apenas uma fragéo encontra-se na fase S (Sintese) do DNA ou
nos intervalos G, /mitéticos do ciclo celular ( Reid, 1991).Observou-se que a prevaléncia
de aneuploidia, as populagdes G./tetrapléides e as fragées da fase S aumentam com o
maior risco histologico de malignidade, apresentando maior risco para displasia de alto
grau e neoplasia. A progressao para a neoplasia estava associada ao acumulo de
anormalidades na citometria de fluxo. O surgimento seriado dessas anormalidades é
compativel com um processo de expansao clonal e com o surgimento de células com uma

perda progressiva no controle proliferativo (Reid, 1991), como esta detalhado na figura 4.

ESOFAGO DE BARRETT

Evolugédo clonal

-

Instabilidade gendmica adquirida

=

Clone anormal

-
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-

()]

Instabilidade gendmica persistente

Multiplos clones aneupldides

-

Subclone invasivo

-

Instabilidade gendmica persistente

1

Heterogeneidade das células tumorais

Figura 4. Modelo de instabilidade gendmica e evolugdo clonal no Esofago de Barrett.
(Adaptagio Brian Reid, 1991)



As mudangas mais discretas na molécula do DNA, tanto nas mutagdes de ponto,
com a substituicdo de um nucleotideo ocasionando a troca de um aminoacido, quanto nos
polimorfismos, onde n&o ha alteragéo na seqiéncia de aminoéacidos da proteina, podem
ser detectadas no gel de SSCP; manifestando-se através do ganho de uma banda no
tecido quando comparado ao sangue.

A Figura 5 mostra a representacéo esquematica da distribuicio das bandas no gel
com o padrao normal e as possiveis alteragbes moleculares como a perda de

heterozigosidade (LOH) e a instabilidade genémica (IG) .
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Figura 5. Anélise do éxon 5 do gene p53 utilizando a técnica do SSCP.
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12. PERSPECTIVAS

As técnicas de Biologia Molecular tém contribuido para o entendimento do
comportamento biolégico das neoplasias humanas. A obtengdo de DNA adequado colhido
de amostras de biopsias endoscopicas, através da técnica de PCR-SSCP, tem permitido
a identificacdo de mutagdes génicas em diversos tecidos, o que permitira no futuro a
aplicabilidade clinica destas informagdes, com uma caracterizagéo molecular dos tumores
e a identificacdo de populagdes de risco para o desenvolvimento de neoplasias e de sua

recorréncia.

lil. OBJETIVOS DO ESTUDO:

1. Estimar a prevaléncia de Esdfago de Barrett ou Metaplasia Intestinal da Cardia em

pacientes com doenga do refluxo gastroesofagico submetidos a Endoscopia Digestiva Alta

2. Estimar a prevaléncia da expressdo da proteina p53 atraves de técnicas
imunohistoquimicas em pacientes com diagnéstico de Eséfago de Barrett ou Metaplasia

Intestinal da Cardia.

3. Descrever as alteracdes moleculares nos éxons 5 a 8 do gene p53 em pacientes com

diagnéstico de Esofago de Barrett ou Metaplasia Intestinal da Cardia.
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SUMMARY:

p53 mutation and p53 protein overexpression seem to be the most common genetic
changes in human cancers. However, the clinical significance is controversial and p53
accumulation may not correlate with gene mutation.

The aim of the study was estimate the prevalence of Cardiac Intestinal
Metaplasia (CIM) and Barrett's Esophagus (BE), estimate the prevalence of p53
immunohistochemistry overexpression and describe the molecular alterations of exons 5
to 8 of the p53 gene in a group of patients with CIM and BE

We studied 68 patients with diagnosis of chronic esophagitis (27), Barrett's
Esophagus (21) and intestinal metaplasia of the cardia (20). Immunohistochemical
analysis of p53 was performed using monoclonal antibody DO-7. DNA was extracted
from blood and tissue biopsies for the molecular analysis. The fragments corresponding
to exons 5 to 8 of the p53 gene were amplified by PCR using specific primers and
subsequently analyzed by SSCP.

Immunohistochemistry for p53 was performed in 20 cases of CIM and 21 cases
of BE. p33 positive expression was 56.1% (23/41). It was positive in 9 cases of CIM
(39.1%) and 14 cases (60.9%) of BE (p=0.28). Regarding the molecular study, the
standard distribution of bands in the SSCP analysis for exons 5 to 8 was defined using
DNA controls from Hospital Blood Bank Donors and esophageal tissue from 27 patients
with chronic esophagitis. We observed 15 altered cases (36.6%) in exon 5. Eight
patients (19.5%) with genomic instability, 3 patients (7.3%) with loss of heterozygosity
and 4 patients (9.8%) with unknown alteration. Regarding exon 7, we observed 4 altered
cases (9.8%): 3 patients (7.3%) with genomic instability and 1 patient (2.4%) with loss of
heterozygosity. We found no alteration in exons 6 and 8, in either group.

Overexpression of p53 protein is a common event in CIM and in BE. The
molecular alterations observed can be due to loss of heterozygosity, genomic instability,

polymorphisms or other unknown alteration present in exons 5 to 8.

Key words: p53, Cardiac Intestinal Metaplasia, Barrett's Esophagus.
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I - INTRODUCTION

Barrett's Esophagus (BE) is a sequela to chronic reflux esophagitis, and
develops as a maladaptive response to mucosal injury induced by gastroesophageal
reflux whereby the normal stratified squamous epithelium of the lower esophagus is
replaced by a simple, columnar metaplastic epithelium (1,2,3). It is considered a
premalignant condition that predisposes to the development of adenocarcinoma of
esophagus in about 10% of the affected patients (1,2).

The annual risk of esophageal carcinoma for patients with specialized intestinal
metaplasia is thought to be approximately 1%, at least 30 times that of the general
population (4,5). Although the exact magnitude of the risk is difficult to estimate and the
overall incidence of malignant transformation is relatively low, adenocarcinoma arising in
BE often manifests at an incurable stage and more than 90% will eventually die of the
disease (6,7). Unfortunately, the incidence of the adenocarcinoma is arising in United
States (8) and Europe (9).

Because the incidence of Barrett's adenocarcinoma is rising faster than that of
any other tumor, many authors have stressed the importance of annual endoscopic
screening (10). Despite this, an observational study, after 10 years of endoscopic
surveillance program for patients with Barrett’'s Esophagus, demonstrated that this
strategy has limited value (11).

The pathogenesis of Cardiac Intestinal Metaplasia (CIM), Short Segment
Barrett’s Esophagus (SSBE) and Long Segment Barrett’'s Esophagus (LSBE) are poorly
understood. These conditions are also difficult to distinguish from each other on the sole
basis of endoscopic and pathologic criteria. Unfortunately, an immunophenotype study is
also unable to distinguish these conditions (12,13). Adenocarcinomas of the esophagus
and cardia have a similar frequency and spectrum of p53 gene mutations, suggesting

that these tumors have a common pathogenesis (8,9,11).
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During the evolution from Barrett's Esophagus into adenocarcinoma, numerical
and structural genomic changes are observed. The lack of a cytogenetic common
denominator indicates that a great number of gene alterations may be involved in
adenocarcinoma progression (14). Next to be determined is the usefulness of the
detection of p53 mutations in Barrett's Esophagus (15). There are many genes related to
carcinogenesis, but the appreciation of the function of p53 is a major advance in the
understanding of the molecular biology of cancer. This tumor suppressor gene has given
new insight into regulation of the cell cycle, and appears to play an important role in
many solid tumors (15-20).

The p53 gene comprises a genomic DNA of about 20 kb, contains 11 exons, and
is located in the short arm of chromosome 17. It encodes a nuclear phosphoprotein
made up of 393 amino acids, which fulfill several functions such as regulation of the cell
cycle, cellular differentiation, and apoptosis (15).

More than 90% of the mutations described for the p53 gene occur between
exons 4 and 9, which encompass protein domains II-V. This region is evolutionarily
highly conserved and involves the DNA-binding domain, essential for the activity of p53
(15,19,20).

In addition to point mutations, loss of heterozygosity (LOH) is a common and
early event in most cancers. This event refers to the loss of chromosomal material,
which, as a result, leaves the cell with only one allele of a mutant gene. If the deleted
region contains a tumor suppressor gene, such event may lead to cancer. Chromosomal
regions with frequent LOH may indicate those genes with higher susceptibility, and help
to understand the molecular events involved in carcinogenesis (15).

The normal p53 protein (wild type) has a short half-life and is not detectable by
immunochemistry. Most mutations in p53 result in a protein with a prolonged half-life,

which then accumulates in the cell. This accumulation is the basis for the
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immunohistochemical detection of p53 protein overexpression. In comparison with other
techniques, this method is relatively cheap, quick, easy to perform, and available in most
pathology laboratories (15). Rates of p53 positivity are highest in patients with high-
grade dysplasia and cancer (21-36).

Inactivation of p53 may be an early event in esophageal carcinogenesis (25). p53
protein overexpression detected by immunochemistry is an indirect method of detecting
a p53 gene mutation (30,47), but there is significant discordance between p53 protein
overexpression and the observation of a genetic mutation (15,36,37).

In addition to cancer-associated mutations, at least 10 polymorphisms have been
described in the p53 gene, both in coding and noncoding regions. Polymorphism is
characterized by the existence, in a population, of two or more alleles of a gene, with the
frequency of rarer alleles being greater than a recurrent mutation alone (usually greater
than 1%) (15).

1. OBJECTIVES:

1 — Estimate the prevalence of intestinal metaplasia of the cardia and of Barrett's
Esophagus in patients with gastroesophageal reflux submitted to an elective upper
digestive endoscopy.

2- Estimate the prevalence of p53 immunohistochemistry overexpression in a group of
patients with intestinal metaplasia of the cardia and Barrett's Esophagus.

3- Describe the molecular alterations of exons 5 to 8 of the p53 gene in a group of
patients with intestinal metaplasia of cardia and Barrett's Esophagus.

lll. METHODS AND CASES:

A total of 68 patients were studied. Endoscopic examinations were performed
between January 1997 and January 1998 at Moinhos de Vento Hospital — Porto Alegre -
state of Rio Grande do Sul — Brazil. Patients were undergoing endoscopy for standard

indications (symptoms of gastroesophageal reflux disease, or who were referred for
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other reasons) and were found to have inlet patches and/or digitiform projections of the
columnar-lined epithelium, as confirmed by endoscopic biopsy. All participating patients
gave written informed consent, which was approved by the Grupo de Pesquisa e Pds-
Graduagao — Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) and registered under
number 96304.

After oropharyngeal anesthesia and intravenous conscious sedation with
midazolan, routine upper endoscopic examination was performed using the GIF20
Olympus endoscope and all cases were photographed. The endoscopist measured the
distance of endoscopic landmarks (squamocolumnar junction, diaphragmatic
impression, lower esophageal sphincter) in centimeters from the patient’s incisors and
noted the presence and location of abnormal findings such as erosions, ulcers, islands
of intestinal metaplasia, long or short tongues and circumferential areas of intestinal
metaplasia in the esophagus. Esophagitis was graded using a modification of the
Savary-Miller endoscopic classification (44). Depending on the length of Barrett's
Esophagus, 4 to 8 biopsy specimens were obtained using a biopsy forceps. Biopsy
specimens were obtained from distal to more proximal areas to allow blood from biopsy
sites to trickle distally. Biopsies were performed at 1- to 2-cm intervals throughout the
length of the metaplastic mucosa to evaluate the presence of dysplasia. Separate
biopsies were performed on endoscopically visible lesions. We performed a combination
of circumferential antegrade biopsies and biopsies taken with the esophagoscope
retroflexed in the stomach. The location (distance in centimeters from the incisors) and
source (i.e., islands, tongues or circumferential areas of intestinal metaplasia and
gastroesophageal junction) of each biopsy were recorded (figure 1). The size of the
lesions was estimated using an opened biopsy forceps (8 mm open span).

The specimens were immediately placed in a 10% buffered formalin solution and

processed routinely by the pathologist of the same hospital (AnatPat Laboratory). All
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biopsy samples were stained with hematoxylin-eosine and Alcian-blue pH 2.5 (figure 2).
P53 immunohistochemical positivity was detected by the avidin-biotin-peroxidase
complex method, used according to the manufacturer's protocol (DO7 - DAKO).

Two pathologists who were unaware of the patients’ clinical history or previous
pathologic findings independently examined all specimens. These pathologists specified
the proportion of each type of epithelium in every specimen (i.e., specialized columnar,
junctional, fundic, or squamous). A biopsy result was considered “positive” if at least
10% of the specimen showed the typical villiform surface pattern and intestinal goblet
cells characteristic of specialized columnar epithelium. This cut-off served to standardize
the diagnosis of BE. Biopsies from a normal-appearing gastroesophageal junction have
been found to contain microscopic foci of intestinal metaplasia within cardiac mucosa, a
condition referred to as cardiac intestinal metaplasia (45,46,47). All of the specimens
had varying degrees of mild chronic inflammation, characterized by infiltration of the
submucosa with lymphocytes and plasma cells. Dysplasia was not present in any of the
specimens,

As regards the immunohistochemical expression of the p53 protein, cases
presenting more than 10% stained cells per microscope field at 400x magnification were
considered positive (figure 3). There was a high degree of agreement between the two
pathologists in terms of classification into the positive and negative categories: 87.8%,
with a kappa coefficient of 0.74. The doubtful cases were examined by a third
pathologist, who determined which were to be considered positive.

a) Molecular Analysis:
1- Blood and tissue DNA extraction — 10 ml of peripheral blood in EDTA was withdrawn
from controls (chronic esophagitis), CIM and BE individuals using the salting out

procedure described by Miller et al (48). The tissue of chronic esophagitis, BE and CIM
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patients collected by endoscopy was kept at -20° C until DNA extraction, carried out as
previously described.

2- Polymerase chain reaction (PCR) — Amplification of exons 5-8 of the p53 gene was
carried out through the PCR technique. For PCR, we used 0.2 mM dNTP (Sigma), 5 pL
ammonium buffer (16mM (NH;)2S0,, 67 mM Tris. HCL pH 8.8, and 0.1% Tween 20),
2Ul of DNA Taqg polymerase Gibco, 2mM MgCl,, 20 pmoles of specific primers designed
for the fragment to be amplified, to a final volume of 50uL. The sequence of primers (5’
to 3’) used was:

Exon 5 Forward - GTG CCC TGA CTT TCA ACT
5 Reverse - GGG CAA CCA GCC CTG TCG

Exon 6 Forward — CGT CTA GAA TTC CTC ACT GAT TGC TC
6 Reverse — CGG TCG ACA GTT GCA TAC CAG A

Exon 7 Forward — AGG CGC ACT GGC CTC ATCTT
7 Reverse — TCA GCG GCA AGC AGA GGC TG

Exon 8 Forward — GGA CAG GTA GGA CCT GATTTC CTT AC
8 Reverse — TGC ACC CTT GGT CTC CTC CAC

PCR conditions were: initial denaturation at 94 °C for 3 min., followed by 35 cycles
of 40 seconds at 94 °C denaturation, 55 °C annealing, and 72 °C extension, ending with a
final extension at 72 °C for 10 min. The amplified fragment of 350 pb was submitted to
2% agarose gel electrophoresis and visualized through ethidium bromide staining.
3- Single-Strand Conformation Polymorphism—SSCP - molecular analysis was carried
out using the SSCP technique, where an abnormal band pattern, after electrophorese in
non-denatured polyacrylamide gel, indicates an alteration in the primary DNA sequence.
Tissue samples from 27 patients with chronic esophagitis (controls) and blood samples
from unidentified donors, obtained from the HCPA Blood Bank, were used to determine

the normal band distribution pattern.
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4- Loss of Heterozygosity (LOH) and Genomic Instability (Gl) - Molecular analysis of
exons 5, 6, 7 and 8 of gene p53 were carried out using DNA extracted from blood and
tissue from individuals with Cardiac Intestinal Metaplasia and Barrett’'s Esophagus.
Individuals presenting heterozygous blood samples were examined for LOH, determined
when the tissue sample showed a loss of one of the alleles present the blood, using the
SSCP technique. Individuals presenting homozygous blood samples were examined for
IG, determined when the tissue sample showed a gain of an allele not present the blood,
using the SSCP technique (figure 4).

The statistical analysis of results was performed by the Pearson's chi-square
method in the EPI-INFO 6.1 software.

IV - RESULTS:

1. Estimation of prevalence of Barrett’s Esophagus (BE) and e Cardiac Intestinal
Metaplasia (CIM)

Sixty eight patients were examined, with the following histologic diagnoses: 27

cases with chronic esophagitis (39.7%), 21 cases with Barrett's Esophagus (30.9%), and

20 cases with Cardiac Intestinal Metaplasia (29.4%) (table ).

Table | - Frequency of histologic findings

Wstologic diagnosis Frequency Percentage (%)
Chronic esophagitis 27 39.7
Barrett’s Esophagus 21 30.9
Cardiac Intestinal Metaplasia 20 294
Total 68 100
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2. Immunohistochemical analysis of gene p53.

Forty one cases (21 BE and 20 CIM) were analyzed by the immunohistochemical
technique, of which 23 were positive cases (56.1%) and 18 negative (43.9%). There was
60.9% positivity (14 cases) among the BE cases, and 39.1% (9 cases) among the CIM

cases, which did not present a statistically significant difference between the groups

(p=0.28) (table II).

Table Il - Results of the p53 analysis by histologic diagnosis

Barrett’s Esophagus Cardiac Intestinal Metaplasia
p53 positive 14 9
p53 negative 7 11
~Total 21 20

p=0.28

3. Molecular analysis of the p53 gene - Exons 5, 6, 7 and 8.

Exons 5, 6, 7 and 8 of the gene p53 were analyzed by means of DNA extracted
from the blood and tissue of 41 patients (21 BE and 20 CIM), with the following
alterations observed:

In exon 5, 26 cases (63.4%) were observed with normal patterns (figure 5), and
15 cases (36.6%) with alterations (figure 6), these being 8 cases of genomic instability
(19.5%), 3 cases of loss of heterozygosity (7.3%), and 4 cases of altered bands,
probably due to mutation in that region (9.8%) (table lll).

In exon 7, 37 cases (90.2%) were observed with normal patterns (figure 9), and 4
cases (9.8%) with alterations (figure 10), these being 3 cases of genomic instability
(7.3%), and 1 case of loss of heterozygosity (2.4) (table IV). No alterations were

observed in exons 6 and 8, in either BE or CIM patients (figures 7 and 8).
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Table Il - Exon 5 alterations in the SSCP gel

SSCP band Frequency Percentage (%)
distribution
Normal 26 63.4
Genomic 8 19.5
instability
Loss of 3 7.3
heterozygosity
Unknown 4 9.8
alteration

Table IV — Exon 7 alterations in the SSCP gel

SSCP band Frequency Percentage (%)
distribution
Normal ar 90.2
Genomic 3 7:3
instability
Loss of 1 2.4

heterozygosity

It was observed that in 9 cases (56.25%) with BE and in 7 cases (43.75%) with

CIM, there were molecular alterations in the exons studied, with no statistically

significant difference between the two groups (p=1.0) (table V).
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Table V. Molecular and immunohistochemical alterations by histological type.

Cases | Sex Age | Type of SSCP Exon | p53
epithelium

1 Female 52 BE LOH 5 +
2 Male 20 BE LOH 5 -+
3 Male 54 BE LOH 5 +
B Male 33 BE LOH 7 +
5 Male 56 BE Gl 5 +
6 Female 34 BE Gl 5 +
7 Female 62 BE Gl 5and7 +
8 Male 55 BE Gl 5and 7 +
9 Male 12 BE Unknown 5 -
10 Male 71 CIM Gl 5and 7 +
11 Male 80 CiM Gl 5 -
12 Male 36 CIM Gl 5 +
13 Female 53 CIM Gl 5 +
14 Male 31 CIM Unknown 5 +
15 Male 63 CIM Unknown 5 -
16 Male 68 CIM Unknown 5

BE = Barrett's Esophagus CIM = Cardiac Intestinal Metaplasia

V -DISCUSSION:

In our study we observed among 68 patients: 39.7% Chronic Esophagitis (27
cases); 30.9% Barrett's Esophagus (21 cases) and 29.4% Cardiac Intestinal Metaplasia
(20 cases). Although the prevalence of Barrett's Esophagus is described as 10-12%
(49), our study observed a higher frequency (30.9%). This could be explained by the
higher referral rate of these patients for endoscopy, and by the small sample studied.

In our study, p53 positive expression was 56.1% (23/41 patients). We observed
that overexpression of p53 protein was a common event in Cardiac Intestinal Metaplasia
(39.1%) and in Barrett's Esophagus (60.9%) but there was no difference between the
groups (p=0.28). Most of the published work on p53 in Barrett's Esophagus is based on
immunohistochemical staining of p53 protein. Unfortunately, this test is not accurate
enough to screen for mutations, and has a low sensitivity, with roughly 65% of patients

with invasive carcinoma being p53 positive (34, 49).
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It is possible that the accumulation of p53 in tumor cells may, in some cases,
indicate the existence of a regulatory defect rather than mutations in the protein-coding
sequence of the gene. Several investigators (50, 51, 52, 53) have found discrepancies
between p53 protein expression and mutation status. In some cases, weak
immunostaining could also represent normal cell cycle fluctuations in p53 protein levels,
as indicated in some reports (54, 55).

Immunohistochemistry may show positive staining for p53 in cells that do not
have p53 mutations (36, 37). Overexpression of the p53 protein does not correlate with
p53 mutation (29, 34). A p53 mutation may exist without protein overexpression (35).

In our study the alterations observed in molecular analysis could be due to
polymorphisms, loss of heterozygosity, genomic instability or other unknown alteration
present in exons 5 to 8. Among the exons studied, alterations were observed in 39.02%
(16/41) of cases, with 12 patients showing alteration in exon 5 only, one in exon 7 only,
and 3 in exons 5 and 7. Exons 6 and 8 showed no alteration in any of the patients.

About 90% of mutations reported in the p53 database are found in the core
domain. This proportion may be overestimated, since many investigators have limited
their analysis to exons 5 to 8. Mutations at five “hotspot” codons (175, 245, 248, 249 and

273) represent about 20% of all mutations found so far (56).

Several explanations have been proposed for the inability to detect any p53
genomic abnormality in esophageal adenocarcinoma: 1) mutations of the p53 gene may
not be a systematic occurrence in this type of cancer; 2) mutations may occur in other
exons of the gene, which have not been studied; and 3) tumor samples may contain
inflammatory and stromal cells carrying normal DNA, and a mutation might be masked
by the wild type sequence of the p53 gene (6, 15). If samples used for analysis

contained relatively few “abnormal” cells in relation to normal cells, this could cause the
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wild type sequence to “drown out’ the mutant sequence (18, 32). cDNA sequencing
might also fail to detect a mutation if the alteration is located in a position
disadvantageous for proper primer (¢cDNA or PCR). This risk would be greatest at the
extreme ends of the p53-coding region (15,18). Otherwise, clonal divergence, reflecting
the histological heterogeneity of Barrett's mucosa, is suggested by the fact that changes
do not occur at all biopsy sites in each patient. Probably, the best way to minimize this

risk is through the microdissection technique or PCR in situ (18).

Several DNA sequence variants (polymorphisms) have been observed in the
human population. In the p53 gene, only two of these variants alter the amino-acid
sequence at exon 4 (codon 47 and codon 72). There are polymorphisms at exons 2
(codon 21), 4 (codon 36) and 6 (codon 213) that do not alter the amino-acid sequence
(56).

Little is known about the genetic events occurring in the metaplastic epithelium
before dysplasia develops. Currently, the predictive value of p53 positivity in non-
dysplastic Barrett's epithelium is unknown. Loss of p53 function plays a major and
common role in the transition from Barrett's metaplasia to dysplasia to cancer. As yet,
there is no evidence that identifying loss of p53 function is important in the outcome of
patients with Barrett’s Esophagus and adenocarcinoma (15).

In view of the results, with the frequent existence of loss of heterozygosity and
genomic instability, an association between these events and Barrett's Esophagus is
suggested. The analysis of other exons of the p53 gene is essential to check for the
occurrence of these events in other regions of the gene, in addition to characterizing
possible mutations in this group of patients, thus contributing to a better understanding

of the progression of esophageal adenocarcinoma.
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At the current time, reliable, informative genetic testing, ready for application to
broad segments of the population, is an unrealized goal. For example, in Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer (HNPCC), even in families that meet the Amsterdam
criteria, gene testing is expensive and the probability of testing positive is low. The cost
barriers to genetic testing, including insurance and employment discrimination, and the
uncertainties in yield have coalesced to make genetic testing for predisposition to cancer
a rare event nationwide. As the methodology for testing improves, however, and as
better appreciation of the significance and meaning of a positive or negative test result

ensues, conditions for increased use of genetic testing could emerge (57).
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FIG. 1 - BARRETT'S ESOPHAGUS - ENDOSCOPIC ASPECTS



FIG. 2- BARRETT'S ESOPHAGUS - ALCIAN-BLUE pH 2,5 STAIN

FIG. 3 - BARRETT'S ESOPHAGUS - p53 POSITIVE IMMUNOHISTOCHEMISTRY)
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RESUMO:

Introdug&o: O aumento da expressao da proteina p53 e a presenca de mutagao do gene
p53 sdo as alteragdes genéticas mais comuns nos tumores malignos humanos,
entretanto a importancia clinica desses achados ainda é controversa.

Objetivos: Estimar a prevaléncia da Metaplasia Intestinal da Cardia (MIC) e do Esofago
de Barrett (EB), estimar a prevaléncia do aumento na expressao da proteina p53 e
descrever as alteracdes moleculares nos éxons 5 a 8 do gene p53 em um grupo de
pacientes com MIC e EB.

Métodos e Casos: Foram estudados 68 pacientes com diagnostico de esofagite cronica
(27), Eséfago de Barrett (21) e Metaplasia Intestinal da Cardia (20). Na analise
imunohistoquimica, foram utilizados anticorpos monoclonais DO-7 (DAKO). No estudo
molecular, foi extraido DNA de sangue e de tecido esofagico de todos pacientes e os
fragmentos correspondentes aos éxons 5 a 8 do gene p53 foram amplificados pela PCR
e ap6s analisados pela técnica de SSCP.

Resultados: O estudo imunohistoquimico foi realizado em 20 casos de MIC e 21 casos
de EB, observando-se uma positividade total de 56,1% (23/41), sendo 9 casos com MIC
(39,1%) e 14 casos (60,9%) de EB (p=0,28). Observou-se 15 casos alterados (36,6%)no
éxon 5, sendo 8 pacientes (19,5%) com instabilidade genomica (IG), 3 pacientes (7,3%)
com perda da heterozigosidade(LOH) e 4 pacientes(9,8%) com alteragao desconhecida.
Em relacédo ao éxon 7, observou-se 4 casos alterados (9,8%): 3 pacientes (7,3%) com
IG e 1 paciente (2,4%) com LOH. Nenhuma alteracao foi encontrada nos éxon 6 e 8
Conclusées: O aumento na expressao da proteina p53 € um evento comum na MIC e
no EB. As alteracdes moleculares observadas podem ser devido a polimorfismos, a
perda da heterozigosidade, a instabilidade genomica ou por outras alteracdes presentes

nos éxons 5 a 8 desse gene.

Palavras-chave: p53, Metaplasia Intestinal da Cardia, Esofago de Barrett.
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| - INTRODUCAOQO

O Esofago de Barrett (EB) € uma seqiela da esofagite cronica de refluxo e
desenvolve-se como uma resposta ao dano a mucosa, induzida pelo refluxo
gastroesofagico . Esta entidade clinica ocorre quando ha a substituicdo do epitélio
escamoso simples por um epitélio colunar metaplasico (1,2,3). Ela € considerada uma
condicdo predisponente ao adenocarcinoma de eséfago em cerca de 10% dos

pacientes afetados (1,2).

O risco anual de carcinoma de eséfago em pacientes com metaplasia intestinal
especializada é aproximadamente 1%, sendo pelo menos 30 vezes maior que a
populagdo em geral (4,5). Entretanto, a exata magnitude do risco ¢ dificil de estimar, e a
incidéncia da transformacdo maligna é relativamente baixa. O adenocarcinoma
originado a partir do Eséfago de Barrett freqlientemente se manifesta em um estagio
incuravel e mais de 90% dos casos irdo ao obito por essa doenga (6,7). Infelizmente, a
incidéncia do adenocarcinoma esta aumentando tanto nos Estados Unidos (8) como na

Europa (9).

Pelo fato da incidéncia do adenocarcinoma esofagico estar aumentando mais
rapidamente do que qualquer outra neoplasia maligna, muitos autores tém
exaustivamente ressaltado a importancia da investigacdo endoscopica anual (10).
Entretanto, um estudo observacional, apés um programa de vigilancia endoscopica de
10 anos, em pacientes com Eséfago de Barrett, demonstrou que essa estratégia tem

valor limitado (11).

A patogénese da Metaplasia Intestinal da Cardia , do Esofago de Barrett de
Segmento Curto e do Esofago de Barrett de Segmento Longo é pouco conhecida. Além

disso, essas condigdes sao dificeis de distinguir umas da outras, baseando-se somente
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em critérios endoscopicos e histopatolégicos. Infelizmente, estudos imunofenotipicos
também ndo conseguem distinguir tais condi¢gdes (12,13). O adenocarcinoma do
esbéfago e da cardia tém uma frequéncia e um espectro de mutagdes no gene p53
similares, sugerindo que estes tumores tenham uma fisiopatogenia comum. Deve-se
determinar a utilidade da detecca@o dessas mutagdes nesse gene tanto na MIC como no

EB (8,9,11).

Durante a evolugéo do Esdfago de Barrett ao adenocarcinoma sao observadas
inumeras alteragées gendémicas numéricas e estruturais. A falta de um denominador
genético comum indica que um grande numero de alteragoes génicas possam estar

envolvidas na progressao para o adenocarcinoma (14).

Existem muitos genes relacionados & carcinogénese, mas a descoberta da
fungdo do gene p53 foi 0 maior avango no entendimento da biologia molecular do
cancer, pois este gene supressor tumoral esta relacionado a regulacao do ciclo celulare
exerce um importante papel em diversos tumores solidos (15,16, 17, 18, 19, 20).

O gene p53 compreende um DNA gendmico de aproximadamente 20kb, contém
11 éxons e esta localizado no brago curto do cromossoma 17. Codifica uma
fosfoproteina nuclear constituida por 393 aminoacidos, que tem varias fungdes tais
como a regulagéo do ciclo celular, a diferenciagéo celular e a apoptose (15).

Mais de 90% das mutagdes descritas no gene p53 estéo situadas entre os éxons
4 e 9, que engloba os dominios II-V da proteina. Esta regiao € altamente conservada
evolutivamente e envolve o dominio de ligagdo ao DNA, essencial para a atividade do
p53 (15,19,20).

Além das mutagdes de ponto, a perda de heterozigosidade (LOH) € um evento
comum e precoce na maioria dos canceres. Este evento é utilizado para descrever a

perda de material cromossomico que, como consequéncia, deixa a célula com apenas
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um alelo de um gene mutante. Se a regido deletada contém um gene supressor
tumoral, este evento pode levar ao cancer. Regides cromossdmicas com frequentes
perdas de heterozigosidade (LOH) podem apontar os genes de maior susceptibilidade e

ajudar no entendimento dos eventos moleculares envolvidos na carcinogénese (15).

A proteina p53 normal (wild-type) tem uma meia-vida curta e é indetectavel pela
técnica de imunohistoquimica. Muitas mutagdes no gene p53 resultam em uma proteina
com uma meia-vida prolongada, que se acumula na célula. Este acumulo € a base para
a detecgdo imunohistoquimica do aumento da expressao desta proteina. Este método e
barato, rapido, facil de realizar e disponivel na maiora dos laboratérios, quando
comparado a outras técnicas (15). A positividade em pacientes com displasia de alto
grau e neoplasia é alta (21-36). A identificagdo, pela imunohistoquimica, do aumento na
expressio da proteina p53 é um método indireto de deteccdo da mutagao no gene p53
(15,35), mas existe uma significativa discordancia entre 0 aumento na expressao da

proteina e a presenga de mutagdes no gene p33 (15,36,37).

Além de mutagdes associadas ao cancer, pelo menos 10 polimorfismos ja foram
descritos no gene p53, tanto em regides codificantes quanto nao-codificantes do gene
(38-43) . O polimorfismo se caracteriza pela existéncia, em uma populagéo, de dois ou
mais alelos de um gene, sendo que a freqiiéncia dos alelos mais raros € maior do que

uma mutagao recorrente sozinha, em geral maior que 1% (15).
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Il - OBJETIVOS

1. Estimar a prevaléncia de Esdfago de Barrett ou Metaplasia Intestinal da Cardia em
pacientes com doenga do refluxo gastroesofagico submetidos a Endoscopia Digestiva
Alta eletiva no Hospital Moinhos de Vento.

2. Estimar a prevaléncia da expressao da proteina p53 através de técnicas
imunohistoquimicas em pacientes com diagnostico de Esofago de Barrett ou Metaplasia

Intestinal da Cardia

3. Descrever as alteragdes moleculares nos éxons 5 a 8 do gene p53 em pacientes com

diagnéstico de Eséfago de Barrett ou Metaplasia Intestinal da Cardia.

Il - METODOS E PACIENTES

Foram estudados 68 pacientes que realizaram endoscopia digestiva alta, entre
janeiro de 1997 a janeiro de 1998, no Hospital Moinhos de Vento em Porto Alegre - RS.
Estes pacientes apresentavam sintomas de refluxo gastroesofagico ou foram
encaminhados para realizar o exame por outras indicacdes. Foram identificadas ilhotas
de mucosa elou projecdes digitiformes de epitélio colunar especializado, que foi
confirmado pelo estudo histopatolégico. Todos os pacientes participantes assinaram um
termo de consentimento que foi submetido e aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pos-
Graduacéo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Comissdes Cientifica e de Etica) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, registrado sob nimero 96304.

Apds a anestesia topica da orofaringe e a sedagdo com midazolan endovenoso,
o exame endoscopico de rotina foi realizado com a utilizacdo do videoendoscopio da
marca Olympus, fotografando-se todos os casos. Foi registrada a distancia de alguns

marcos endoscopicos referenciais (jungao escamocolunar e pincamento diafragmatico)
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em centimetros desde a arcada dentaria superior e anotadas a presenca e a localizagao
dos achados endoscopicos anormais como erosoes, tlceras, ilhotas de metaplasia
intestinal, linglietas longas e curtas de mucosa metaplasica e areas circunferenciais de
metaplasia intestinal. A esofagite de refluxo foi graduada de acordo com a Classificagao
de Savary-Miller modificada (44). Dependendo da extensdo das linguetas no Esdfago
de Barrett foram colhidas 4 a 8 amostras de biopsia, colhendo-se inicialmente na area
mais distal em direcdo & porgdo mais proximal, para evitar que o sangue cobrisse a
zona a ser biopsiada. Foram realizadas biopsias em intervalos de 1 a 2 cm nas areas de
mucosa metaplasica a fim de avaliar a presenca de displasia. Foram realizadas biopsias
sob visdo direta e através da retroversdo do endoscépio dentro do estobmago. A
localizagéo (distancia em centimetros desde os dentes incisivos) e o tipo de alteragao
(ilhotas, projecdes digitiformes e areas circunferenciais de metaplasia intestinal) de cada
amostra de biopsia foram registradas, como ilustra a figura 1. O tamanho das lesdes foi
estimado usando-se como parametro a pinga de biopsia aberta (8 mm).

As amostras foram fixadas em solugdo de formalina zincada a 10% e apos
emblocados em parafina. Foi realizada a coloragao convencional (hematoxilina-eosina)
e a de Alcian-Blue pH 2,5, como pode ser visto na figura 2. Através da técnica
imunohistoquimica, utilizaram-se os anticorpos monoclonais DO7, que reconhecem a
forma integra (wild-type) e mutante do p33. Para determinar a positividade destes
anticorpos empregou-se o meétodo ABC (complexo avidina-biotina-peroxidase) de
acordo com o protocolo do fabricante (Dako). Os anticorpos foram usados na diluicao
de 1:1.000 a 1:750 e o procedimento foi executado no laboratério AnatPat no Hospital
Moinhos de Vento.

Todas as laminas foram analisadas por 2 patologistas independentes, tanto para o
diagnostico histolégico, como para a positividade da expressdo imunohistoquimica da

proteina p53 e que especificaram a proporgéo de cada tipo de epitélio em cada amostra
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de bidpsia (i.e. epitélio colunar especializado, juncional, fundico e escamoso). Foi
considerado positivo se pelo menos 10% da amostra apresenta um padrao viliforme
tipico, com células caliciformes caracteristicas do epitélio colunar especializado, para
padronizar o diagnéstico de Esofago de Barrett. As bidpsias, que continham focos de
metaplasia intestinal dentro da mucosa da cardia, obtidas de uma jungao
esofagogastrica aparentemente normal, foram consideradas como Metaplasia Intestinal
da Cardia (45,46,47). Todas as biopsias apresentaram graus variados de inflamagao
crénica, caracterizados pela infiltragdo de linfocitos e células plasmaticas na
submucosa. Nao foi identificada displasia em nenhuma das amostras.

Foram considerados positivos 0s casos que apresentaram mais de 10% de células
coradas por campo microscépico de 400 aumentos. Classificando-se nas categorias
positiva (figura 3) e negativa para a expressao do p53 a imunohistoquimica, houve um
grau elevado de concordancia entre o0s dois patologistas, ficando em 87,8%, com um
coeficiente kappa = 0,74. Os casos duvidosos foram vistos por um terceiro patologista
de reconhecida experiéncia (JCP), que determinou quais 0s casos seriam positivos ou
negativos.

Investigacao Molecular:

1-Extracdo do DNA gendmico (sangue e tecido) — As amostras de tecido esofagico
foram retiradas por bidpsia endoscépica e foram colhidos 10mL de sangue de cada
paciente, sendo colocado em tubo com EDTA. Apos foi realizada a extragcdo do DNA,
tanto do sangue quanto do tecido. Foi utilizado o método de precipitagédo por sais,
descrito por Miller et al., 1988 (48). O DNA foi conservado em uma solugéo de Tris-
EDTA (Tris-HCI 10mM pH 7,5 e EDTA 1mM pH 8) a temperatura de — 20°C. O tecido foi
mantido a temperatura de -20°C até a realizagao da extragdo de DNA.

2- Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) - Seguiu-se com a amplificagao dos éxons

5 a 8 do gene p53, utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Na
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PCR, foi utilizado em cada tubo 0,2 mM de DNTP Sigma, 5uL de tampao de amdnio
(16mM de (NH.)>SO4, 67mM de Tris.HCI pH 8.8 e 0,1% de Tween 20), 2 Ul de DNA Taq
polimerase (Gibco), 2mM de MgCly, 20pmoéis de primers especificos para o fragmento
(Gibco BRL) a ser amplificado, para um volume final de 50 uL. A sequéncia dos primers
(5'to 3’) utilizados foi:

Exon 5 Forward - GTG CCC TGA CTT TCA ACT
5 Reverse - GGG CAA CCA GCC CTG TCG

Exon 6 Forward — CGT CTA GAA TTC CTC ACT GAT TGC TC
6 Reverse — CGG TCG ACA GTT GCA TAC CAG A

Exon 7 Forward —- AGG CGC ACT GGC CTC ATC TT
7 Reverse — TCA GCG GCA AGC AGA GGC TG

Exon 8 Forward — GGA CAG GTA GGA CCT GAT TTC CTT AC
8 Reverse — TGC ACC CTT GGT CTC CTC CAC

Utilizou-se um programa com desnaturagdo inicial de 94°C por 3 minutos,
seguido por 35 ciclos de 40 segundos, com 94°C de desnaturagdo, 51- 55°C de
temperatura de anelamento (conforme o éxon) e extensdo a 72°C, com extens&o final de
72°C por 10 minutos. O fragmento amplificado foi visualizado pela técnica de
eletroforese em gel de agarose 2%, corado com 3ulL de brometo de etidio. O produto
amplificado foi armazenado a uma temperatura de 4°C até a analise.
3- Analise de Conformagdo de Cadeia Simples (Single-Strand  Conformation
Polymorphism — SSCP): A analise molecular foi realizada utilizando-se a técnica de
SSCP, em que um padrdo anormal de bandas, apos a eletroforese em gel de
poliacrilamida nao-desnaturante, indica uma alteracédo na sequéncia primaria no DNA.
Para determinar o padrao normal de distribuicao das bandas no gel de SSCP foram
consideradas as amostras de tecido de 27 pacientes com esofagite crbnica (casos
controles) e de sangue de doadores nao-identificados obtidos no Banco de Sangue do

HCPA.
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4- Analise da Perda da Heterozigosidade (LOH) e Instabilidade Gendmica (GI)

Foi realizada a analise molecular dos éxons 5, 6, 7 e 8 do gene pS3 a partir do DNA
extraido de sangue e tecido dos individuos com Metaplasia Intestinal da Cardia e com
Eséfago de Barrett. Em relagdo & analise de perda de heterozigosidade (LOH), foram
considerados os individuos que apresentaram padrdo heterozigoto no sangue,
correlacionando-o com os achados no tecido. Pela técnica de SSCP, foi considerada
perda de heterozigosidade (LOH) quando ocorreu o desaparecimento de uma banda ao
gel de SSCP, representando a perda de um dos alelos no tecido esofagico, em
comparagao ao numero de bandas contidas nas amostras do sangue dos pacientes. Na
analise de instabilidade gendémica (IG) foram considerados apenas 0s individuos
homozigotos no sangue. Foi considerado IG quando ocorreu o ganho de um alelo no
tecido, quando comparado ao sangue, pela técnica de SSCP. Outras alteragées, na
distribuicio das bandas no gel de SSCP, observadas no tecido em relag@o ao sangue,
podem ser atribuidas a provaveis mutagdes, sendo consideradas na analise dos
resultados, como alteragées desconhecidas. Tais alteracoes sao exemplificadas na
figura 4. O seqienciamento (cDNA) seria o método ideal para a identificacao da
natureza dessas alteracoes.

A analise estatistica dos resultados foi realizada pelo Método de Qui-quadrado

de Pearson no programa EPI-INFO 6.1.

IV — RESULTADOS

1. Resultados dos exames endoscépico e histopatolégico.
Foram estudados 68 pacientes com os seguintes diagnosticos histologicos: 27
casos com esofagite cronica (39,7%), 21 casos com Esofago de Barrett (30,9%) e 20

casos com Metaplasia Intestinal da Cardia (29,4%), conforme tabela l.



Tabela I — Freqiiéncia de acordo com os achados histologicos

Dié'lg'n-n'f;stico hiéfolégibg

Freqiiénéia Absoluta

| Percentual (%)
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Esofagite cronica

27 39,7
Esofago de Barrett 21 309
Metaplasia Intestinal da Cardia 20 294
Total 68 100

2. Analise imunohistoquimica do gene p53.

Foram analisados 41 casos (21 EB e 20 MIC) atraves da técnica de

imunohistoquimica, identificados 23 casos positivos (56,1%) e 18 casos negativos

(43,9%).

Nos casos de EB, houve uma positividade de 60,9% (14 casos) & 39,1% (9 casos)

na MIC de a imunohistoquimica, ndo se observando diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos (p=0,28),conforme tabela II.

Tabela Il — Resultados do p53 de acordo com diagnéstico histologico

P53 Positivo | P53 negativo | Total
Esofago de Barrett 14 7 21
Metaplasia Intestinal 9 11 20

Da Cardia

Chi-Square=1,17 p=0,28
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3. Analise da molecular do gene p53 —Exons 5,6,7 e 8.

Foram analisados os éxons 5, 6, 7 e 8 do gene p53 através do DNA extraido de
sangue e tecido de 41 pacientes (21 casos de EB e 20 casos de MIC), e observadas as
seguintes alteragoes:

No éxon 5 foram observados 26 casos (63,4%) com padroes normais de
distribuicido das bandas (fotografia 5) e em 15 casos (36,6%) foram observadas
alteracdes (fotografia 6), tais como 8 casos de instabilidade genomica (19,5%), 3 casos
de perda de heterozigosidade (7,3%) e 4 casos padroes de bandas alterados
provavelmente devido & mutagédo naquela regido (9,8%), conforme se observa na tabela
Ml

Em relagdo ao éxon 7, observou-se uma distribuicdo normal das bandas no gel
de SSCP em 37 casos (90,2%) e 4 casos alterados (9,8%), sendo 3 casos de
instabilidade genémica (7,3%) e 1 caso de perda de heterozigosidade (2,4%), como
pode ser visto na tabela IV e nas figuras 7 e 8.

N&o foram observadas alteracdes nos éxons 6 e 8 tanto nos casos de Esofago

de Barrett como na Metaplasia Intestinal da Cardia (figuras 9 e 10).

Tabela III — Alteracdes no éxon 5 no gel de SSCP

Distribui¢ao das Freqiiéncia Freqiiéncia
bandas no SSCP Absoluta Relativa (%)
Normal 26 634

Instabilidade 8 19,5
gendomica
Perda de 3 7.3
heterozigosidade
Alteracao 4 9.8

desconhecida
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Tabela IV — Alteracoes no éxon 7 no gel de SSCP

Distribui¢io das Freqiiéncia Freqiiéncia
bandas no SSCP Absoluta Relativa (%)
Normal 37 90,2

Instabilidade 3 7.3
gendomica
Perda de 1 2.4
heterozigosidade

Foi observado que em 9 casos (56,25%) com EB e em 7 casos (43,75%) de
MIC houve alteragdes moleculares nos éxons estudados, néo ocorrendo diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,845) como pode ser visto na tabela V

Tabela V. Alteracdes moleculares e imunohistoquimicas de acordo com o
tipo histolégico

Casos Sexo |ldade| Tipo de epitélio SSCP Exon | p53
1 Feminino | 52 EB LOH 5 +
2 Masculino | 20 EB LOH 5 +
3 Masculino | 54 EB LOH 5 +
4 Masculino | 33 EB LOH 7 +
5 Masculino | 56 EB IG 5 +
6 Feminino 34 EB IG 5 +
7 Feminino 62 EB IG 5e7 +
8 Masculino | 55 EB 1G 5e7 +
9 Masculino | 72 EB Desconhecida 5 -
10 |Masculino| 71 | MIC ) IG | 5e7 +
11 Masculino | 80 MIC IG 5 -
12 Masculino | 36 MIC 1G 5 +
13 Feminino | 53 MIC IG 5 +
14 Masculino | 31 MIC Desconhecida 5 +
15 Masculino | 63 MIC Desconhecida 5 -
16 Masculino | 68 MIC Desconhecida 5 +

EB = Esofago de Barrett MIC = Metaplasia Intestinal da Cardia

LOH = Perda da Heterozigosidade IG = Instabilidade Gendémica

Desconhecida = Alteragdo desconhecida  p= 0,845
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V — DISCUSSAO

Observamos em nosso estudo 68 pacientes: 39,7% de esofagite cronica (27

casos), 30,9% de Esdfago de Barrett (21 casos) e 29,4% de Metaplasia Intestinal da

Cardia (20 casos).

Apesar de ser descrita uma prevaléncia de 10-12% de Esodfago de Barrett em
pacientes com queixas de refluxo (49) , em nosso estudo, observou-se uma alta
frequéncia (30,9%). Isso pode ser explicado por uma maior referéncia de pacientes

sintomaticos para fazer endoscopia e pela pequena amostra de pacientes estudados.

A positividade para a expressao da proteina p53 foi de 56,1% (23/41 pacientes)
observando-se que o aumento da expressdo da proteina foi um evento comum na
Metaplasia Intestinal da Cardia (39,1%) e no Eso6fago de Barrett (60,9%). Apesar disso,

nao se observou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,28).

A maioria dos trabalhos publicados sobre o p53 em pacientes com Esofago de
Barrett é baseada em estudos imunohistoquimicos. Infelizmente, esta técnica néao
apresenta acuracia suficiente para identificar mutagdes, pois tem baixa sensibilidade,

com uma positividade em torno de 65% em pacientes com carcinoma invasor (34,49).

E possivel que o acumulo do p53 em células tumorais pode, em alguns casos,
indicar a existéncia de um defeito regulatério na sequéncia codificadora de proteinas ao
invés de mutagdes no gene. Muitos investigadores (50-55) tém observado discrepancias
entre a expressdo da proteina p53 e a presenga de mutagoes. Em alguns casos, uma
coloracéo fraca pode representar a flutuagéo normal nos niveis da proteina p53 no ciclo

celular (54,55).
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A técnica de Imunohistoquimica pode exibir uma positividade na expressao da
proteina em células que ndo apresentam mutagdes na p53 (36,37). O aumento da
expressado da proteina ndo se correlaciona com a mutagao (29,34), uma vez que esta

mutagao pode existir sem aumento da expressao da proteina (35).

Em nosso estudo, as alteragdes observadas na analise molecular podem ser
devido a polimorfismos, & perda da heterozigosidade, a instabilidade gendmica ou
outras alteracdes presentes nos éxons 5 a 8. Observaram-se alteragées moleculares
em 39,0% (16/41) dos casos nos éxons estudados, sendo que em 7 pacientes as
alteragdes foram no éxon 5 e em 1 caso no éxon 7 e em 3 pacientes as alteragdes
ocorreram nos éxons 5 e 7. Nao foram identificadas alteragdes nos exon 6 e 8 em

nenhum dos individuos examinados.

Cerca de 90% das mutagoes relatadas encontra-se nas regioes de dominio de
ligagao ao DNA do gene p53. Esta proporgao pode ser superestimada, ja que a maioria
das investigagdes limita suas andlises aos éxons 5 a 8. Mutagdes em cinco cédons
considerados "hot spots" (175,245,248,249e 273) representam cerca de 20% das

mutagdes descritas (56).

Diversas explicagoes tém sido propostas para justificar a inabilidade de detectar
anormalidades gendmicas no adenocarcinoma: 1) mutacdes no gene p53 podem nao
ser uma ocorréncia sistematica neste tipo de neoplasia; 2) mutagdes podem ocorrer em
outros éxons do gene, que ndo foram estudados; ou 3) a amostra do tumor pode
apresentar células inflamatérias e do estroma contendo DNA normal; dessa forma, a
mutacéo pode ser mascarada por uma seqiiéncia normal do gene pS3 (6,15), porque se
a amostra utilizada para a analise contiver uma quantidade relativamente pequena de

células tumorais, em relagdo as células normais, pode ocorrer a amplificagéo
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preferencial da seqiiéncia normal (wild-type) em relagao a sequéncia mutante (18,32). O
seqiienciamento (cDNA) também pode falhar na deteccao de mutagdes se a alteragao
estiver localizada em uma posigéo desvantajosa ao primer (cDNA ou PCR). Este risco
pode ser maior nas porgoes extremas das regides codificantes do p53 (15,18). Por outro
lado, observam-se divergéncias clonais, refletindo a heterogeneidade da mucosa do
Barrett, pelo fato das mudangas nao ocorrerem em todas as areas da biopsia.
Provavelmente, a melhor forma de minimizar este risco € através da técnica de

microdisseccgdo ou PCR in situ (18).

Muitas variantes sequenciais do DNA (polimorfismos) tém sido descritas. No
gene p53 apenas duas dessas variantes alteram a sequiéncia dos aminoacidos no éxon
4 (cédon 47 e codon 72). Existem polimorfismos no éxon 2 (codon 21), no éxon 4
(codon 36) e no éxon 6 (cédon 213) que nao alteram a seqiiéncia de aminoacidos (56).
Pouco se sabe sobre eventos genéticos ocorridos no epitélio metaplasico antes do
desenvolvimento da displasia. O valor preditivo da positividade do p53 no epitélio de
Barrett ndo displasico é desconhecido. A perda da fungdo do p53 representa um
importante papel na transicdo da metaplasia intestinal caracteristica do Eséfago de
Barrett para a displasia do cancer. Entretanto, até o momento, ndo ha evidéncias que
provem que a perda da fungao do gene seja importante na evolugéo dos pacientes com
Esoéfago de Barrett para o adenocarcinoma (15).

Diante dos resultados encontrados, com a presenca frequente da perda
de heterozigosidade e da instabilidade gendmica, poderiamos sugerir uma associacao
entre estes eventos e o Esdfago de Barrett. A analise de outros éxons do gene p53 é de
fundamental importancia para verificar a existéncia destes eventos em outras regides do
gene, além da caracterizagao de possiveis mutagdes neste grupo de pacientes,

contribuindo para um melhor entendimento da progresséo do carcinoma esofagico.
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Até o presente momento, testes genéticos informativos, prontos a serem
aplicados em grandes segmentos da populagéo, ainda sao uma realidade distante. Por
exemplo, no cancer colo-retal ndo polipdide hereditario, mesmo em familias que
preencham os critérios de Amsterda, os testes genéticos sao caros, com uma baixa
positividade, além de existir resisténcia nas empresas de seguro-saude, risco de
discriminagdo entre empregadores e a incerteza destes testes demonstrarem a
predisposicdo ao cancer, numa pequena amostra da populagdo afetada . O
aprimoramento na metodologia desses testes, com uma melhor interpretacado dos
resultados, permitira um adequado uso diagnostico e uma melhora no prognostico dos

pacientes (57).
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FIGURA 1 - ALTERACOES ENDOSCOPICAS SUGESTIVAS DE ESOFAGO DE BARRETT.



FIGURA 2 - ESOFAGO DE BARRETT - ALCIAN-BLUE pH 2,5

FIGURA 3 - ESOFAGO DE BARRETT p53 POSITIVO
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FIGURA 4 - REPRESEI)T’I‘ACAO ESQUEMATICA DAS
ALTERAGOES MOLECULARES DO GENE p53



FIGURA 6 - ALTERACOES MOLECULARES NO EXON 5
CASO 1 - INSTABILIDADE GENOMICA (IG)
CASO 2, 3, 4 - PERDA DE HETEROZIGOSIDADE (LOH)
CASO 5 - ALTERAGAO DESCONHECIDA (PROVAVEL MUTAGAO)



FIGURA 7 - PADRAO NORMAL EXON 7
1 2 3 4

FIGURA 8 - ALTERACOES MOLECULARES EXON 7

CASO 1 - PERDA DE HETEROZIGOSIDADE (LOH)
CASO 2, 3, 4 - INSTABILIDADE GENOMICA (IG)



FIGURA 7 - PADRAO NORMAL EXON 7
1 2 3 4

FIGURA 8 - ALTERACOES MOLECULARES EXON 7

CASO 1 - PERDA DE HETEROZIGOSIDADE (LOH)
CASO 2, 3, 4- INSTABILIDADE GENOMICA (1G)



FIGURA 9 - PADRAO NORMAL EXON 6

FIGURA 10 - PADRAO NORMAL EXON 8
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Anexo 1. TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PESQUISA EM PACIENTES.

Gostariamos de explicar para vocé alguns aspectos do trabalho de
pesquisa que estamos fazendo e entdo perguntar-lhe se nos ajudara com a sua
participacao.

Um dos objetivos deste trabalho é detectar alteragbes no esdfago que
apresentam riscos para desenvolver cancer. Através da Endoscopia Digestiva
sera colhido um pequeno fragmento do revestimento do esofago, chamado de
bidpsia, que € indolor e tem a finalidade de detectar a presenca de alteracoes de
risco como por exemplo o Eséfago de Barrett.

Os procedimentos realizados na pesquisa constam de uma entrevista
que colhera dados referentes as suas condicées de saude. Sera borrifado um
anestesico local na garganta, dando a sensacéo que a saliva esta mais espessa
€ a garganta "adormecida”. Este efeito dura cerca de 1hora apds o exame. Apds
sera ministrada pela veia uma medicagdo sedativa (chamada Dormonid —
midazolan), que fara com que o Sr (a) durma durante o periodo do exame. Seré
realizada a endoscopia digestiva com bidpsias da mucosa esofagica, sendo
colhidos 6 a 8 (seis a oito) fragmentos da mucosa do esofago. A colheita destes
fragmentos faz parte da rotina de investigaco das doencas do esodfago e levara
cerca 3 a 5 minutos no procedimento. A endoscopia digestiva sera sempre
realizada quando o paciente apresentar condigOes clinicas adequadas , em sala
com profissionais (médico e de enfermagem) treinados. Em relagdo ao risco de
complicacées da bidpsia neste estudo € semelhante ao observado em uma
endoscopia de rotina, onde ha colheita de material, podendo haver um pequeno
sangramento no local, ainda que remoto. Por outro lado, as bidpsias citadas
complementam a endoscopia e podem trazer informacdes muito importantes ao
diagnostico e ao tratamento. Também sera colhido 10 ml de sangue para a
identificacdo de possiveis alteragées que podem influir no diagndstico da doenca
pesquisada.

O material coletado sera utilizado Gnica e exclusivamente para fins do
projeto de pesquisa, sendo garantido o sigilo das informacbes obtidas. O
resultado sera dado ao paciente ou ao familiar responsavel (no caso de menores
de idade).

Eu, fui informado dos objetivos
especificados acima e da justificativa desta pesquisa, de forma clara e
detalhada. Recebi informagdes especificas sobre cada procedimento que estarei
envolvido, dos desconfortos ou riscos previstos, tanto como dos beneficios
esperados. Todas as minhas duvidas foram respondidas com clareza e sei que
poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, sei
que novas informagbes obtidas durante o estudo, me sero fornecidas e que
terei liberdade de retirar meu consentimento de participacéo na pesquisa, face a
estas informacgdes. O profissional , certificou-me
de que as informagdes por mim fomecidas terdo carater confidencial.
(PACIENTE)

(INVESTIGADOR).
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ANEXO 2. FICHA DE COLETA DE DADOS

NOME:

REGISTRO:

ENDERECO:

IDADE :
SEXO:

(1) MASCULINO
(2) FEMININO

ASPECTO ENDOSCOPICO:

(1) ILHOTAS

(2) PROJECOES DIGITIFORMES
(3) ILHOTAS + PROJECOES DIGITIFORMES
(4) IRREGULARIDADE DA LINHA Z

(5) EROSOES OU ULCERACOES

(6) OUTROS ACHADOS — (DESCREVER):

FONE:

103

DIAGNOSTICO HISTOLOGICO:

(1) ESOFAGITE CRONICA
(2) ESOFAGO DE BARRETT _

(3) METAPLASIA INTESTINAL DA CARDIA
(4) ADENOCARCINOMA DE ESOFAGO

(5) OUTRO (DESCREVER):

ANALISE MOLECULAR:
I-SANGUE

(1) BANDA 1 A (SIMPLES)
(2) BANDA 1 B (SIMPLES)
(3) BANDA 1 C (DUPLA)

(4) BANDA 2 A (SIMPLES)
(5) BANDA 2 B (SIMPLES)
(6) BANDA 2 C (DUPLA)

(7) BANDAS MULTIPLAS

- TECIDO

(1) BANDA 1 A (SIMPLES)
(2) BANDA 1 B (SIMPLES)
(3) BANDA 1 C (DUPLA)

(4) BANDA 2 A (SIMPLES)
(5) BANDA 2 B (SIMPLES)
(6) BANDA 2 C (DUPLA)

(7) BANDAS MULTIPLAS



