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1. RESUMO

1.1. Resumo em Portugués

Introducdo: A vigilancia de pacientes com esdfago de Barrett (EB) baseia-se em bidpsias
endoscopicas para identificar a progressdo da metaplasia para displasia e adenocarcinoma. A razao
neutrofilo-linfocito (RNL) ¢ uma medida indireta do desequilibrio entre o sistema imune inato e
adaptativo observado em fases iniciais da carcinogénese e tem sido estudada como um biomarcador
em condic¢des pré-malignas.

Objetivo: Investigar a capacidade da RNL de identificar pacientes com EB sob alto risco de
progressdo para displasia e neoplasia.

Materiais e métodos: Foram analisados retrospectivamente pacientes com diagnéstico de EB
através de biopsias por endoscopia entre 2013 e 2017 com hemograma eletivo coletado dentro de 6
meses do exame, assim como pacientes atendidos por adenocarcinoma do esdfago distal (ACE) entre
2005 e 2017. A RNL foi calculada através da divisdo das contagens de neutréfilos/linfocitos. Os
casos foram classificados como EB sem displasia (EBsD), EB com displasia (EBcD) - se displasia
de baixo ou alto grau presentes - e adenocarcinoma (ACE). Foi calculada a correlagdo entre os
valores da RNL e os grupos de estudo, e curva "receiver operating characteristics" testou sua
habilidade para diagnosticar ACE.

Resultados: 113 pacientes foram selecionados (EBsD, n=72; EBcD, n=11; ACE, n=30). A RNL
aumentou progressivamente através dos grupos, sendo maior no grupo ACE (EBsD=1,92+0,7;
EBcD=2,92+1,1; ACE=4,54+2,9; p<0,001). Houve correlagdo significativa entre os valores de RNL
e a progressdao de EBsD para EBcD e ACE (rs=0,53; p<0,001). Uma RNL>2,27 foi capaz de
diagnosticar ACE com 80% de sensibilidade e 71% de especificidade (area sob a curva=0,8).

Conclusio: Ha correlagdo positiva entre a RNL e a progressdo do EB para displasia e cancer.
Estudos prospectivos deverdo ser realizados para avaliar a utilidade deste marcador na vigilancia do
EB.

Palavras-chave: esofago de Barrett, neoplasias esofagicas, relagao neutréfilo-linfocito



1.2. Resumo em Inglés.

Background: Surveillance of patients with Barrett’s esophagus (BE) relies on endoscopic
biopsy to identify the progression from metaplasia to dysplasia and adenocarcinoma. The neutrophil-
lymphocyte ratio (NLR) is an indirect measure of the imbalance between innate and adaptive
immune systems in early stages of carcinogenesis and has been studied as a biomarker in
premalignant conditions. Our aim is to investigate if NLR could help surveillance for BE, identifying
patients with higher risk of progression to dysplasia and neoplasia.

Methods: We retrospectively analyzed patients with endoscopic biopsies reporting BE between
2013 and 2017, with elective complete blood count within 6 months of the endoscopy, as well as
patients with adenocarcinoma (ACE) of the distal esophagus between 2005 and 2017. NLR was
calculated as total neutrophil count/total lymphocyte count. Cases were classified as non-dysplastic
BE (ndBE), dysplastic BE (dBE) if either low grade or high-grade dysplasia were present, and
adenocarcinoma (ACE). Receiver operating curve tested the ability of NLR to diagnose ACE.

Results: 113 patients were selected (ndBE, n=72; dBE, n=11; ACE, n=30). NLR progressively
increased across the groups and was higher in ACE group (ndBE, 1.92+0.7; dBE, 2.92+1.1; ACE
4.5442.9, p<.001). Additionally, there was a significant correlation between NRL and progression
from ndBE to ACE (Figure 1, r=.53, p<.001). NLR > 2,27 was able to diagnose ACE with 80%
sensitivity and 71% specificity (area under the curve=.8).

Conclusion: There is a positive correlation between NLR and progression from BE to ACE.
Prospective studies should be performed to assess it's value in surveillance strategies.

Keywords: Barrett's esophagus, esophageal cancer, neutrophil-lymphocyte ratio.
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2. INTRODUCAO

A inflamacdo e a imunidade desempenham importante papel como fator promotor ou
"habilitador" da carcinogénese [1]. A "razdo neutrdfilo-linfécito" ¢ um acurado marcador de
inflamacao sistémica que guarda relacdo progndstica com diversas neoplasias do trato digestivo. No
contexto de lesdes pré-malignas, tem sido estudada como ferramenta auxiliar na detecg¢do precoce
da progressdo para neoplasia[2].

O adenocarcinoma de es6fago vem apresentando um aumento de grandes propor¢des em sua
incidéncia ao redor do mundo nas ultimas décadas, em um fendmeno epidemioldgico com poucos
precedentes na evolugdo historica das neoplasias[3]. A vigilancia de pacientes com diagndstico de
metaplasia intestinal do esofago — sua lesdo precursora, também conhecida como "es6fago de
Barrett" — tem sido realizada com a finalidade de prevencao secundaria desta neoplasia. No entanto,
as estratégias vigentes baseiam-se em um procedimento invasivo e de alto custo (endoscopia
digestiva alta sob sedag¢do, com multiplas bidpsias), € em sua maioria levam em conta apenas a
presenca de displasia como marcador de risco para progressao [4]; este modelo tem sido considerado
bastante inefetivo [4]. Tentativas de melhorar os seus resultados através do aumento da acuricia no
diagnostico de displasia ou de técnicas menos invasivas para obtencdo de amostras, entre outros,
acabam esbarrando na baixa incidéncia do adenocarcinoma em pacientes com esdfago de Barrett,
que termina por limitar o impacto de qualquer estratégia posta em agdo com base apenas nesse
diagndstico. Apesar de apresentarem um risco de adenocarcinoma de esd6fago 30 a 125 vezes maior
que o da populagdo em geral, a incidéncia anual de neoplasia ¢ inferior a 0,5% nestes pacientes[5—

71]. Neste contexto, torna-se evidente a necessidade de estratifica-los em subgrupos de maior e menor
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risco de progressdo, idealmente através de métodos de baixo custo, baixo risco para o paciente e
ampla disponibilidade. Assim, as estratégias de seguimento poderdo ser individualizadas de forma
mais coerente e custo-efetiva. Diversos biomarcadores tem sido estudados com esta finalidade.
Este trabalho tem por objetivo analisar — de forma inédita na literatura até o momento — a
correlacdo da relagcdo neutrofilo-linfocito com as diferentes fases de progressdo do esdfago de
Barrett, através de um estudo transversal retrospectivo baseado em analise de prontudrios de

pacientes atendidos no Hospital de Clinicas de Porto Alegre entre 2008 e 2017.
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3. REVISAO DA LITERATURA

A localizagdo de referéncias para a presente revisdo foi realizada principalmente através da busca
ativa de referéncias em artigos de revisdo e livros-texto sobre o assunto. Além disso, foram realizadas
buscas na base de dados Pubmed com as seguintes estratégias, utilizando como filtro estudos em
adultos:

"Barrett's esophagus AND neutrophil-to-lymphocyte ratio": nenhuma referéncia encontrada.
"Barrett's esophagus AND biomarkers AND surveillance": 57 referéncias encontradas.
Estudos analisando somente pacientes com cancer foram excluidos, restando 27 estudos

dentro do escopo da revisao.

A tabela 1 sumariza as referéncias encontradas e seus principais resultados até fevereiro/2018.
Os trabalhos de maior relevancia, assim como outros encontrados por busca ativa, serdo analisados

ao longo do texto.

Tabela 1.

Estudos sobre biomarcadores na progressao do eséfago de Barrett [8-34].

Estudo Pais Biomarcador Principais resultados e comentarios
Bratlie et al. Suécia  Sistema Expressdo de marcadores do sistema renina-
2016 renina- angiotensina por IHQ mais elevada no EB

angiotensina  que no epitélio escamoso de controles, e
também mais elevada na displasia.

Karamchandani EUA CDX2, Painel de marcadores IHQ, sem diferenga
et al. 2016 p120ctn, c- entre EBsD e DBG, porém diferenca
significativa entre ambos e DAG/ACE.
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Di Caro et al.
2016

Thomas et al.
2016

di Pietro et al.
2015

Hardikar et al.
2014

Wu et al. 2013

Duggan et al.
2013

Rizk et al 2012

Reino
Unido

EUA

Reino
Unido

EUA

EUA

EUA

EUA

Reino

O’Doherty et al. Unido

2010

Myc and
Jaggedl

Obesidade e
sindrome
metabolica

Grelina e
leptina sérica

pS53 e outros

PCR, IL-6,
TNF soluvel e
F2-
isoprostanos

microRNA

Glicose,
insulina,
leptina e
adiponectina
séricas

Mesotelina

Transferrina e
ferritina
séricas e
ingestao de
ferro

Dados clinicos e de bioimpedancia
relacionados a obesidade e sindrome
mostraram-se associados a EB e a displasia
em relacdo a controles.

Aumento da grelina associada a diagnostico
de EB, aumento da leptina associada a
sintomas frequentes de DRGE porém
inversamente relacionada a diagndstico de
EB.

p53 e outros marcadores de IHQ apds
biopsias guiadas por autofluorescéncia.
Painel de marcadores deu boa acuricia ao
método de bidpsias seletivas para
diagnostico DAG e ACE.

Estudo com biomarcadores séricos de
inflamacdo em estudo de coorte com 397
pacientes com EB, dos quais 45 evoluiram
para ACE. PCR e IL-6 elevadas PCR e IL-6
elevadas no sangue periférico
correlacionaram-se com progressao para a
neoplasia, porém houve perda da
significancia estatistica apos controle para
idade, sexo, relagdo cintura-quadril e
tabagismo.

Estudo descritivo sobre expressao de
microRNAs teciduais em EB e ACE.

Leptina e resisténcia a insulina associada a
progressdao do EB para ACE (HR 2,45 ¢
2,51 respectivamente). Adiponectina
inversamente relacionada.

Marcador histologico expresso em DAG e
ACE, porém nao em pacientes sem EB ou
em EB sem displasia ou DBG.

Estudo de casos e controles. Ferritina e
transferrina inversamente associada a EB
(OR 0,47 € 0,41); alta ingesta de ferro
inversamente relacionada a ACE (OR 0,50).
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Sikkema et al.
2009

Mokrowiecka et
al. 2009

Abe et al. 2009

Chatzopoulos
et. al 2007

Di Martino et
al. 2006

Lomo et al.
2006

Streitz et al.
2005

Olliver et al.,
2005

Rudolph et al.
2003

Hillman et al.
2003

Vaughan et al
2002

Weston et al.
2001

Montgomery et
al. 2001

Holanda

Polonia

Japao

Grécia

Reino
Unido

EUA

EUA

Reino
Unido

EUA

Australia

EUA

EUA

EUA

p53 e ki67

mutagdo no
gene APC

H. pylori.
Pepsinogénio
sérico.

Bax e Ki-67

Fatores de
crescimento
semelhantes a

insulina (IGFs)

BCDA

Proteinas
teciduais

Dano ao DNA
tecidual

Selénio

Marcadores
endoscopicos

Relagdo
cintura-quadril

p53

Displasia

Retrospectivo. Marcadores histologicos p53
e, em menor grau, ki67, associados a
progressdo do EB para ACE.

Compara¢ao de mutagdo no gene APC entre
pacientes com DRGE, EB,EBcD e ACE,
sem diferenca entre os grupos.

Estudo descritivo, pacientes com EB mais
frequentemente com H. pylori negativo e
altos niveis de Pepsinogénio.

Marcadores histologicos de apoptose (Bax)
e proliferacdo (Ki67) elevados no EB em
comparagdo com pacientes com DRGE.

Marcadores histologicos IGFs detectados
por PCR e IHQ mais frequentes em epitélios
de pacientes com ACE do que em pacientes
com EB.

“basal crypt displasia-like atypia”.
Marcador histolégico associado a
positividade do p53 e a displasia e ACE.

Descritivo, padrdes de expressdo proteica
em tecidos de pacientes com EB com e sem
ACE associado, utilizando
espectrofotometria.

Andlise histologica de dano ao DNA,
associacdo com EB e com ACE.

Estudo transversal, niveis séricos de selénio
inversamente associados a DAG (OR 0,5,
IC 95% 0,3-0,9).

Esofagite, nodularidade, ulcera, estenose
associada a DAG e ACE (HR 6,7)

Relagdo com marcadores genéticos e de
citometria de fluxo (aneuploidia e outros)

hiper-expressao histologica de p53 dividiu
os pacientes com DBG em um subgrupo
com maior risco de progressao.

Avaliagdo da displasia como marcador
comparando diagnoéstico inicial com
diagndsticos apds revisio por grupo de
patologistas cegados. Diagnostico inicial
com melhor correlagdo com a progressao.
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Bhargava et al. EUA Mapeamento ~ Método de mapeamento bidimensional das
2000 endoscopico,  bidpsias esofagicas associadas a p53 e outros
pS3 marcadores, efetivo para localizagdo de sitios

de maior risco para novas bidpsias no local.

Reid et al. 2000 EUA Aneuplodia,  Dados histologicos obtidos por citometria de

4N fluxo identificaram subgrupos de pacientes
com diplasia expostos a maior risco de
progressao.
Giménez et al. Espanha Aneuplodia, = Dados histologicos obtidos por citometria de
2000 indice fluxo identificaram subgrupos de pacientes
proliferativo  com diplasia expostos a maior risco de
progressao.
Chinyama, Reino produtos do Expressao aberrante de MUC 1 relacionada a
1999. Unido  gene da displasia no EB e perda da expressdo da
mucina MUC 2 a ACE.

EB = es6fago de Barrett; EBsD = eso6fago de Barrett sem displasia; EBcD = eso6fago de
Barrett com displasia; ACE = adenocarcinoma de esofago; DBG = esofago de Barrett com
displasia de baixo grau, DAG = es6fago de Barrett com displasia de alto grau, [HQ:
imuno-histoquimica, HR = hazard ratio, OR = odds ratio.

3.1. Epidemiologia do adenocarcinoma de esofago e do esofago de Barrett.

Excluindo-se os canceres de pele ndo-melanoma, o cancer de esdfago ¢ a 8 neoplasia mais
incidente no mundo, passando da 7* causa de morte por cancer na década de 1990 para a 6 posicao
em 2013. E a 6" neoplasia mais incidente em homens e a 11* em mulheres ao redor do mundo. A
mortalidade pelo cancer esofagico apresenta taxas de mortalidade semelhantes as taxas de incidéncia
em (7,7 e 9,0/100 mil, respectivamente, em homens), figurando entre as neoplasias mais letais
juntamente com o cancer de pulmao, o cancer gastrico e o cancer de figado [35-37].

Globalmente, cerca de 90% dos casos de cancer esofagico correspondem a carcinomas

epidermoides, e o restante a adenocarcinomas, havendo marcantes diferengas geograficas, étnicas e

16



etioldgicas entre os dois subtipos [38]. O pais de maior incidéncia de carcinoma epidermdide de
esofago (CEE) ¢ a China, com 14,6 casos/100 mil; j& o pais de maior incidéncia de adenocarcinoma
de esofago (ACE) ¢ a Escocia, com 6,6 casos/100 mil[36]. Nos EUA, a incidéncia de cancer de
esofago (CE) ¢ de 4,7/100 mil, dentre os quais 2,7 casos/100 mil de ACE. Apesar da taxa de
incidéncia geral de CE estar estavel nos EUA nas tltimas décadas, a incidéncia de ACE na década
de 70 era de apenas 0,4/100 mil; um padrao de declinio ou estabilidade na incidéncia de CEE e de
rapido aumento da incidéncia de ACE tem sido observado em diversos paises ao redor do mundo,
porém de forma mais intensa no ocidente. Dentre as principais neoplasias de importincia para a
satude publica, o ACE ¢ a que apresenta maior aumento de incidéncia nas ultimas décadas. Este fato
tem levado varios autores a descrever este fendmeno como uma "epidemia de adenocarcinoma de
esofago" [3]. Nos EUA, estas taxas desaceleraram nos tltimos anos, caindo de 8,4% ao ano antes de
1997 para 1,6% até 2009, permanecendo, no entanto, em ascensao [3,39].

Observa-se uma propor¢ao mais elevada de CEE em paises asiaticos (90% dos casos) e em
paises subdesenvolvidos do hemisfério sul, em contraste a uma menor incidéncia geral de CE e uma
proporc¢ao maior de ACE em paises ocidentais, especialmente em paises desenvolvidos da Europa e
América do Norte [37]. Uma série de 2007 esofagectomias realizadas em um centro de referéncia
nos EUA [40] entre 1976 e 2006 ilustra o padrdo de acometimento do CE nos paises desenvolvidos
do ocidente nas ultimas décadas: entre 1976 e 1997 foram realizadas 1063 esofagectomias (média
de 48 casos/ano), 74% dos casos por neoplasia, dentre os quais 69% com diagnostico de ACE; na
segunda parte da série, entre 1998 e 2006, foram realizadas 944 esofagectomias (média de 118
casos/ano), 78% por neoplasia, com uma propor¢do de 86% de ACE (p<0,001); entre as

esofagectomias realizadas por causas diversas do cancer, observou-se entre os dois periodos do
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estudo um aumento na propor¢do de cirurgias indicadas por displasia de alto grau em esofago de
Barrett, de 19% dos casos no primeiro periodo para 44% no periodo subsequente.

Conforme estimativa do Instituto Nacional do Cancer para 2016 [41] a incidéncia de CE no
Brasil ¢ de 8,0 casos/100 mil homens e 2,7 casos/100 mil mulheres, o que equivale a
aproximadamente 11 mil novos casos por ano — a 6* neoplasia mais incidente considerando ambos
os sexos. Na regido sul do Brasil, observa-se o dobro da taxa nacional de incidéncia, com 16,8 novos
casos/100 mil homens, sendo a 5 neoplasia mais incidente no sexo masculino nesta regidao e a 11*
entre as mulheres. Na regido norte, a menos acometida, ¢ a 11? neoplasia mais frequente em homens.
No Rio Grande do Sul e na cidade de Porto Alegre, observam-se taxas ainda maiores que a média
regional: 20,1 e 14,2 a cada 100 mil homens, e 7,0 ¢ 5,3 a cada 100 mil mulheres, respectivamente.
A proporg¢ao entre os dois principais subtipos de CE no Brasil reportada pelo Instituto Nacional do
Cancer ¢ de 90% CEE e 10% ACE. No entanto, ndo héa publicagdes de registros nacionais que
explicitem detalhes destes dados, como a distribui¢ao regional dos dois subtipos. Um estudo de
prevaléncia dos subtipos de CE realizado no sul do Brasil [42] a partir de dados obtidos em exames
endoscopicos entre 1987 e 1996 mostrou uma proporcao de 15% de casos de adenocarcinoma de
esofago ou da jungdo esofagogéstrica. Considerando a proporcao estimada pelo INCA de 10%,
estima-se uma incidéncia anual de ACE no Rio Grande do Sul de 2 casos/100 mil em homens e
0,7/100 mil em mulheres, taxas inferiores porém proximas a de paises desenvolvidos onde a
proporc¢ao de ACE € maior, o que caracteriza o Rio Grande do Sul como uma potencial area de alta
incidéncia para ambos os subtipos histologicos.

Conforme a andlise de Edgren et al. [3], as causas da "epidemia" do ACE ainda ndo sdo bem
compreendidas. Os estudos epidemiologicos sobre o ACE provém em sua maioria de paises

desenvolvidos, com alta confiabilidade nos dados mesmo levando-se em conta dados de décadas
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passadas, reduzindo a chance de viés relacionado a maior identificacdo de casos. As mudangas que
ocorreram nos critérios de classificacdo do adenocarcinoma gastrico proximal no periodo - uma
neoplasia de incidéncia também crescente nas ultimas décadas - também nao explicam o fendmeno,
sendo inclusive consideradas um fator que pode ter levado a subestimagao dos casos de ACE. Além
disso, fatores etioldogicos em comum entre essas duas patologias podem estar envolvidos no aumento
de ocorréncia observado em ambas. O fato de a propor¢ao de casos iniciais e a mortalidade por ACE
ter permanecido estavel nas ultimas décadas afasta, por sua vez, a possibilidade de viés relacionado
a um maior niimero de diagndsticos por melhor acesso aos métodos ou refinamento tecnologico, o
que levaria a um aumento de detec¢do em fases mais precoces da doenca. Ademais, os incrementos
tecnoldgicos para rastreio e diagnostico do ACE foram modestos no periodo em comparagdo com o
montante do aumento de casos detectados.

Dentre os fatores de risco identificados para o desenvolvimento do ACE, a doenga do refluxo
gastroesofagico (DRGE) e sua principal complicacdo, o esofago de Barrett (EB), sdo os mais
conhecidos [5,43,44]. A definicdo de EB, embora ainda alvo de divergéncias entre diferentes
sociedades cientificas, tem sido definida de forma mais consistente como a presenca de metaplasia
intestinal histologicamente confirmada (epitélio metaplésico com células caliciformes) em amostra
de epitélio colunar visivel ao exame da mucosa esofagica[45][46]. Chandrasoma et al. [47], em
analise histopatologica de 74 pacientes submetidos a esofagectomia por adenocarcinoma do eséfago
distal e do cérdia, encontrou metaplasia intestinal associada ao tumor em 65% dos casos; entre os
tumores iniciais, a associacao foi de 100%, diminuindo a medida em que aumentava o tamanho do
tumor. O estudo conclui que em ambos os casos a neoplasia parece ter origem em epitélio
metaplésico, que tende a ser gradualmente substituido pela neoplasia a medida em que esta avanga

até que totalmente substituido em tumores maiores.
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Embora a dificuldade em uniformizar métodos de diagnostico e rastreio em paciente com
DRGE e EB dificultem a obtenc¢ao de dados populacionais fidedignos, existem evidéncias de que
ambas as patologias também vem apresentando aumento de incidéncia nas Ultimas décadas[48-50],
o que pode estar relacionado com aumento na incidéncia do ACE. Um estudo britanico [51] observou
um aumento da frequéncia do diagndstico EB em estudos endoscépicos de 0,2 para 1,6% entre 1977
e 1996. A prevaléncia atual estimada de esofago de Barrett varia entre 0,5% - 2% na populagdo geral
e entre de 5-15% em pacientes com DRGE [6,52,53]. A prevaléncia de DRGE na populagdo geral
de paises ocidentais varia entre 15-20%, com um aumento significativo nas ultimas décadas [54].
No Brasil, em inquérito populacional realizado em 22 cidades [55], a prevaléncia de pirose foi de
11,9%.

A obesidade e a gordura abdominal aumentam em 2-3 vezes o risco de ACE [56]. Sua
associagdo com a DRGE e o EB ¢ bem conhecida, porém também esta associada de forma isolada,
da mesma forma que o aumento da circunferéncia abdominal e da relagdo cintura-quadril [57]. A
obesidade, assim como o ACE, ganhou dimensdes de epidemia nas ultimas décadas[58]; embora as
populagcdes acometidas pela epidemia da obesidade tenham sobreposicdo geografica clara com as
regides de maior aumento da incidéncia do ACE, existe — como pondera Edgren et al. — uma grande
discrepancia entre o aumento observado na prevaléncia de obesidade — cerca de 3 vezes nas regides
mais acometidas — e o de ACE, de aproximadamente 600% em algumas regides do mundo. Outro
dado discrepante neste ponto € que, embora a epidemia de obesidade tenha afetado igualmente a
populacdo branca e negra norte-americana, houve redu¢do da incidéncia de ACE nesta tltima. A
mesma incongruéncia na teoria da obesidade como explicacdo para a epidemia do ACE observa-se
analisando a propor¢do da neoplasia entre os sexos — 7-10 vezes maior em homens — enquanto que

a obesidade aumentou de forma igual ou em alguns casos até maior no sexo feminino.
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A relagdo de risco entre o sexo masculino e o ACE ndo ¢ totalmente compreendida. Embora
o EB acometa também com mais frequéncia o sexo masculino (2-3 homens para cada mulher), a
diferenga entre os sexos ¢ muito maior em casos de neoplasia. Homens com EB apresentam um risco
2-3 vezes maior de progressao para ACE.

O élcool e o tabaco, fatores de risco de grande impacto no CEE, desempenham diferentes
papéis no ACE. O tabagismo, embora ndo seja um fator de risco bem definido para o
desenvolvimento do EB em pacientes com DRGE, uma vez estabelecido o epitélio metaplasico
proporciona um aumento de risco de evolugdo para ACE proporcionalmente a carga tabagica e ao
tempo de exposicao ao tabaco [59]. O consumo de alcool, por sua vez, ndo parece ser um fator de
risco nem para o desenvolvimento de EB e nem para progressao para ACE.

Um amplo levantamento global feito pela International Agency for Research on Cancer
(IARC) acerca do papel do consumo de café e chas na carcinogénese ndo encontrou associagao entre
os variados componentes dessas bebidas e a ocorréncia de cancer de es6fago. Por outro lado, o estudo
observou relagdo direta entre o consumo regular de bebidas com mais 60-65°C e a ocorréncia de
carcinoma epidermdide de boca e esdfago [60]. Um estudo realizado no Rio Grande do Sul, onde o
consumo diario da erva mate sob infusdo de 4gua quente ¢ amplamente difundido entre os diversos
estratos sociais da populagdo, constatou uma mediana de temperatura da dgua de 64,4°C no momento
do consumo [61]. Este habito regional pode explicar, a0 menos em parte, a maior ocorréncia de CEE
na regido, porém ¢ pouco provavel que guarde qualquer relagdo com a ocorréncia do ACE.

Diversos estudos de coorte observacionais realizados ao redor do mundo [62—64] mostraram
efeito benéfico dos inibidores da bomba de prétons (IBP) em pacientes com EB, com uma redugao
do risco de desenvolvimento de displasia de alto grau (DAG) ao redor de 50% entre usudrios

regulares do medicamento. Nenhum destes estudos, no entanto, utilizou dados populacionais, sendo
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em geral baseados em amostras de centro de referéncia; tampouco ha estudos controlados sobre o
tema. Apesar de indicado por todos os consensos, a capacidade dos IBPs de deter a evolugdo do EB
estd longe de ser tranquilizadora. Um dado alarmante ¢ a persisténcia de pH esofagico acido em
18,6% dos pacientes recebendo esomeprazol 40 mg duas vezes ao dia no estudo de Spechler et al.,
que analisou em ensaio duplo cego os dados de pHmetria de pacientes com EB recebendo diferentes
dosagens da drogal [65]. Além disso, o fato de o tratamento com IBPs apenas modificar o pH do
refluxato gastrico sem impedir a ocorréncia do refluxo em si deixa a mucosa esofagica exposta a
outros componentes de papel carcinogénico bem estabelecido. Acidos biliares, por exemplo, sdo
observados com mais frequéncia na mucosa de pacientes com EB em compara¢do com pacientes
com DRGE sem metaplasia [66]; o papel carcinogénico destas substincias ja € bem conhecido
[66,67]. Neste sentido, a cirurgia anti-refluxo (fundoplicatura) oferece uma vantagem teorica
adicional em relagdo ao tratamento clinico ao bloquear a ocorréncia mecanica do refluxo ao invés
de apenas modificar a sua composi¢do quimica [68]. Um estudo publicado em 2003 por Gurski et
al. [69] analisou a evolugdo de 91 pacientes com EB sem displasia ou com displasia de baixo-grau
(DBQG) tratados com IBP ou cirurgia anti-refluxo, por um tempo de seguimento médio de 50 meses;
entre os pacientes com displasia de baixo-grau, houve regressdo para EB ndo displasico em 68% dos
pacientes, e de EB para epitélio normal (com auséncia de metaplasia) em 21% dos casos; em analise
multivariada, epitélio colunar com menos de 3 cm (EB curto) e realizacao de tratamento cirargico
foram os Unicos fatores relacionados a quaisquer dos padrdes de regressao histopatoldgica.
Diversos estudos mostram um efeito inverso entre o uso de anti-inflamatdrios ndo esteroides
(AINE) com o diagnéstico e com a progressao do EB, com uma reducao de risco estimada em 40-
50% entre usuarios regulares desse tipo de medicamento. A infeccdo da mucosa gastrica pelo

Helicobacter pylori também parece ser um fator protetor contra a ocorréncia de EB e de ACE, sendo
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um dos mecanismos aventados a reducao da produgdo de dcido secunddria a gastrite cronica causada
pela bactéria. Algumas evidéncias apontam para um efeito protetor relacionado ao uso de estatinas,
porém os dados sdo conflitantes e ndo permitem uma conclusio segura [70].

Um estudo mostrou ocorréncia de EB em familiares de 1° grau de 28% dos pacientes com
ACE. Diversas evidéncias apontam para possiveis relagdes genéticas na ocorréncia do EB e do ACE
porém, até o0 momento, ndo foram identificadas sindromes familiares especificas [70].

O aumento da frequéncia de DRGE, EB e ACE desde a década de 60, especialmente entre a
populacdo de origem europeia em paises ocidentais, ¢ um fendémeno epidemiologico que, embora
bem documentado, tem causas ainda pouco compreendidas. O Brasil, um pais de composi¢ao étnica
altamente variada, faz parte de um grupo de paises de alta incidéncia de CE, com grande
predominancia do subtipo epidermoéide. A regido sul do pais - uma regido de colonizagdo européia
macica, com fluxos imigratérios relativamente recentes na historia - € a regido mais acometida por
CE no pais. Ainda que a propor¢do entre os subtipos pareca guardar relacdo semelhante a observada
em nivel nacional, a alta incidéncia geral observada potencializa também o impacto epidemiolédgico
do ACE na regido. Frente as dificuldades de acesso ao sistema de satide enfrentadas pela populagdo
brasileira e a dependéncia do acesso a endoscopia para o diagndstico do esdfago de Barrett, ¢
esperado que a imensa maioria da populacdo em risco esteja a margem do sistema de satde. Levando
em conta o fato de que a epidemia do ACE ao redor do mundo apresentou grandes variagdes
temporais entre os diferentes paises, como aponta Edgren et al., sendo inicialmente observada no
Reino Unido na década de 60, nos EUA na década de 70 e na escandindvia apenas na década de 80,
e que sua incidéncia segue aumentando em todas essas regides, ¢ possivel que fendmeno semelhante

possa vir a acometer a populagdo brasileira ou, em um cendrio mais pessimista, ja possa estar
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acometendo, porém as margens da detec¢do das insuficientes bases de dados nacionais e do precério

acesso a servicos de saude de qualidade por parcela consideravel da populagdo.

3.2. A sequéncia metaplasia — displasia — neoplasia e as estratégias de seguimento

do es6fago de Barrett.

O termo "rastreio" (screening) ¢ utilizado para designar estratégias efetuadas sobre individuos
assintomaticos com vistas a deteccdo e manejo de condi¢cdes que possam aumentar o risco de
determinado agravo (prevencgdo primaria). Ja o termo "seguimento" ou "vigilancia" (surveillance) é
utilizado para designar estratégias efetuadas sobre individuos com determinada doenga, visando
prevenir ou diagnosticar precocemente as suas complicacdes (prevengdo secundaria). Via de regra,
as estratégias para deteccdo precoce do EB sdo denominadas "rastreamento", enquanto que os
exames regulares realizados em pacientes que ja tem diagnodstico de EB, visando a detec¢do da
displasia ou do ACE em estagio precoce, compdem as chamadas estratégias de "seguimento" do EB.

Qualquer estratégia deve seguir alguns pressupostos imprescindiveis, como por exemplo, uma
adequada relacdo risco-beneficio e custo-beneficio. O risco e o custo de uma estratégia preventiva
estdo relacionados com o método utilizado, e o denominador desta relacdo ¢ a capacidade que a
intervencao proposta tem de detectar casos trataveis em um alto ntimero de individuos seguidos. As
estratégias de prevencdo do cancer colorretal através de exames endoscopicos de rastreio e
seguimento, por exemplo, sdo invasivas e de alto custo; no entanto, estima-se que foram
responsaveis pela queda de 30% na incidéncia da neoplasia somente na primeira década do século
XX [71]. O beneficio de uma estratégia de vigilancia estara sempre limitado ao montante do risco

adicional que o grupo a ser vigiado apresenta em relag@o a populagdo em geral. Portanto, nem sempre
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uma condi¢do pré-maligna bem definida clinicamente torna-se automaticamente uma oportunidade
efetiva para prevencao da neoplasia.

No caso do EB, uma limitagdo importante das suas estratégias de seguimento reside no fato
de que, apesar de aumentar significativamente o risco de ACE em relag@o a populagdo em geral, a
incidéncia ajustada entre pacientes com e sem diagndstico ndo ¢ tdo impactante como se poderia
imaginar. Outro fato importante ¢ o alto grau de invasdo e de custo dos métodos adotados. Ambos
os fatores somados geram um estratégia de baixissima efetividade.

A correlagdo causal entre a DRGE, a metaplasia intestinal (EB) e o ACE ¢ matéria de consenso
entre especialistas [45]. Conforme o trabalho ja citado de Chandrasoma et al. [47], a metaplasia
intestinal estd presente na grande maioria dos ACE em estdgio inicial, sendo gradualmente
transformada em tecido neopldsico a medida que o tumor avanga. Uma andlise retrospectiva
realizada em pacientes com ACE submetidos a terapia neoadjuvante [72] refor¢ou esta observagado
ao revelar a presenca de metaplasia intestinal circunjacente ao adenocarcinoma em 75% dos
pacientes antes da quimioterapia; o dado mais interessante, no entanto, foi que apos a terapia
neoadjuvante, com a regressao do tecido tumoral, a metaplasia foi detectada em 97% dos casos.

Em torno de 50% dos pacientes com ACE ja apresentam doenga incuravel ao diagnostico,
enquanto que os poucos pacientes detectados em fase assintomatica da doenga apresentam sobrevida
significativamente maior [70]. Existem evidéncias mostrando melhor sobrevida também entre
pacientes com diagnostico prévio de EB e até mesmo pacientes com DRGE e com pelo menos uma
endoscopia digestiva alta realizada previamente ao diagnostico de ACE [4]. Estes dados levam a
crer que a sobrevida em pacientes com ACE ¢ bastante sensivel ao grau de vinculo do paciente com

servicos de saude e com a realizacdo de exames diagnosticos com maior frequéncia.
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O rastreamento (screening) do EB na populagdo geral ou em pacientes com diagnoéstico de
DRGE nio ¢ recomendado de forma unanime entre as sociedades de especialistas. Uma da razdes ¢
a relativa baixa prevaléncia — cerca de 1,6% da populagdo — associada a falta de marcadores clinicos
e demograficos que consigam selecionar de forma confidvel os pacientes sob maior risco, ja que
estima-se que 40% dos pacientes com EB ndo apresenta qualquer tipo de sintoma de DRGE [6].
Apesar disso, a British Society of Gastroenterology recomenda o rastreamento do EB em pacientes
com pelo menos trés fatores clinicos de risco: sexo masculino, > 50 anos de idade, raga branca,
sintomas cronicos de DRGE e obesidade [46].

Estratégias de seguimento (surveillance) de pacientes com diagnostico firmado de EB, por
sua vez, apesar de amplamente recomendadas por todas as sociedades de especialistas, tem
conseguido mostrar apenas evidéncias indiretas de beneficio. Em metanalise publicada em fevereiro
de 2018 por Codipilly et al. [73] sobre o efeitos das estratégias de seguimento do EB nos desfechos
relacionados ao ACE, uma andlise de 12 estudos de coorte evidenciou maior sobrevida geral e
especifica em pacientes com ACE diagnosticado durante seguimento do EB em comparagdo com
pacientes diagnosticados apds ocorréncia de sintomas (RR = 0,73; 1C95% = 0,57 - 0,94), e o
seguimento foi associado a detec¢do de tumores mais precoces; no entanto, apds ajuste para viés de
prevaléncia e viés de "tempo de espera" (length time / lead-time bias), os beneficios encontrados
foram eliminados ou no minimo atenuados. Todas as estratégias das principais sociedades de
gastroenterologia e endoscopia digestiva ao redor do mundo (4GA — American Gastroenterological
Association;, ACG — American College of Gastroenterology; ASGE — American Society for
Gastrointestinal Endoscopy; BSG — British Society of Gastroenterology; SFED — French Society of
Digestive Endoscopy) encontram-se sustentadas por dois pilares: a endoscopia digestiva alta com

multiplas biopsias como método e a presenga de epitélio displasico como marcador de risco [70].
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Esta abordagem, apesar de racional e coerente com o entendimento que se tem sobre a evolugdo do
ACE em pacientes com EB, apresenta diversas limita¢des na pratica.

O uso da displasia como marcador de risco impde a necessidade de analise histologica do
epitélio metaplésico, ja que sua presenca ndo altera o seu aspecto macroscopico; esta analise ¢ feita
a partir de biopsias, atualmente realizadas por endoscopia digestiva alta. O desconforto usual do
exame aliado ao tempo consumido pelo alto nimero de bidpsias necessarias para uma amostragem
minimamente representativa da area de metaplasia torna imperativa a necessidade de sedagdo para
o procedimento, aumentando ainda mais o seu custo e morbidade, além de retirar o paciente do
trabalho pelo resto do dia. Outro problema da estratificagdo baseada apenas na detecgdo
histopatologica da displasia reside na grande variedade interobservador para o seu diagndstico, com
valores publicados de kappa tao baixos quanto 0,11 mesmo entre patologistas especializados[74].
Ademais, mesmo os protocolos de biopsia considerados padrao-ouro, como protocolo de Seattle —
que recomenda bidpsias nos quatro quadrantes a cada 2 cm de epitélio colunar visivel — sdo capazes
de avaliar apenas uma pequena fragcdo da area sob risco (<5%) [75]. Devido ao fato de as alteracdes
displésicas ndo ocorrerem de modo uniforme ao longo do epitélio, os falsos-negativos podem ser
apenas minimizados — através de oOticas de alta precisdo, corantes, marcadores imuno-histoquimicos
para displasia, entre outros — porém nunca totalmente eliminados. Com relacdo ao método de
obtencdo das amostras, técnicas menos invasivas tem sido testadas, como a endoscopia transnasal, a
avaliacdo por cito-esponja e a capsula endoscopica; nenhuma delas, no entanto, se mostrou capaz de
superar as dificuldades citadas.

Além das intimeras limitagdes dos métodos vigentes avaliagdo do EB, outra importante — e,
provavelmente, a principal — razdo para o insucesso das estratégias atuais de seguimento reside nas

caracteristicas epidemioldgicas desta doenga. A coorte de base populacional publicada no New
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England Journal of Medicine em 2011 por Hvid-Jensen et al. [5] sobre a incidéncia de ACE em
pacientes com EB permanece como o estudo epidemioldgico de maior impacto no assunto até o
momento. Este trabalho, realizado a partir de registros de base populacional da Dinamarca,
acompanhou a evolucdo pacientes com diagndstico de EB entre 1992 e 2009, com 11028 casos
registrados no periodo analisado, num total de 67105 pessoas-ano (mediana de 5,2 anos de
seguimento). O risco anual de ACE entre pacientes com EB foi de 0,12% (IC 95% 0,09 - 0,15), ou
1 caso por 860 pacientes-ano. Quanto a displasia de alto grau, a incidéncia no primeiro ano de
seguimento foi de 0,7%, e 1,1% apos. A incidéncia de ACE e DAG combinadas foi de 2,6 casos por
1000 pessoas-ano, com uma taxa de incidéncia padronizada — comparando os pacientes com EB ao
restante da populagdo — de 21,1. A displasia de baixo grau (DBG) neste estudo foi um importante
marcador de risco: a incidéncia de ACE foi de 2,3% entre os pacientes que apresentaram DBG ao
diagnodstico de EB, em contraste com apenas 0,5% dos pacientes sem displasia no momento do
diagnéstico; a presenca de DBG gerou um risco relativo (RR) para ACE de 4,8 (IC95% 2,6 - 8,8) e
para DAG de 4,7 (IC95% 3,0 - 7,6), e de 5,1 (IC95% 3,4 - 7,6) para ambos os desfechos combinados.
Os achados deste estudo foram amplamente consistentes com os de outra coorte populacional
realizada na Irlanda [76]. Os autores concluem que as medidas de risco encontradas foram 4-5 vezes
mais baixas que os dados previamentes estabelecidos por estudos de menores e que serviram de base
para a elaboracdo das estratégias de rastreamento entdo (e até o presente) vigentes. Na metanalise
sobre a mortalidade por ACE em pacientes com EB realizada por Sikkema et al., a principal causa
de morte foi doenga cardiovascular (35%); apenas 7% dos pacientes com EB morreram por ACE,
correspondendo a um risco anual de apenas 0,3% [7].

Estes dados mostram que, apesar de haver um substrato racional sélido para a indicagdo de

seguimento do EB com vistas a preven¢ao do ACE, apenas uma pequenissima parcela dos pacientes

28



atualmente elegiveis para os protocolos de seguimento realmente se beneficiam destas estratégias
que, por sua vez, sao caras e invasivas. No entanto, existem também evidéncias que apontam para a
necessidade de se seguir perseguindo uma estratégia ideal, entre elas o avanco na ocorréncia do ACE
nas ultimas décadas e a alta letalidade da doenca quando diagnosticada apds a ocorréncia de
sintomas. Ademais, o rapido avanco tecnologico da endoscopia terapéutica tem disponibilizado
opcdes de tratamento do EB com e sem displasia de forma minimamente invasiva, com uma
perspectiva de substituir completamente a esofagectomia como forma de tratamento para a DAG,
tornando ainda mais relevante o esfor¢o para uma efetiva detec¢do destas condigdes [77—80]. Neste
contexto, a identificacdo de fatores demograficos e de biomarcadores de uso clinico que sejam
capazes de estratificar os pacientes com EB em subgrupos de maior e menor risco ¢, definitivamente,
o ponto estratégico central para o delineamento de estratégias preventivas eficazes e custo-efetivas
[4,6,46,76,81-85].

Alguns fatores clinicos e demograficos associados a maior ocorréncia de ACE — sexo
masculino, idade avangada, tabagismo, obesidade visceral, comprimento do epitélio colunar
metaplésico, sintomas cronicos de DRGE, hérnia de hiato e estenose esofagica — tem sido testados
em modelos de estimativa do risco de progressdo. Dentre todos os citados, no entanto, apenas a
presenca de Barrett longo (epitélio colunar visivel com 3 cm ou mais de extensdo maxima) mostrou-
se consistente, e ¢ de fato ¢ um dos critérios adotados pela British Society of Gastroenterology [46]
para defini¢do dos intervalos entre os exames endoscopicos.

Bird-Lieberman et al. [86], em um estudo de casos e controles aninhado em uma coorte de
base populacional da Irlanda do Norte, introduziu de forma retrospectiva um conjunto de marcadores
moleculares histopatologicos a um modelo de regressdo logistica a fim de avaliar a chance de

progressdo para DAG e EAC; DBG, ploidia anormal do DNA e a "lecitina Aspergillus oryzae” foram
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os marcadores com melhor capacidade de predizer progressdao. Com exce¢do do biomarcador
Lewis*, todos os demais também apresentaram algum grau de associagdo (p53, expressdo da ciclina
A, aglutinina WG, Lewis?, sialyl). Em pacientes com DBG, cada biomarcador positivo adicionou
uma OR de 3,7 (IC 95% 2,4 - 5,7) para progressao.

O marcador histologico p53 ¢ um dos biomarcadores de progressdo do EB mais estudados,
com resultados razoavelmente consistentes até o momento. Sua adi¢do na avaliacdo histologica da
displasia — recomendada no ultimo consenso da British Society of Gastroenterology [46] — aumenta
a acuracia do diagnostico e a concordancia inter-observador [87]. Sua superexpressdo também
associou-se a progressdo independente da idade, sexo ou comprimento do EB (RR ajustado = 5,6;
IC 95% 3,1 - 10,3); o risco de progressdao mostrou-se ainda maior para a perda da expressao do p53
(RR 14; IC 95% 5,3 - 37,2) [88]. No entanto, ainda ndo h4 consensos estabelecidos nas principais
sociedades de Patologia ao redor do mundo quanto a aplicacdo e interpretagdo do p53 na pratica
clinica [6].

A proteina CDX2, naturalmente presente no nucleo das células da mucosa do intestino
delgado e grosso, encontra-se expressa ectopicamente no esofago de pacientes com EB e parece
estar envolvida nas fases finais de evolucdo do epitélio colunar, mais especificamente na sua
diferencia¢do em metaplasia do tipo intestinal. Um estudo realizado no Rio Grande do Sul através
da andlise imuno-histoquimica (IHQ) de 150 espécimes histologicos de epitélio esofagico, encontrou
diferenca significativa na expressdo de CDX2 em pacientes com EB ou ACE em comparagdo com
pacientes com esofagite péptica ou epitélio colunar sem metaplasia intestinal [89].

Existem diversas limitagdes quanto ao uso de biomarcadores moleculares e histolégicos na
pratica clinica: seus métodos de testagem sdo, em muitos casos, altamente especializados e pouco

padronizados; em sua maioria, agregam pouco impacto quando considerados individualmente,
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tornando necessaria a composi¢do de um painel com diversos marcadores para obter uma correlacao
consistente; sdo limitados a amostragem do epitélio colunar através de multiplas biopsias toda as

limitacdes deste método; e, por fim, carecem estudos prospectivos avaliando sua real aplicabilidade.

3.3. O papel da inflamacao na carcinogénese e a relagao neutrofilo-linfécito como

biomarcador periférico.

A publicac¢do “Hallmarks of Cancer" [90], publicada em 2000 na revista Cell, delineou um
modelo conceitual de carcinogénese, com base nas evidéncias até entdo disponives, servindo de
referéncia no assunto desde entdo. Este modelo estebeleceu seis "marcos do desenvolvimento" das
células neoplésicas através das quais se torna possivel que “sobrevivam, proliferem-se e
disseminem-se”’; sdo eles: sinalizacdo proliferativa sustentada, evasdo de supressores de crescimento
celular, ativacdo da invasdo e metdstase, ativacdo da imortalidade replicativa, inducdo da
angiongénese e resisténcia a morte celular. Em 2011, foi publicada pelos mesmo autores uma
atualizagdo deste modelo a luz de uma década inteira de novos estudos, com destaque para a
descri¢do de dois marcos emergentes — o bloqueio a destrui¢do pelo sistema imune e a desregulacao
do metabolismo energético celular — e de duas "caracteristicas habilitadoras”, que atuam de forma
subjacente a todos os oito marcos constituindo os mecanismos através dos quais eles sdo adquiridos
pela neoplasia. Estas duas caracteristicas habilitadoras sdo: a instabilidade gendmica e a inflamagdo
[1].

As similaridades clinicas entre as manifestagdes neoplésicas e inflamatdrias, assim como a
relacdo entre o sistema imune e a oncogénese, sao motivo de debate desde os tempos de Virchow,

que em 1863 ja postulava que a inflamagdo cronica gerada por irritantes ambientais poderia
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ocasionar neoplasias devido ao estimulo proliferativo sustentado gerado pela cicatrizagdo do tecido
lesado. A observacao de que a relagdo do cancer com a imunidade e a inflamagdo representa uma
reagdo natural de "defesa" do organismo afetado contra o tecido tumoral aberrante foi construida a
partir de certas observagdes clinicas, como por exemplo, a incidéncia desproporcional de diversos
tipos de neoplasia em individuos imunossuprimidos. Nas ultimas décadas, no entanto, com a
possibilidade de identificagdo dos diferentes subtipos celulares que compde o tecido peritumoral
através de marcadores moleculares especificos, este conceito foi passando por mudangas
importantes. Estudos com especimens histologicos demonstram que virtualmente todo tecido
tumoral encontra-se infiltrado pelas células imunes do hospedeiro, mas com intensidade e
composi¢des celulares variaveis que, por sua vez, guardam relacdo com o comportamento do tumor
e o prognodstico do hospedeiro [91,92]. Neste contexto, a relacdo entre a imunidade/inflamacao e o
cancer parece constituir um sistema mais ambiguo e complexo do que se supunha, a medida em que
parece envolver ndo apenas mecanismos naturais de defesa e reparacdo tecidual, mas também a
transformagdo de células imunes do hospedeiro — cooptadas pelos sinalizadores tumorais — em
verdadeiros agentes pro-cancerigenos [93,94].

A resposta imune inata, representada por neutréfilos e macréfagos, constitui a primeira reagao
contra a lesdo tecidual, desempenhando papel no isolamento de antigenos e células anormais, na
limpeza de debris e na proliferacdo de novos tecidos no processo de cicatrizacdo. A capacidade
destas células de permear diferentes estruturas "invadindo tecidos", de sintetizar estroma e de induzir
neovascularizacdo através da sintese de diversos fatores de crescimento, guardam estreita relacao
com os marcos de desenvolvimento tumoral; de fato, este componente do sistema imune parece ser
o instrumento utilizado pela neoplasia para adquirir estas habilidades [1]. O tecido neoplasico, desde

os seus estagios mais iniciais de desenvolvimento, torna-se viavel quando atinge a capacidade de
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"aparelhar" estas células do sistema imune inato e utilizar suas habilidades no processo de
oncogénese [1,93,95]. Por outro lado, o sistema imune adaptativo (ou humoral), através da sua
resposta imune especifica, coordenada e sustentada, mediada pelos linfocitos, parece estar mais
envolvido nos mecanismos de resposta anti-oncogénica. Em andlise de diversos espécimes
histolégicos extraidos de estudos de coorte de pacientes com cancer, Pagés et al. observou que a
infiltracdo por linfécitos T na periferia tumoral foi um forte preditor de maior sobrevida global e
também de sobrevida livre de doenga [91].

A intensidade da resposta humoral ¢ amplamente dependente do grau de cooptacao do sistema
inato, responsavel por iniciar a cadeia de resposta imune através da apresentagdo de antigenos e pela
producdo de citocinas que atraem os linfocitos T a periferia tumoral. Fatores soluveis como a
interleucina 6 (IL-6) produzidos pelas células tumorais alteram a maturacdo de macréfagos a ponto
de bloquearem a sua capacidade de ativar o recrutamento de linfocitos T citotoxicos [96,97]. Em
uma metandlise sobre o papel da infiltragdo de linfocitos T na periferia tumoral no prognoéstico de
pacientes oncologicos publicada por Gooden et al. em 2011 [98], observou-se efeito protetor (HR =
0,58; 1C95% = 0,43 - 0,78) para mortalidade de pacientes com tumores infiltrados por linfocitos
CD3+. McCourt et al. [99] observaram a produgao de fatores promotores de angiogénese (VEGF 1)
em macrdfagos ativados por citocinas inflamatoérias (IL-6, TNF), enquanto Jablonska et al. [100]
observaram correlagdo entre a intensidade da producdo de TNF e IL-6 por macréfagos de pacientes
com adenocarcinoma de mama e carcinoma epidermoide de com critérios de agressividade da
neoplasia (estagios mais avangados, resposta ao tratamento).

Outras evidéncias acerca do papel carcinogénico da inflamagdo surgiram com o crescente

interesse de drogas anti-inflamatorias na quimioprevengao do cancer. O dcido acetil-salicilico (AAS)
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¢ provavelmente a droga mais estudada neste contexto, com estudos apontando efeito protetor para
diversas neoplasias digestivas, entre elas o cancer colorretal, géstrico e esofagico [101].

Morales et al. [102] revisou as evidéncias relacionadas a progressao do EB a luz do modelo
proposto por Hanahan e Weinberg na publicacdo "Hallmarks of Cancer Progression in Barrett's
Esophagus" (2002), ja apontando — mesmo antes da atualizagdo do modelo em 2011 — diversos
fatores inflamatdrios desencadeados pela refluxo acido e biliar ndo s6 na formagdo da metaplasia
como também na aquisi¢do de caracteristicas malignas pelo epitélio metapldsico. Uma revisdo feita
por Volkweis et al. [103] e outra mais recente de Poehlman et al. sobre a progressdo do EB [104]
destacou o papel do refluxo acido e biliar crénico com o estimulo a produgdo de citocinas
inflamatorias, radicais livres de oxigénio e de fatores de transcri¢do, como o CDX2.

Cabe ressaltar, conforme explicitado por Hanahan e Weinberg, que boa parte das evidéncias
encontradas a respeito da cooptacao tumoral do sistema imune sdo encontradas logo nas fases iniciais
da carcinogénese, sendo este processo, nas palavras dos autores, "capaz de levar lesoes pré-malignas
incipientes a transformag¢do em massas tumorais plenamente desenvolvidas". Os autores concluem
que a compreensao destes mecanismos se reveste de importancia ainda maior quando considerado o
contexto da deteccdo e tratamento precoce das neoplasias, e ndo apenas no estudo prognoéstico de
tumores ja plenamente desenvolvidos[1].

Ao revisar os estudos disponiveis sobre biomarcadores inflamatérios para o diagndstico
precoce do cancer, observa-se uma predominancia de marcadores histopatologicos (biomoleculares,
citometria de fluxo, imuno-histoquimicos). No entanto, ha interesse crescente no estudo de
biomarcadores periféricos, pela sua maior reprodutibilidade e aplicabilidade clinica. Entre os

biomarcadores periféricos de inflamagao sistémica mais estudados neste contexto estdo a proteina C
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reativa (PCR), a albumina, a interleucina 6 (IL-6), o fator de necrose tumoral (TNF) e a relagdo
neutrofilo-linfocito (RNL).

Um grupo de pesquisadores da Universidade de Glasgow propos uma ferramenta prognostica
em pacientes oncoldgicos - o Glasgow Prognostic Score - composto pela medida da proteina C
reativa e da albumina no sangue periférico. Em revisdo apds mais de uma década de experiéncia,
incluindo mais de 60 estudos e um total > 30 mil pacientes, verificou-se significativo valor preditivo
deste escore composto por marcadores inflamatorios para diversos desfechos clinicos — sobrevida
geral, sobrevida livre de doenga, caquexia, complicagdes pds-operatorias — de forma independente
ao estagio tumoral e outras variadveis prognosticas tradicionais [105].

Hardikar et al. (2014) [13] analisou a correlacdo de biomarcadores séricos de inflamacao com
a progressdo do EB em estudo de coorte com 397 pacientes, dos quais 45 evoluiram para ACE. PCR
e IL-6 elevadas no sangue periférico foram associadas a um risco cerca de duas vezes maior de
progressdo para a neoplasia, porém houve perda da significancia estatistica apos controle para idade,
sexo, relagdo cintura-quadril e tabagismo (HR / IC 95% de 1,77/0,93 - 3,37 para PCR ¢ 1,79/ 0,93
- 3,43 para IL-6).

A RNL ¢ outro marcador de inflamacdo sistémica que tem sido relacionado ao progndstico de
pacientes oncoldgicos. Um dos principais atrativos deste marcador — além da facilidade de obtencao
na pratica clinica por ser calculado pela divisdo da contagem total de neutrofilos pela de linfocitos
em um hemograma comum de sangue periférico — ¢ a sua expressao indireta da relagdo entre o
sistema imune inato (neutrofilos, macrofagos) e o sistema imune humoral (linfocitos), cujo
desequilibrio ¢ um dos marcos conceituais mais bem estabelecidos no que diz respeito a relagdo do
sistema imune/inflamatério com a carcinogéneses, conforme ilustrado anteriormente. Isto confere

uma vantagem tedrica da RNL sobre marcadores inflamatérios relativamente inespecificos, como a
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PCR. Fang et al. analisou estes dois marcadores em uma série de 226 pacientes com carcinoma
epidermoide da cavidade oral; uma PCR > 5 esteve associada a uma RNL > 2,44, e ambos os
marcadores foram capazes de predizer progndstico de forma independente; a RNL, todavia, foi capaz
de estratificar subgrupos de maior risco mesmo dentre os pacientes com PCR elevada [106].

A capacidade da RNL de representar o desbalango entre a imunidade inata e humoral tem sido
sugerida por diversos trabalhos. Motomura et al. [107], em estudo com pacientes transplantados por
hepatocarcinoma, demonstrou associacdao entre uma RNL >4 e o aumento na expressao tumoral de
interleucina-17 e da infiltragdo peritumoral por macréfagos. Kantola et al. [108], em estudo com
portadores de carcinoma colorretal, encontrou associagdo entre a elevacdo da RNL e o aumento de
diversas citocinas em sangue periférico (IL-1ra, IL-6, IL-7, IL-8, IL-12, MCP-1, PDGFBB).

Uma revisdo sistemdtica publicada em 2013 também pela Universidade de Glasgow [109]
avaliou a correlagdo entre a RNL e o prognodstico de pacientes oncologicos. Os desfechos priméarios
foram sobrevida geral e especifica, recorréncia e resposta ao tratamento; também foi avaliada a
associacdo da RNL com outras caracteristicas clinicas e outros marcadores inflamatérios. Em trés
coortes de pacientes ndo selecionados (n = 21193), analisando tumores variados, a RNL mostrou-se
um preditor independente de sobrevida; o limiar utilizado variou de 3,3 a 5,0. Trinta e quatro estudos
incluindo somente pacientes com neoplasias solidas operaveis (n = 12426) fizeram parte da amostra,
e entre estes o limiar de RNL mais comumente utilizado foi 5,0 (16 estudos); sete destes estudos
avaliaram a RNL em tumores do TGI superior (um em cancer de es6fago, seis em cancer gastrico),
todos demonstrando relacao entre a RNL elevada e menor sobrevida geral, e quatro deles reportando
também uma relagdo com o estagio tumoral, especialmente com o estagio T, inclusive desde os seus
estagios precoces; o limiar nesses estudos variou entre 2,0 e 5,0. Estudos avaliando pacientes que

receberam neoadjuvancia ou quimiorradioterapia definitiva também evidenciaram a RNL como
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preditor de resposta e sobrevida. A grande variabilidade de limiares utilizados dificultou o célculo
de uma medida de risco média entre os estudos; a titulo de ilustracdo deste ponto, cito o estudo de
Sato et al. [110], analisando a RNL em pacientes com cancer de esdfago: apds analise multivariada,
uma RNL < 2,2 e a auséncia de linfonodos positivos foram os tinicos fatores preditores de resposta
patologica completa apds neoadjuvancia. Ja no estudo de Mohri et al. [111], uma RNL > 2,2 foi fator
preditor independente para menor sobrevida em pacientes com cancer gastrico, juntamente com
tamanho do tumor e estagio T.

Como se pode observar, estd bem estabelecido o papel da RNL e de outros biomarcadores
periféricos relacionados a inflamagdo sistémica no progndstico de pacientes oncologicos.
Gemenetzis et al., no entanto, em estudo publicado na revista Annals of Surgery em 2017 [2],
analisou o papel deste biomarcador sob uma diferente perspectiva: a deteccdo de neoplasia em uma
condicdo pré-maligna. Em analise retrospectiva de 272 pacientes submetidos a ressec¢ao pancreatica
por neoplasia intraductal papilar e mucinosa (IPMN), foi analisada a RNL como fator preditivo para
displasia e neoplasia na peca cirargica. Os IPMN sdo as neoplasias cisticas benignas do pancreas
mais prevalentes ao redor do mundo, e estdo associadas a risco varidvel de progressdo para
adenocarcinoma. Atualmente, estes pacientes sdo submetidos a um protocolo de seguimento onde o
risco de neoplasia ¢ estimado com base em dados de imagem (tamanho da lesdo, presenca de
componente solido, dilatacdo do ducto pancreatico) e alguns dados clinicos, como a presenca de
ictericia [112]; pacientes com critérios de alto risco tem indica¢ao de pancreatectomia. Uma RNL >
4 foi associada a uma OR de 6,62 para carcinoma invasor (IC 95% 2,23 - 20,9, p <0,001), superando
critérios tradicionais de ressec¢do, como a dilatagdo do ducto pancreatico (OR = 5,14), presenca de
componente solido na lesdo (OR = 3,16) e tamanho > 3 cm (OR = 4,91). Neste estudo, no entanto,

a RNL ndo apresentou sensibilidade suficiente para predizer displasia de alto-grau.

37



A razdo neutréfilo-linfécito, conclui-se, tem se mostrado promissora na avaliacdo ndo apenas
prognodstica, mas também diagndstica de pacientes oncologicos. Sua coleta € feita de forma simples,
através de uma amostra de sangue periférico, e sua mensura¢do através de um método barato,
amplamente disponivel, confidvel e reprodutivel entre diferentes servigos - um simples hemograma.
Estes fatores, aliados a sua relacdo conceitual com processos biomoleculares da carcinogénese que
vem sendo sucessivamente reforcados na literatura — especialmente as fases mais iniciais da invasao
maligna — confere a este biomarcador um grande potencial de uso na pratica clinica, especialmente
em protocolos de vigilancia de condi¢des pré-malignas. Tendo em vista a urgente necessidade de
ferramentas de estratificacdo de risco com estas caracteristicas para os pacientes com diagnostico de

EB, temos na RNL um dos biomarcadores que merece atencao especial neste contexto.

4. JUSTIFICATIVA

O ACE ¢ a neoplasia de maior crescimento de incidéncia no mundo nas Ultimas décadas,
fendmeno considerado por alguns autores como uma verdadeira epidemia. O Brasil ¢ um pais de alta
incidéncia de CE, especialmente no estado do Rio Grande do Sul. Apesar da predominancia do
subtipo epidermoide em nosso meio, ndo ha dados populacionais que de fato tenham avaliado o
possivel impacto desta epidemia em nosso meio. Fatores relacionados ao ACE, como DRGE,
obesidade, elevada propor¢do de idosos e de etnia racial branca, entre outros, sugerem que a
populacdo do Rio Grande do Sul pode estar exposta ao mesmo tipo de risco que outros paises onde
esse fendmeno foi observado.

O simples diagnostico de EB ¢ um fator de risco para neoplasia insuficiente para tragar estratégias

efetivas de prevencao. Neste sentido, a identificagdo de biomarcadores relacionados a progressao
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para displasia e neoplasia assume importancia estratégica na delimitacdo de subgrupos de maior ou
menor risco dentre a totalidade dos pacientes com EB.

Marcadores periféricos de inflamagdo sistémica sdo ferramentas acuradas na avaliagdo
prognoéstica de neoplasias; mais recentemente, tem sido estudados também como preditores de
progressdo em condi¢des pré-malignas, inclusive o EB. A maioria dos trabalhos publicados sobre o
tema, no entanto, baseia-se em técnicas histopatologicas que, por sua vez, tem demonstrado baixa
aplicabilidade pratica por razdo de sua alta complexidade, custo, pouca uniformidade entre diferentes
métodos de afericao e dependéncia de exames invasivos para coleta de material [4]. Existem poucos
estudos na literatura [13,113,114] que utilizaram biomarcadores inflamatorios de sangue periférico
na avaliagdo da progressdo do EB; nenhum deles utilizou a RNL como marcador, ndo encontrando-

se, pois, na presente revisao, nenhum estudo publicado sobre este tema.

5. HIPOTESES

5.1. Hipotese nula:

- Nao ha correlagdo entre o aumento da RNL com a progressdao do EB para displasia e

neoplasia.

5.2. Hipotese operacional:

- Ha correlacdo significativa entre o aumento da RNL com a progressdo do EB para displasia

e neoplasia.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo primario

Analisar a correlagdo entre o aumento da RNL e as diferentes fases de progressao do EB.

6.2. Objetivo secundario

Estimar a relacdo de risco entre o marcador e a progressao do Barrett para displasia e cancer.
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Introducéo: A vigilancia de pacientes com esdfago de Barrett (EB) baseia-se em bidpsias
endoscdpicas para identificar a progressdo da metaplasia para displasia e adenocarcinoma. A
razdo neutrofilo-linfécito (RNL) ¢ uma medida indireta do desequilibrio entre o sistema imune
inato e adaptativo observado em fases iniciais da carcinogénese e tem sido estudada como um
biomarcador em condi¢des pré-malignas.

Objetivo: Investigar a capacidade da RNL de identificar pacientes com EB sob alto risco de
progressdo para displasia e neoplasia.

Materiais e métodos: Foram analisados retrospectivamente pacientes com diagnostico de
EB através de bidpsias por endoscopia entre 2013 e 2017 com hemograma eletivo coletado
dentro de 6 meses do exame, assim como pacientes com internacdo por adenocarcinoma do
esofago distal (ACE) entre 2005 e 2017. A RNL foi calculada através da divisdo das contagens
de neutrofilos/linfocitos. Os casos foram classificados como EB sem displasia (EBsD), EB com
displasia (EBcD) - se displasia de baixo ou alto grau presentes - ¢ adenocarcinoma (ACE). Foi
calculada a correlagdo entre os valores da RNL e os grupos de estudo, e curva "receiver
operating characteristics" testou sua habilidade para diagnosticar ACE.

Resultados: 113 pacientes foram selecionados (EBsD, n=72; EBcD, n=11; ACE, n=30). A
RNL aumentou progressivamente através dos grupos, sendo maior no grupo ACE
(EBsD=1,92+0,7; EBcD=2,92+1,1; ACE=4,54+2.9; p<0,001). Houve correlagdo significativa
entre os valores de RNL e a progressdo de EBsD para EBcD e ACE (rs=0,53; p<0,001). Uma
RNL>2,27 foi capaz de diagnosticar ACE com 80% de sensibilidade e 71% de especificidade
(area sob a curva=0,8).

Conclusio: ha correlacdo positiva entre a RNL e a progressdo do EB para displasia e cancer.
Estudos prospectivos deverdo ser realizados para avaliar a utilidade deste marcador na vigilancia
do EB.

Palavras-chave: esofago de Barrett, neoplasias esofagicas, relacao neutréfilo-linfocito.
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INTRODUCAO

O esofago de Barrett (EB) ¢ um estagio final da doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE),
em que o epitélio escamoso do esdfago distal ¢ substituido por um epitélio colunar especializado
do tipo intestinal[1]. A DRGE e o EB, por sua vez, apresentam estreita relacdio com o
desenvolvimento do adenocarcinoma de esofago (ACE), através da bem estabelecida sequéncia
de metaplasia intestinal, displasia e neoplasia [2]. Esta sequéncia constitui a base racional das
estratégias de seguimento ("vigilancia") do EB, que vem ganhando relevancia crescente frente o
aumento de proporgoes epidémicas na incidéncia de ACE nas tltimas décadas [3,4] e os avangos
recentes no armamentario disponivel para o tratamento endoscépico da displasia de alto grau
(DAG) e do cancer precoce [5—8]. Os protocolos de seguimento vigentes, no entanto, tem sido
alvo de constantes questionamentos quanto a sua eficicia e custo-efetividade [9]. Intimeros
esfor¢os tem sido direcionados ao aprimoramento das técnicas de visualizacdo endoscdpica e de
diagnostico histologico da displasia; a baixa incidéncia de ACE entre pacientes com EB, no
entanto, limita de forma consideravel a margem de custo-efetividade de qualquer técnica
empregada: apesar de expostos a um risco 30-125 vezes maior que o da populagdo em geral [3],
a incidéncia de ACE em pacientes com EB nio ultrapassa 0,1 a 0,5% ao ano, ou 10 casos/mil
pacientes-ano considerando-se em conjunto a incidéncia de ACE e DAG [10,11]. Neste contexto,
torna-se evidente a necessidade de ferramentas capazes de identificar o subgrupo de pacientes
com EB que estdo expostos a um risco elevado de progressao.

Eventos inflamatorios gerados pela a¢ao do refluxo acido e biliar que pontuam cada etapa da
evolucdo do EB para displasia e neoplasia [2,12-21] tem motivado o estudo de biomarcadores
inflamatorios como fatores preditivos de progressdo [22,23]. A relagdo neutréfilo-linfocito
(RNL) ¢ um biomarcador periférico conceitualmente relacionado ao desequilibrio entre o sistema
imune inato e humoral observado em diversas etapas da carcinogénese, especialmente em suas
fases mais iniciais [24-32]. Seu papel prognodstico em diversas neoplasias ja estd bem
estabelecido[33—-37]; recentemente, mostrou-se um acurado preditor de neoplasia em lesdes pré-

malignas de pancreas [38].

METODOS

Foi realizado um estudo transversal retrospectivo, com coleta de dados a partir de prontudrios
médicos. O desfecho principal a ser avaliado foi a correlagdo da RNL com as diferentes fases de

progressdo do EB.
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Registros consecutivos de pacientes submetidos a exames endoscopicos entre janeiro de 2013
e setembro de 2017 foram analisados; cento e sessenta pacientes com descricdo de epitélio
colunar visivel no esofago distal foram separados para andlise de prontuario. Destes, 107 foram
excluidos com base nos seguintes critérios: auséncia de pelo menos uma endoscopia associada a
um hemograma elegivel, auséncia de metaplasia intestinal confirmada histologicamente,
imunossupressdo por drogas ou doengas cronicas, doengas infecciosas, cancer, disturbio
hematologico, doenca auto-imune e cirurgias prévias no trato gastrointestinal exceto
fundoplicatura por DRGE. Para ser considerado elegivel, o hemograma deveria ter sido coletado
em um periodo compreendido entre 6 meses antes e 6 meses apds o exame endoscopico em
questdo, e fora de um contexto de infeccdo ou outros procedimentos invasivos (como dilatacao
esofagica ou cirurgias). Na presenca de mais de um hemograma elegivel, foi selecionado o exame
com data de coleta mais proxima da data da endoscopia.

Para cada paciente selecionado, foram incluidos todos os exames endoscopicos registrados
em que foram realizadas bidpsias do epitélio colunar e que estiveram associados a um
hemograma elegivel; dos 58 pacientes restantes apos a aplicagdo dos critérios de exclusdo, foram
incluidos, portanto, 83 exames endoscdpicos para analise (1 paciente com 5 exames elegiveis, 1
paciente com 4 exames, 4 pacientes com 3 exames e 10 pacientes com 2 exames elegiveis). Do
total destes 83 casos de EB, 72 ndo apresentavam displasia, 8 apresentavam displasia de baixo
grau e 3 displasia de alto grau.

Os pacientes com ACE foram selecionados a partir de registros de alta hospitalar entre janeiro
de 2005 e dezembro de 2017 em que constavam os seguintes codigos, conforme a classificagdo
internacional de doencas (CID): C15.2 (neoplasia maligna de es6fago abdominal), C15.5
(neoplasia maligna de terco inferior do eso6fago), C15.8 (lesdo invasiva do esdéfago), C15.9
(neoplasia maligna de esofago, ndo especificada), totalizando 290 casos. Destes 290 casos, 30
corresponderam a adenocarcinoma de esd6fago ou de juncdo esofagogastrica (JEG) do tipo 1 da
classificacdo de Siewert[39] (les@o entre 1 ¢ 5 cm cranialmente a JEG anatomica); foram
aplicados os mesmo critérios de exclusao dos casos de EB, exceto a necessidade de metaplasia
intestinal confirmada, sendo todos os 30 pacientes elegiveis. As figuras 1 e 2 sumarizam este

processo de selecao.
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Figura 1: Fluxograma do processo de selecao dos casos de eséfago de Barrett.

Epitélio colunar visivel em exames ~ Excluidos (n=107)
endoscdpicos entre janeiro de 2013 e B Senl(l;emograma elegivel
setembro de 2017 (n=165) (n=50) ) )
> |- Metaplasia intestinal
¢ ausente (n=6)

- Imunossupressao (n=4)

- Infecgao (n=10)

- Outras neoplasias (n=17)
- Cirurgias prévias no TGl

¢ (n=2)

- Procedimentos invasivos
Endoscopias elegiveis* (n=83) recentes (n=1)

- Distdrbio Hematolégico

(n=4)
- Doencas auto-imunes
(n=13)

Critérios de inclusdao preenchidos (n=58)

Sem Displasia de Displasia de
displasia baixo grau alto grau
(n=72) (n=8) (n=3)

TGI: trato gastrointestinal.
*Para cada paciente selecionado, todos as outras avaliagdes endoscépicas que preencheram os
critérios de inclusdo foram acrescentadas no estudo.

Figura 2: Fluxograma da selecao dos pacientes com adenocarcinoma de esofago.

Pacientes internados com diagndstico na alta hospitalar (conforme a CID) C15.2
(neoplasia maligna de eso6fago abdominal), C15.5 (neoplasia maligna de terco inferior
do esdfago), C15.8 (lesdo invasiva do esofago), C15.9 (neoplasia maligna de esofago,

nao especificada), entre 2005 e 2017 (n=290)

.

Adenocarcinomas de esofago ou de JEG Siewert I* (n=30)

.

Critérios de inclusao preenchidos
(n=30)

v v v v

Estagio | Estagio Il Estagio Il Estagio IV
n=4 n=0 n=16 n=10

CID = Classificagao Internacional de Doengas; JEG = jungao esofagogdstrica.
*De acordo com a classificagao de Siewert, tipo 1 = tumores entre 1 e 5 cm acima da JEG.

Foram coletados dados clinicos e demograficos relevantes, como sexo, idade, raga, tabagismo,
etilismo, indice de massa corporal (IMC), diagnostico de diabetes, uso de anti-inflamatdrios
(AINESs), inibidores da bomba de protons (IBP) e estatinas, assim como dados da descrigdo
endoscopica (extensdo do epitélio colunar, presenca de hérnia hiatal) e anatomopatolégica

(diagnostico histologico, numero de bidpsias).
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O EB foi classificado em seguimento longo (EB longo) quando com 3 c¢cm ou mais de
comprimento maximo a endoscopia, e de seguimento curto (EB curto) quando menor que 3 cm.
Hérnia hiatal foi definida como distancia igual ou maior a 2 cm entre a linha Z e o pingamento
diafragmatico, sendo de pequeno porte até 3 cm, médio porte até 5 cm e grande porte quando >
5 cm.

A divisdo entre estagios dos pacientes com ACE foi realizada com base nos critérios entdo
vigentes da classificagdo TNM, segundo a American Joint Committee on Cancer (2010). Para
fins de andlise, os casos foram agrupados entre os 4 principais estagios (I, II, Il e I'V).

A razdo neutrofilo-linfocito (RNL) foi calculada a partir da divisdo da contagem total de
neutrdfilos pela contagem de linfocitos em células por milimetros cubicos. Os diagnosticos
histopatologicos de metaplasia intestinal, displasia e adenocarcinoma foram realizados por
especialistas do servico de Patologia da institui¢ao.

Foram divididos trés grupos principais para analise, com base nos estagios de progressao:
esofago de Barrett sem displasia (EBsD), esofago de Barrett com displasia de baixo ou alto grau
(EBcD) e adenocarcinoma (ACE), tendo como principal desfecho a correlagdo do aumento da
RNL com a progressdo entre os estagios de gravidade da doenca. Posteriormente, esta mesma
analise foi realizada subdivindindo-se os pacientes do grupo ACE de acordo com estadiamento

clinico.

ANALISE ESTATISTICA

Para comparacdo entre duas varidveis continuas foi utilizado o teste t de student (médias) e
Mann-Whitney (dados assimétricos); entre duas varidveis categoricas, foi utilizado o teste de
qui-quadrado ou exato de Fisher. Para comparacao de trés médias, foi utilizada a ANOVA one-
way, seguida de teste post-hoc de Tukey. Na comparagdo de 3 categorias, foi utilizado teste de
qui-quadrado ou de Fisher, seguido de post-hoc pelo método de Bonferroni. Para andlise da
correlacdo da RNL com os diferentes grupos de estudo, foi calculado o coeficiente de correlagdo
ndo paramétrico de Spearman (rs). Uma regressao logistica ordinal foi realizada para modelar o
desfecho diagndstico entre trés niveis. Foi modelada uma curva receiver operating
characteristics (ROC) e calculada a area sob a curva (AUC), sensibilidade, especificidade e razao
de verossimilhanca para o diagndstico de ACE.

O nivel de significancia (alfa) adotado foi de 0,05. Foi utilizado o SPSS versao 22.0.
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RESULTADOS

A média de idade do grupo EBsD foi 59,6+14,7 anos, com diferenca significativa para o grupo
ACE (média 68,7+13,0; p=0,015). O grupo EBcD (média 57,1+17,5) ndo apresentou diferenca
significativa com nenhum dos outros grupos (p>0,05). A propor¢do de pacientes do sexo
masculino no grupo EBsD também foi significativamente menor em relagdo o grupo ACE
(43,1% e 73,3% respectivamente, p=0,009), enquanto o grupo EBcD (72,7%) ndo mostrou
diferenga em relacdo aos demais (p>0.05). Os sujeitos do estudo foram majoritariamente da raga
branca.

O indice de massa corporal (IMC) foi significativamente maior no grupo EBsD (31,5+1,14)
em comparagdo com o grupo ACE (24,9+1,84; p=0,006). Histéria de etilismo foi
significativamente mais prevalente no grupo EBcD (27,3%, n=3) do que nos demais (p = 0,011),
que ndo diferiram estatisticamente entre si apesar da maior prevaléncia no grupo ACE (21,4%,
n=6, em comparagdo com 5,6%, n=4, no grupo EBsD; p>0,05).

O uso de IBP foi significativamente menor no grupo ACE (27,3%, n=6) em comparagdo com
os demais (95,8% com n=68 para o grupo EBsD, e 90,9% com n=10 no grupo EBcD, (p<0,001).
Nao houve diferenga estatistica entre os trés grupos quanto ao uso de estatinas (p=0,056).

Quanto aos grupos EBsD e EBcD, houve uma alta propor¢ao de EB longo em ambos os
grupos: 54,2% (n=39) e 70% (n=7), respectivamente. Setenta e oito por cento dos exames
endoscopicos realizados nos pacientes com EB seguiram o Protocolo de Seattle (01 biopsia em
cada quadrante para cada 2 cm de epitélio colunar visivel). Setenta e dois por cento dos casos do
grupo EBsD e 80% do grupo EBcD apresentaram hérnia hiatal (p=0,719). Vinte e dois e vinte e
sete por cento dos pacientes nos grupos EBsD e EBcD, respectivamente, apresentavam historia
prévia de cirurgia antirrefluxo (p=0,708).

Entre os sujeitos do grupo ACE, 13,3% (n=4) pertenciam ao estagio I, 53,3% (n=16) ao
estagio III e 33,3% (n=10) ao estagio IV. Nao houve nenhum caso de pacientes no estagio II.

Os dados acima encontram-se sumarizados na tabela 1.

TABELA 1: Caracteristicas dos sujeitos incluidos no estudo.

CARACTERISTICAS EBsD EBcD ACE p
N =72 N=11 N =30
Idade, anos 59,6+14,7* 57,1+17,5*° 68,7+13,9° 0,011
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Sexo masculino, N(%)

Raca, N(%)
branca
preta
parda

IMC

Tabagismo, N(%)
Etilismo, N(%)

DM tipo 2, N(%)

Uso de IBP, N(%)

Uso de AAS, N(%)

Uso de outros AINE, N(%)

Uso de estatinas, N(%)

Praga C, cm
mediana
minimo-maximo
Praga M, cm
mediana
minimo-maximo

Comprimento maximo do EB
mediana
minimo-maximo

EB longo®, N(%)

Hérnia hiatal, N(%)
1a3cm
>3e<5cm
>5cm

Adocao do Protocolo de Seattle, N(%)
Esofagite, N(%)

31(43,1)

68(94,4)"
1(1,4)°
3(4,2)°
N =22

31,5+1,14°
N =69

24(34,8)°
N=72
4(5,6)"
N =69

15(21,7)
N =71

68(95,8)°
N =71

22(31,0°
N=70
1(1,4)°
N =71

28(39,4)

N= 48
1
0-9
N=48
3
1-9
N=65
30
5-100

N=72
39(54,2)

N=71
1)
3)
5)
79,1)
11(15,27)

32(45,
13(18,
6(8,
57(

8(72,7)°

11(100,0)

0(0,0)°
0(0,0)°

N=4

28,4+1,37%

N=11
8(72,7)

N=11
3(27,3)

N=10
1(10)

N=11
10(90,9)°

N=10
3(30,0)°

N=10
0(0,0)°

N=10
1(10)

N=7
2
0-10

N=7
4
0-6

N=8
45
10-60

N=10
7(70)

N=10
2(20,0)

5(50,0)
0(0,0)

8(72,7)
0(0,0)

22(73,3)°

28(93,3)°
2(6,7)°
0(0,0)
N=12
24,9+1,84°

N =29
16(55,2)

N =28
6(21,4)°

N =27
3(11,1)
N =28
6(27,3)
N =26
5(19,2)
N=26
0(0,0)
N =26
5(19,2)

0,009

0,499

0,008

0,020

0,011

0,490

<0,001

0,526

>0,999

0,056

0,339

0,980

0,528

0,603

0,719

0,697
>0,999
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Cirurgia antirrefluxo prévia N(%)
Neoadjuvancia, n(%)
Esofagectomia, n(%)
Estadiamento®, n(%)

Estagio |

Estagio Il

Estagio Il
Estagio IV

16(22,2) 3(27,2) 0,708
2(6,6)
6(20,0)

4(13,3)
0(0,0)
16(53,3)
10(33,3)

EB = estfago de Barrett; EBsD = esdfago de Barrett sem displasia; EBcD = esofago de Barrett com displasia;
ACE = adenocarcinoma de esofago; IMC = indice de massa corporal em kg/m* HAS = hipertensdo arterial
sisttmica; DM = diabetes mellitus; IBP = inibidor da bomba de prétons; AAS = dcido acetil salicilico; AINE =
anti-inflamatério ndo-esteréide; Praga C e M = comprimento circunferencial e comprimento maximo do
epitélio colunar, respectivamente, conforme a classificacdo de Praga.

b = grypos com a mesma letra sobrescrita ndo apresentaram diferenca significativa ao teste de post-hoc.
*dose didria expressa em nimero de comprimidos de 20 mg de omeprazol ou dose equivalente de outros IBPs.
$Seguimento longo = epitélio colunar > 3 cm de comprimento maximo.

* Conforme classificacdo da American Joint Committee on Cancer, 2010.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre média de RNL do grupo EBsD e

EBcD (1,92+0,68 e 2,92+1,09, respectivamente; p=0,154); ambos os grupos, no entanto,

diferiram significativamente do grupo ACE (média de 4,54+2,97, p<0,001 e p<0,05,

respectivamente). Houve correlagdo positiva, de forca moderada, entre a média de RNL e a

progressdo entre os grupos: 1s = 0,53; p<0,001 (figura 3). A significancia desta correlagdo

persistiu ap6és subdivisdo dos pacientes com ACE entre estagio I e estagio III/IV (rs = 0,51;

p<0,001; figura 4).
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Figura 3: Dados descritivos e correlacao entre os trés principais grupos.
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EBsD = esofago de Barrett sem displasia; EBcD = es6fago de Barrett com displasia; ACE = adenocarcinoma de
esofago; rs = coeficiente de correlacao de Spearman; p = significancia estatistica.

*p = 0,154 comparado a EBsD.

$p<0,001 comparado a EBsD, p<0,05 comparado a EBcD.
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Figura 4: Dados descritivos e correlacao entre os grupos, adenocarcinomas divididos
por estagio clinico.
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EBsD = esofago de Barrett sem displasia, EBcD = esofago de Barrett com displasia, ACE1 = adenocarcinoma de esdfago estagio |,
conforme classificagdo do American Joint Committee on Cancer, 2010.

rs= correlagdo de Spearman, p = significancia estatistica.

*p < 0.0001 em comparagao com ACE I1I/V; p ndo significativo na comparagao com outros grupos.

Ap = 0.030 em comparagao com ACE III/IV; p ndo significativo na compara¢ao com outros grupos.

¥p ndo significativo na comparagao com outros grupos.

Uma RNL > 2,27 apresentou sensibilidade de 80,0% e especificidade de 71,1% para o

diagnéstico de cancer (razdo de verossimilhanga = 2,76, AUC = 0,8; figura 5).
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Figura 5: Curva receiver-operating characteristics.
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A figura 6 mostra a probabilidade do desfecho diagnostico de acordo com o nivel de RNL.
Os resultados deste modelo, no entanto, estdo atrelados a probabilidade pré-teste da amostra

(73,4% para EBsD, 9,7% para EBcD e 26,5% para ACE), que nio reflete a proporc¢ao observada

na populacgao.
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Figura 6: Regressao logistica ordinal.
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EBsD = esofago de Barrett sem displasia; EBcD = esofago de Barrett com displasia;
ACE = adenocarcinoma de esofago.

DISCUSSAO

O uso exclusivo da displasia como marcador do risco de progressdo do EB para neoplasia
vincula os protocolos atuais de seguimento a necessidade de uma amostragem do epitélio colunar
através de endoscopia sob sedacdo. Além do custo e da morbidade associadas, esta abordagem
acaba limitada pela baixa representatividade (<5%) das bidpsias — ainda que realizadas de forma
adequada — em relagdo a totalidade do epitélio sob risco [40]. Além disso, existe baixa
concordancia inter-observador para o diagnoéstico de displasia, com valores reportados de kappa
tao baixos quanto 0,11 mesmo entre patologistas especializados [41]. Outro aspecto importante
¢ que a incidéncia de ACE entre pacientes com EB de modo geral ¢ baixa — 0,33% ao ano,
podendo, inclusive, estar mais proxima a 0,1% conforme estudos recentes de base populacional
[10,42,43] — de modo que 93% destes pacientes acabam morrendo por outras causas [11].

Recentes avancos na terapia endoscopica da displasia e do carcinoma precoce de esdfago [5—
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8,44-49] tem disponibilizado valiosos instrumentos para a mudanca da historia natural do ACE,
uma neoplasia de alta letalidade; no entanto, o seu potencial encontra-se amplamente limitado
pelos fatores supramencionados. Um dos caminhos apontados de forma consistente entre
especialistas da area consiste no desenvolvimento de ferramentas nao-invasivas, de baixo custo
e de facil aplicabilidade, que — ao estratificarem de forma mais acurada os pacientes com EB
quanto ao risco de progressao para neoplasia — possibilitem a adogdo de técnicas de diagndstico
e intervalos de avaliagdo mais adequados para cada subgrupo, aumentando assim a eficacia e
custo-efetividade da estratégia de seguimento implementada [9,40,43,46,50—-56]. Assim, grupos
de alto risco de progressdo poderiam ser submetidos a estratégias mais agressivas de
rastreamento da displasia e do cancer precoce, com maior aproveitamento da tecnologia
disponivel dentro de uma relagdo de custo-beneficio adequada; no outro extremo, um grande
nimero de pacientes com risco minimo de progressdo poderiam ser poupados de procedimentos
invasivos e dispendiosos.

Dados clinicos e demograficos — como extensao do epitélio colunar, sexo, idade e etnia — tem
sido testados [57] como critério para individualizagdo dos intervalos de seguimento endoscopico,
porém sem solidez suficiente para ampla recomendagao clinica [1,58]. O uso de biomarcadores
relacionados a progressdo do EB, por sua vez, tem sido alvo de crescente interesse.

A maioria dos estudos que avaliaram a relagdo de biomarcadores com displasia e cancer no
EB [21,22,50,59-81] utilizaram técnicas baseadas em histopatologia, que além de, em muitos
casos, serem pouco uniformizadas para a pratica clinica permanecem atreladas as limitagdes da
amostragem por biopsias. Biomarcadores periféricos, por outro lado, oferecem a possibilidade
de selecionar os pacientes antes mesmo da indica¢do de um procedimento invasivo.

A estreita relagdo entre os mecanismos biomoleculares de progressao do EB com o processo
inflamatorio gerado pelo refluxo 4cido e biliar no eso6fago distal [2,15,82] remete a possibilidade
de que biomarcadores que pontuam cada etapa deste processo possam ser utilizados como
preditores de risco para o desenvolvimento de displasia e neoplasia. Um estudo de coorte
publicado por Hardikkar et al. [22] analisou a correlagdo de biomarcadores séricos de inflamagao
com a progressdo do EB; proteina C reativa (PCR) e interleucina 6 (IL-6) elevadas no sangue
periférico foram associadas a um risco duas vezes maior de progressdo para a neoplasia; neste
estudo, porém, houve perda da significancia estatistica apds controle para idade, sexo, relagdo
cintura-quadril e tabagismo (hazard ratio e 1C 95%, respectivamente, de 1,77 e 0,93 - 3,37 para
PCR, e 1,79 € 0,93-3,43 para IL-6).

A RNL ¢ um marcador de inflamacao sistémica que correlaciona-se com a sobrevida e com

outros desfechos prognosticos em pacientes oncoldgicos [33]. Um dos principais atrativos deste
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marcador — além da facilidade de obtencdo na pratica clinica — ¢ a sua expressdo, de forma
indireta, do desequilibrio entre o sistema imune inato (neutrofilos) e o sistema imune humoral
(linfocitos), responsavel por boa parte dos eventos inflamatorios relacionados a carcinogénese.
Diversas evidéncias demonstram que, desde as etapas mais precoces do desenvolvimento
tumoral, as células do sistema imune inato sdo cooptadas e estimuladas pela neoplasia, que
utiliza-se da sua capacidade de penetrar tecidos e de produzir estroma e neovasos para crescer e
tornar-se invasiva; o sistema humoral, por sua vez, ¢ inibido através do bloqueio da apresentagao
de antigenos, entre outros mecanismos[24]. Esta caracteristica conceitual confere a RNL uma
vantagem tedrica sobre marcadores inflamatoérios menos especificos, como a PCR e a IL-6. Fang
et al. analisaram a PCR e a RNL em uma série de 226 pacientes com carcinoma epidermdide da
cavidade oral; embora ambos os marcadores tenham se correlacionado com o prognéstico de
forma independente, a RNL foi capaz de estratificar subgrupos de maior risco inclusive dentre
os pacientes com PCR elevada [25]

Gemenetzis et al, em recente publicacdo [38], analisou o papel da RNL como preditor do
adenocarcinoma ductal de pancreas em pacientes com neoplasia intraductal papilar e mucinosa
(IPMN); RNL > 4 gerou uma odds ratio (OR) de 6,62, superior a de critérios tradicionais de
resseccao deste tipo de lesdo como tamanho do tumor, dilatagdo do ducto pancreatico e presenca
de componente sélido no cisto.

Este ¢ o primeiro estudo realizado para a avaliar a correlagio da RNL com a progressdao do
EB do qual temos conhecimento. Os trés grupos foram divididos de acordo com as principais
etapas de progressao (metaplasia intestinal sem displasia, displasia e adenocarcinoma); a op¢ao
por agrupar displasia de baixo e alto grau decorreu do baixo nimero de casos de displasia
encontrados (baixo grau, n = 8; alto grau, n = 3), fato que pode ter influenciado também na falha
em obter diferenca estatistica entre as médias do grupo EBsD e EBcD. Apesar desta limitagao,
foi possivel observar uma correlagdo de forca moderada entre o aumento da RNL e a progressao
entre as trés fases da doenca.

A forga desta correlagdo também foi expressa na boa acuracia apresentada pelo marcador para
o diagndstico de ACE, mesmo utilizando-se um ponto de corte relativamente baixo (2,27) em
comparagdo com alguns estudos semelhantes. Na revisdo sistematica publicada em 2013 por
Guthrie et al [33] sobre o papel da RNL como preditor de prognostico em pacientes com cancer,
o ponto de corte mais comumente utilizado dentre 34 estudos avaliando neoplasias solidas
operaveis foi de 5,0 (16 estudos); nos 7 trabalhos que incluiram apenas cancer gastrico e
esofagico, o ponto de corte variou de 2,0 a 5,0. No trabalho de Sato et al. [83] uma RNL > 2,2

foi preditor independente de resposta patologica completa apds neoadjuvancia para cancer

66



esofagico, e no estudo de Mohri et al. [30] o mesmo ponto de corte foi um dos principais
preditores de sobrevida em pacientes operados por cancer gastrico. H4, portanto, grande
variedade entre os estudos quanto ao ponte de corte adotado. Na revisdo de Guthrie et al., no
entanto, alguns estudos com cancer gastrico e esofagico demonstraram uma correlagdo entre o
aumento da RNL com a progressdo do estagio T desde os seus estadgios mais precoces. Este dado
sugere que para deteccdo de neoplasia em fases iniciais devem ser utilizados pontos de corte
menores do que os indicados para avaliacdo progndstica de neoplasias ja estabelecidas.

O etilismo — que nao ¢ considerado um fator de risco relevante para ACE ou para progressao
do EB [3] — foi mais frequente no grupo da displasia; devido ao baixo numero de sujeitos nesse
grupo, € possivel que tal achado deva-se ao acaso. A idade mais avangada e a predominancia do
sexo masculino no grupo ACE, por sua vez, refletem o padrdo de evolu¢do da doenga: ambos os
fatores sdo importantes preditores demograficos de progressdo do EB, sendo este um padrao
observado em coortes populacionais [10,43]. A baixa propor¢ao de uso de IBP no grupo ACE
reflete dados da literatura que demonstram a auséncia de um diagnoéstico prévio de EB ou DRGE
na maioria destes pacientes [3]. O uso de estatinas e AINEs — drogas que j& foram relacionadas
a reduc¢do do risco de progressao do EB [84,85] — foi equiparavel entre os grupos.

Houve uma alta propor¢ao (50%) de sujeitos excluidos do estudo por falta de hemograma no
periodo estabelecido, o que gera preocupacdes quanto a possibilidade de viés de selecao
relacionado aos motivos que levaram a solicitagdo de hemograma para uns e ndo para outros. A
analise de registros dos sujeitos excluidos, no entanto, aponta mais para uma relacdo aleatéria do
que sistematica, sendo comum - porém ndo uniforme dentro das equipes assistenciais - a pratica
de solicitagcdo de exames laboratoriais gerais de "revisdo" para pacientes em acompanhamento
ambulatorial, sem uma suspeita clinica especifica. No estudo de Gemenetzis et al. [38], também
retrospectivo, houve a mesma propor¢ao de 50% de exclusdo por falta de hemograma.

A predominancia de pacientes com ACE em estagio III ou IV (86,6%) pode ter contribuido
para uma correlagdo positiva e para diferenga da média de RNL neste grupo em relagdo as
demais, tendo em vistas as evidéncias relacionando maiores valores de RNL com tumores mais
avancados [33]. No entanto, manteve-se a forca da correlagdo mesmo apds a divisao do grupo
ACE em dois novos grupos, de acordo com o estadiamento (estagio I / estagio Il e IV). A
propor¢do entre os estagios encontrada na amostra em parte reflete a realidade do cancer
esofagico no mundo, onde mais de 50% dos pacientes se apresenta com doenga incuravel ao
diagnostico, sendo provavel que esta propor¢do seja ainda maior em servigos brasileiros [86].
Por outro lado, apenas 20% dos pacientes com ACE foram submetidos a esofagectomia e apenas

1 paciente foi submetido a ecoendoscopia para estadiamento, de modo que a maior parte dos

67



casos foi estadiado apenas com base em critérios endoscopicos e tomograficos. E possivel que
isto tenha gerado uma super-alocagdo dos casos em estagio II para o estagio III, e do estagio 111
para o IV e vice-versa.

J& a maior prevaléncia de obesidade no grupo EBsD e a alta propor¢ao de EB de segmento
longo em ambos os grupos EBsD e EBcD constituem um viés de papel oposto — com potencial
de diminuir as diferencas entre os grupos — ja que inlimeros estudos descrevem um aumento basal
dos marcadores inflamatorios em pacientes obesos, € 0 EB longo — um preditor de progressao ja
consolidado [58] — por sua vez, esta relacionado a maiores niveis de PCR e IL-6 [14]. Estas
caracteristicas da amostra podem ter aumentado a média de RNL nos dois grupos de EB,
contrabalancando o efeito da predominancia de pacientes em estagio III/IV no grupo ACE.

Um aspecto deste trabalho que deve ser ponderado ¢ a auséncia de revisdo de laminas para
confirmagao do diagnostico de displasia por um segundo patologista, especializado — um assunto
que ¢ motivo de debate na literatura [77,87,88]. Enquanto algumas referéncias reforcem o valor
do diagndstico confirmado por patologistas especializados na area, demonstrando inclusive risco
significativamente maior de progressdo para ACE para os casos revisados, outras evidéncias
apontam para uma limitagdo inerente ao método. No estudo de Montgomery et al. [89], por
exemplo, o valor de kappa antes e depois de consenso por patologistas especializados foi de 0,23
e 0,31, respectivamente. O mesmo autor, encontrou maior correlagcdo entre a incidéncia de ACE
e o diagnodstico de displasia firmado por um patologista ligado a assisténcia do que com um
diagnéstico firmado por maioria entre 12 patologistas cegados [89]. Sharma et al. [90] argumenta
que ndo ha critérios objetivos que definam um patologista "expert", e que a esta defini¢do tem
aplicabilidade limitada no cenario real de assisténcia. O Gltimo consenso norte-americano admite
esta controvérsia, mas recomenda a confirmacdo do diagnoéstico de displasia por um segundo
patologista [1]. Por outro lado, um ponto positivo quanto a avaliacdo da displasia no nosso estudo
¢ a alta propor¢do de aderéncia ao Protocolo de Seattle [1,41] para amostragem do epitélio
metaplésico: 78%, marca que supera amplamente a estimativa encontrada na literatura, inferior
a 50% na rotina assistencial [91]. Cabe aqui frisar que os dados deste estudo foram coletados em
um hospital universitario de alto-padrdo de qualidade assistencial, acreditado pela Joint
Commission International [92].

Os resultados deste estudo devem ser levados em conta de acordo com algumas carateristicas
dessa casuistica. O niimero total de pacientes em protocolo de vigilancia do EB no servigo de
endoscopia da nossa institui¢do se mostrou insuficiente para gerar um nimero maior de casos de
displasia, que usualmente ocorre em uma fragdo pequena de pacientes em seguimento. Um

fendmeno observado durante a revisdo dos registros foi uma diminui¢do gradual de novos
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pacientes a medida em que se analisavam anos anteriores, o que ¢ esperado tendo em vista que,
uma vez incluidos em protocolo de seguimento, os pacientes tendem a permanecer por muitos
anos vinculados, acumulando-se ao longo do tempo. Foi por esta razdo que se optou por nao
prosseguir para além do ano de 2013 na busca por pacientes com EB, pois neste Gltimo ano o
namero de pacientes novos encontrados ja foi baixo. No caso dos adenocarcinomas, a busca
sistemadtica de casos também apresentou inimeras limita¢des; a principal delas ¢ que a CID nao
distingue entre os subtipos de tumor; em uma populagdo onde a grande maioria dos casos de
cancer esofagico correspondem ao subtipo epidermoide [93], selecionar os casos de
adenocarcinoma com base neste tipo de registro pode ser uma tarefa bastante ardua. Por esta
razao, optamos por restringir a nossa busca a CIDs registrados no momento da alta hospitalar,
para aumentar a chance de correcdo do diagnodstico, e excluindo-se os codigos com menor
probabilidade de corresponderem a adenocarcinomas (p. ex. neoplasia do es6fago toracico e
neoplasia do terco médio do esdfago). Esta estratégia, embora necessaria para viabilizar a busca,

certamente levou a perda de casos; o montante dessa perda, porém, ¢ dificil de estimar.

CONCLUSAO

Houve correlagdo entre o aumento da razao neutrofilo-linfocito e os estagios evolutivos da
progressao do esofago de Barrett para displasia e neoplasia, o que sugere que este marcador tem

potencial para uso na estratificacdo de risco destes pacientes.

PERSPECTIVAS

Levando-se em conta que a ampla disponibilidade, alta reprodutibilidade e baixo custo da
RNL sdo vantagens dificilmente superaveis por outros métodos e que sua base conceitual tem
sido refor¢ada por sucessivas publicagdes, acreditamos que este marcador deva ser matéria de
estudos prospectivos com poder suficiente para avaliar sua utilidade em protocolos de

seguimento.
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NEUTROPHIL-LYMPHOCYTE RATIO CORRELATES WITH PROGRESSION
TO DYSPLASIA AND ADENOCARCINOMA IN PATIENTS WITH BARRETT’S
ESOPHAGUS: A CROSS-SECTIONAL STUDY.

Vinicius Jardim Campos*, Guilherme da Silva Mazzini, José Felipe Juchem,
Richard Ricachenevsky Gurski.
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Background: Surveillance of patients with Barrett’s esophagus (BE) relies on endoscopic
biopsy to identify the progression from metaplasia to dysplasia and adenocarcinoma. The
neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) is an indirect measure of the imbalance between innate and
adaptive immune systems in early stages of carcinogenesis and has been studied as a biomarker
in premalignant conditions. Our aim was to investigate if NLR could help surveillance for BE,
identifying patients with higher risk of progression to dysplasia and neoplasia.

Methods: We retrospectively analyzed patients with endoscopic biopsies reporting BE
between 2005 and 2017, with elective complete blood count within 6 months of the endoscopy,
as well as patients with adenocarcinoma (ACE) of the distal esophagus. NLR was calculated as
total neutrophil count/total lymphocyte count. Cases were classified as non-dysplastic BE
(ndBE), dysplastic BE (dBE) if either low grade or high-grade dysplasia was present, and
adenocarcinoma (ACE). Spearman’s correlation coefficient measured the relationhip between
the NLR and the presence of displasia/neoplasia, and a receiver operating curve tested the ability
of NLR to diagnose ACE.

Results: 113 patients were selected (ndBE, n=72; dBE, n=11; ACE, n=30). NLR
progressively increased across the groups and was higher in ACE group (ndBE, 1.92+0.7; dBE,
2.92+1.1; ACE 4.54+2.9, p<.001). Additionally, there was a significant correlation between NRL
and progression from ndBE to ACE (r=.53, p<.001). NLR > 2,3 was able to diagnose ACE with
80% sensitivity and 71% specificity (area under the curve=.8).

Conclusion: There is a positive correlation between NLR and progression from BE to ACE.
Prospective studies should be performed to assess it's value in surveillance strategies.

Keywords: Barrett's esophagus, esophageal cancer, neutrophil-lymphocyte ratio.
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INTRODUCTION

Barrett's esophagus (BE) is a final stage of gastroesophageal reflux disease (GERD), in which
the squamous epithelium of the distal esophagus is replaced by a specialized columnar epithelium
of intestinal type [1]. GERD and BE, in turn, have close relationship with the development of
adenocarcinoma of the esophagus (ACE) by the well established steps of intestinal metaplasia,
dysplasia and neoplasia [1]. This sequence is the rational basis for surveillance strategies, which
have gained fresh prominence in face of the rise of epidemic proportions in the incidence of ACE
in recent decades [2,3], as well the recent advances in the armamentarium available for
endoscopic treatment of high-grade dysplasia (HGD) and early cancer [4—7]. The current
surveillance protocols, however, have been subject to constant questioning about its efficacy and
cost-effectiveness [8]. Numerous efforts have been directed to improvement of endoscopic
imaging techniques and histological diagnosis of dysplasia; the low incidence of CEA in patients
with EB, on the other hand, considerably limits the cost-effectiveness margins of any technique
employed: while exposed to a risk 30-125 times higher than the general population [2], ACE
incidence in patients with EB does not exceed 0.1 to 0.5% per year or 10 cases/1000 patients-
years considering together the incidence of ACE and HGD [9,10]. In this context, there's an
unmistakable need for tools capable of identifying the subgroup of patients with EB are exposed
to a high risk of progression.

Inflammatory events generated by the action of acid and biliary reflux that stress each step of
progression from metaplasia to dysplasia and neoplasia [1,11-20] has motivated the study of
inflammatory biomarkers as predictors of BE progression [21,22]. The neutrophil-lymphocyte
ratio (NLR) is a peripheral biomarker that reflects the relation between the innate and the
adaptive immune systems, whose imbalance is a key concept in the role of inflammation as an
enabling characteristic of carcinogenesis, especially in its early stages [23—-31]. The prognostic
role of the NLR in several cancers is well established [32-36]; recently, it has shown to be an

accurate predictor of cancer in premalignant pancreatic cysts [38].

METHODS
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Data from medical records of an academic institution from south of Brazil was collected in a
retrospective, cross-sectional fashion. The primary outcome of the study was the correlation of
the NLR with the different stages of BE progression.

Data from consecutive patients undergoing endoscopy between January 2013 and September
2017 were analyzed; one hundred and sixty patients with columnar epithelium visualized in the
distal esophagus were separated for selection; of these, 107 were excluded on the basis of
following criteria: absence of at least one endoscopy associated with an eligible complete blood
count (CBC), absence of intestinal metaplasia on histology, immunosuppression by drugs or
chronic diseases, infectious diseases, cancer, hematological disorders, autoimmune disease and
previous surgery in the gastrointestinal tract except fundoplication for GERD. To be considered
eligible, the CBC should have been collected inside an interval between 6 months before and 6
months after the endoscopy in question and not in a context of infection or other invasive
procedures (such as surgery or esophageal dilatation). In the presence of more than one eligible
CBC, the nearest of endoscopy date was selected.

For each selected patient, were included all endoscopic examinations on the record where
biopsies of the columnar epithelium were performed and that were associated with an eligible
CBC; From the 58 remaining patients after the application of exclusion criteria, 83 endoscopic
examinations were included for analysis (one patient with 5 tests, one patient with 4, 4 patients
with 3 tests and 10 patients with 2).

Patients with ACE were selected from hospital discharge diagnostic records between January
2005 and December 2017 which contained the following codes, according to the international
classification of diseases (ICD): C15.2 (malignant neoplasm of abdominal esophagus), C15 .5
(malignant neoplasm of the lower third of the esophagus), C15.8 (malignant neoplasms of
overlapping sites of esophagus), C15.9 (malignant neoplasm of esophagus, unspecified), totaling
290 cases. Of these, 30 corresponded to adenocarcinoma of esophagus or gastroesophageal
junction (GEJ) type 1 of Siewert classification [37] (tumor between 1 and 5 cm cranial to the
anatomical GEJ); the same exclusion criteria for BE cases were applied, except the need for
confirmed intestinal metaplasia; all 30 patients were eligible.

Figures 1 and 2 summarize the selection process.
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Figure 1: Selection flow-chart of Barrett’s esophagus cases.

Excluded (n=107)
- Absence of eligible full
blood count (n=50)

—> | - Absence of intestinal
metaplasia (n=6)

¢ - Immunosuppression (n=4)

- Infection (n=10)

- Other neoplasia (n=17)

Columnar epithelia on distal esophagus
visualized by upper endoscopy between
January 2013 and September 2017 (n=165)

Fulfilled inclusion criteria (n=58)

¢ - Previous surgeries over the Gl
tract (n=2)
Eligible* evaluations by upper endoscopy - Recent invasive procedure
(n=83) (n=1)
- Hematological disturbance
(n=4)
l l l - Auto-immune disease (n=13)
Non- Low-grade High-grade
dysplastic dysplasia dysplasia
(n=72) (n=8) (n=3)

Gl = gastrointestinal;
*For each selected patient, every other follow-up endoscopies meeting inclusion criteria were
added for analysis.

Figure 2: Selection flow-chart of esophageal adenocarcinoma subjects.

Inpatients with discharge diagnosis (by ICD) C15.2 (malignant neoplasms of the
abdominal esophagus), C15.5 (malignant neoplasms of lower third of esophagus),
C15.8 (malignant neoplasms of overlapping sites of esophagus), C15.9 (malignant

neoplasm of esophagus, unspecified), between January 2005 e December 2017.

(n=290)

!

Esophageal or Siewert 1* EG) Adenocarcinoma (n=30)

|

Fulfilled Inclusion Criteria
(n=30)

v v v v

Stage | Stage Il Stage llI Stage IV
n=4 n=0 n=16 n=10

CID = Classificagao Internacional de Doengas; EGJ: esophagogastric junction.
*In accordance to Siewert classification of EG) neoplasms, type 1 = tumor within T and 5 cm above
the anatomic EGJ.

Relevant demographics and clinical data were collected: gender, age, race, smoking habit,
alcohol consumption, body mass index (BMI), comorbidities, non-steroid anti-inflammatory

drugs (NSAIDs), proton pump inhibitors (PPIs) and statins, as well as data from endoscopic
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(extension of columnar epithelium, hiatal hernia) and histopathological (histologic diagnosis,
number of biopsies) reports .

Columnar epithelia of 3 cm or more of maximum length was classified as long BE, or as short
BE when less than 3 cm. Hiatal hernia was defined as distance greater than or equal to 2 cm from
the hiatal clamping to the Z line; small if up to 3 cm, medium-sized if > 3 and up to 5 cm, and
large if> 5 cm.

Division of ACE patients between stages was based on the TNM classification according to
the American Joint Committee on Cancer (2010).

The neutrophil-lymphocyte ratio (NLR) was calculated as total count of neutrophils divided
by total lymphocyte count, in cells per cubic millimeters. Histopathological diagnosis of
intestinal metaplasia, dysplasia and adenocarcinoma were carried out by experts of our
institution.

Cases were classified into three different groups, based on the main stages of BE progression:
non-dysplastic BE (ndBE), BE with low or high grade dysplasia (dBE) and adenocarcinoma
(ACE). Primary endpoint was the correlation of an increasing NLR with progression across the
groups. Subsequently, the same analysis was performed after subdivision of ACE patients

according to clinical staging.

STATISTICAL ANALYSIS

Comparisons between two continuous variables were performed through Student's t test
(means) and Mann-Whitney (asymmetric data); between two categorical variables, chi-square or
Fisher's exact were used. For comparisons between three means, the one-way ANOVA was used
followed by Tukey post-hoc test. In comparing three categories, we used chi-square or Fisher's
exact test, followed by post-hoc by Bonferroni's method. To analyze the correlation of NLR with
different study groups, the nonparametric correlation coefficient of Spearman (rs) was used. An
ordinal logistic regression was performed to model the outcome diagnosis between three levels.
A receiver operating characteristics (ROC) curve was modeled to calculate area under the curve
(AUC), sensitivity, specificity and likelihood ratio for the diagnosis of ACE.

The significance level (alpha) was 0.05. The SPSS version 22.0 was used.

RESULTS
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The mean age of the ndBE group was 59.6 + 14.7 years, with significant difference to the
ACE group (mean 68.7 £+ 13.0; p = .015), while the dBE group (mean 57.1 = 17.5) showed no
significant difference with other groups (p > .05). The proportion of male patients in the ndBE
group also was significantly lower compared to ACE group (43.1% and 73.3% respectively, p =
.009), while dBE group (72.7%) showed no difference with the other two (p > .05). The study
subjects were mostly caucasians.

The body mass index (BMI) was significantly higher in ndBE group (31.5 + 1.14) compared
with the ACE group (24.9 + 1.84; p = .006). History of alcohol abuse was significantly more
prevalent in dBE (27.3%, n = 3) than in other two groups (p = .011), which did not differ
statistically between each other despite the higher prevalence in the ACE group (21.4%, n =6,
compared with 5.6%, n =4 in ndBE; p > .05).

Use of PPI was significantly lower in the ACE group (27.3%, n = 6) compared to the other
two groups (95.8%, n = 68 in ndBE group and 90.9%, n = 10 in dBE group, p <.001) that did
not differ between each other (p > .05). No significant differences in statins or NSAIDs use was
observed between the three groups (p > .05)

There was a high proportion of long BE in both BE groups: 54.2 % (n = 39) in ndBE and 70%
(n=7) in dBE. Seventy-eight percent of endoscopic examinations performed in patients with EB
followed Seattle Protocol (01 biopsies in each quadrant for each 2 cm of visible columnar
epithelium) . Seventy-two percent of cases ndBE group and 80% of dBE group showed hiatal
hernia (p = .719). Twenty-two and twenty-seven percent of patients in ndBE and dBE groups,
respectively, had a history of antireflux surgery (p = .708).

Among those in ACE group, 13.3% (n = 4) belonged to stage I, 53.3% (n = 16) to stage 111
and 33.3% (n = 10) to stage IV. There were no cases in stage II.

The above data are summarized in Table 1.

TABLE 1: Subjects characteristics.
ndBE dBE ACE p
N =72 N=11 N =30
Age, years 59.6+14.7° 57.1+17.5*"  68.7+13.9 A1
Male, N(%) 31(43.1)° 8(72.7)* 22(73.3) 9
Race, N(%)
White 68(94.4)* 11(100.0)* 28(93.3)° 499
Black 1(1.4) 0(0)* 2(6.7)°
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Brown

Body Mass Index (kg/m?)
Tobbaco use, N(%)
Alcoholism, N(%)

Type 2 diabetes mellitus,
N(%)

PPI use*, N(%)
Aspirin use, N(%)
Another NSAID use, N(%)

Statin use, N(%)

Prague C, cm
median
minimum-maximum

Prague M, cm
median
minimum-maximum

BE maximum length, mm
median
minimum-maximum

Long BE®, N(%)

Hiatal hernia, N(%)
1-3 cm
>3 and <5 cm
>5cm

BE sampling by Seattle
Protocol, N(%)

Esophagitis, N(%)

3(4.2)

N =22
31.5+£1.14°
N =69
24(34.8)°
N=72
4(5.6)°
N =69
15(21.7)

N =71
68(95.8)"
N =71
22(31.0¢°
N=70
1(1.4)°
N =71
28(39.4)
N= 48
1
0-9
N=48
3
1-9

N=65
30
5-100

N=72
39(54.2)

N=71
45.1)

(

(18.3)
(8.5)
(

57(79.1)

32
13
6

11(15.2)

N=4

28.4+1.37%P

N=11
8(72.7)°
N=11
3(27.3)"°
N=10
1(10)

N=11
10(90.9)°
N=10
3(30.0)"
N=10
0(0)*
N=10
1(10.0)
N=7
2
0-10
N=7
4
0-6
N=8
45
10-60

N=10
7(70)

N=10
2(20.0)

5(50.0)
0(0)

8(72.7)

N=12

24.9+1.84°

N =29
16(55.2)
N =28
6(21.4)*
N=27
3(11.1)

N =28
6(27.3)°
N =26
5(19.2)°
N=26
0(0)?
N =26
5(19.2)°

.008

.020

011

490

< .001

.526

>.999

.056

339

.980

.528

.603

719

.697

>.999
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Previous antireflux surgery, 16(22.2) 3(27.2)

N(%) .708
Neoadjuvant treatment, 2(6.6)
N(%)
Esophagectomy, N(%) 6(20.0)
Staging”, N(%)
Stage | 4(13.3)
Stage I 0(0)
Stage Il 16(53.3)
Stage IV 10(33.3)

BE = Barrett’s esophagus; ndBE = non-dysplastic Barrett's esophagus; dBE = dysplastic
Barrett's esophagus; ACE = adenocarcinoma of the esophagus; PPl = proton-pump
inhibitor; NSAID = non-steroidal anti-inflammatory drug; Prague C and M = BE
maximum circumpherencial length and maximum length, respectively, according to
Prague Classification.

»bc=same letter groups didn’t show statistic difference after post-hoc test.

*Daily dosage expressed by number of pills of 20 mg omeprazole or equivalent dose
of other PPI.

SLong-segment BE = columnar epithelia > 3 cm of maximum length.

“According to American Joint Committee on Cancer, 2010 (TNM 7" edition).

There was no significant difference between the mean of NLR in the ndBE and dBE groups

(1.92+0.68 and 2.92 + 1.09, respectively, p =.154); both groups, however, differed significantly

from the ACE group (mean 4.54 +2.97, p <.001 and p <.05, respectively). There was a positive

correlation — of moderate strength — between a increasing NLR and progression through the three

groups: 1s = .53, p <.001 (Figure 3). The strength of this correlation persisted after subdivision

of ACE patients in two groups: stage I and stage III/IV (rs = .51, p <.001; Figure 4).
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Figure 3: Descriptive data and correlation between the three main groups.

14—
9 rs = l53 o
12— p < .001
fQA - ——
= 10—
E -
SN N
]
= ]
S 8-
.2 ]
)
< 4
g —
) 6
h— -
>~
u p—
S |
£ 1
£ ]
B ]
= i
s 7 - 1
S -
£ T
w —
Z 0 I 1 I
ndBE dBE ACE
N=72 N=11 N=30
Meanzstandard 1.92+.68 2.92+1.09* 4.54+2.975
deviation
Median 1.91 2.84 3.47
Minimum-Maximum .76-3.87 1.60-4.98 1.34-13.09

ndBE = non-dysplastic Barrett’s esophagus; dBE = dysplastic Barrett’s esophagus; ACE = esophageal

adenocarcinoma; rs= Spearman's correlation coefficient.
*p = .154 in comparison with group ndBE.
$p<.001 in comparison with group ndBE, p<.05 in comparison with group dBE.
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Figure 4. Descriptive data and correlation between groups; esophageal
adenocarcinomas divided per clinical stage.
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6
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ndBE dBE ACE | ACE III/IV

N=72 N=11 N=04 N =26
Meanzstandard 1.92+0.68* 2.92+1.094 4.14+1.05¥ 4.60+3.18
deviation
Median 1.91 2.84 3.82 3.33
Minimum-Maximum 0.76-3.87 1.60-4.98 3.30-5.62 1.34-13.09

ndBE = non-dysplastic Barrett’s esophagus; dBE = dysplastic Barrett’s esophagus; ACE = adenocarcinoma of
the esophagus; Stages | and 1I/1V in reference to TNM classification by the American Joint Committee on
Cancer, 2010. There were no cases of EAC stage Il. ry= Spearman's correlation coefficient.

"p < 0.0001 in comparison with EAC III/IV, no significance in comparison with the other groups.

Ap = 0.030 in comparison with EAC llI/V, no significance in comparison with the other groups.

¥p non significant in comparison with the other groups.

NLR> 2.27 had a sensitivity of 80.0% and specificity of 71.1% for the diagnosis of cancer
(likelihood ratio = 2.76, AUC =0.8; figure 5).
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Figure 5: Receiver-operating characteristics curve.
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Figure 6 shows the likelihood of outcome diagnosis according to the level of NLR. The
results of this model, however, are linked to pretest probability of the sample, which, in this case
(ndBE = 73.4%, dBE = 9.7% and ACE = 26.5%), does not reflect the prevalence observed in the

general population.
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Figure 6: Ordinal logistic regression.
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BE = Barrett’s esophagus; EAC = esophageal adenocarcinoma.

DISCUSSION

The use of dysplasia as the sole marker of risk of BE progression to neoplasia binds current
surveillance protocols to the need for sampling columnar epithelium endoscopically, under
sedation. Besides the cost and morbidity associated, this approach is limited by the low
representation (<5%) of the samples - even if carried out properly - in relation to the entire
epithelium at risk [39]. Moreover, there is low interobserver agreement for the diagnosis of
dysplasia, with reported kappa values being as low as 0.11 even among specialized pathologists
[40]. Another important aspect is that the incidence of ACE in BE patients is very low: 0.33%
per year, and maybe even lower, close to 0.1% per year according to recent population-based
studies [9,38,39]. An example of the low impact of ACE — a highly lethal cancer — in BE
population taken as a whole is the fact that 93% of these patients die of other causes [10]. Recent

advances in endoscopic therapy for HGD and early-stage ACE [4-7,40—45] have provided
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valuable tools to significantly change the natural history of ACE; however, their potential is
ultimately shortened by the low efficacy of surveillance strategies, which are widely dispersed
among a large group of patients where most are actually exposed to a very low risk of cancer,
besides being based on invasive, high-cost and low-effective techniques. The path indicated by
most experts in the field to overcome this deadlock is the development of non-invasive tools,
inexpensive and easy to apply in clinical routine, with capacity to more accurately stratify BE
patients at high risk of progression to cancer, making possible the adoption of more adequate
diagnostic techniques and evaluation intervals for each subgroup, thus increasing the efficacy
and cost-effectiveness of surveillance [8,39,42,46-53]. This way, high-risk would be subjected
to more aggressive protocols for tracking dysplasia and early cancer, with a more rational use of
the available technology. At the other extreme, a large number of patients with minimal risk of
progression could be spared risky and expensive procedures.

Demographic and clinical data - as extension of columnar epithelium, sex, age and ethnicity -
have been tested [54] as criterion for individualization of endoscopic follow-up intervals, but
without enough strength for wide clinical recommendation [55,56]. The use of biomarkers
related to BE progression, in turn, has been subject of increasing interest.

Most studies evaluating biomarkers of progression to dysplasia and cancer in BE
[20,21,46,57-79] applied histopathology techniques, which, in many cases, lack standardization
for clinical practice; moreover, this kind of marker rely on sampling biopsies, with all its known
limitations. Peripheral biomarkers, on the other hand, provide the ability to select patients even
before the indication of an invasive procedure.

The close relationship between molecular mechanisms of BE progression with inflammatory
events generated by acid and biliary reflux in the distal esophagus [1,14,80] refers to the
possibility that biomarkers that punctuate each step of this process can be used as predictors of
risk for the development of dysplasia and neoplasia. Hardikkar et al. [21] analyzed the correlation
of serum biomarkers of inflammation to the progression of the EB: C-reactive protein (CRP) and
interleukin 6 (IL-6) elevated in peripheral blood were associated with a twofold higher risk of
progression to neoplasia; in this study, however, there was loss of statistical significance after
adjusting results for age, sex, waist-hip ratio and smoking (hazard ratio and 95% confidence
interval, respectively, of 1.77 /.93 - 3.37 for CRP, and 1.79 / .93 - 3.43 for IL-6).

NLR is a systemic inflammation marker that correlates with survival and other prognostic
outcomes in cancer patients [32]. One of the main advantages of this marker - besides being a
wide available, highly reproducible and inexpensive clinical tool - is in its capacity to indirectly

express the relation between the innate immune system (neutrophils) and the humoral immune
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system (lymphocytes), whose imbalance is one key concept regarding inflammatory events in
carcinogenesis. Several studies demonstrate that at early stages of tumor development, the innate
immune system cells are kidnapped, promoted and controlled by the tumor, which preys on its
ability to penetrate tissues and produce stroma to grow and become invasive. The humoral system
— responsible for a long term, consistent and specific immune response — in turn, is inhibited by
the neoplasia, which blocks the capacity of adaptive cells to present antigens, among other
mechanisms [23]. This conceptual feature gives to NLR a theoretical advantage over less specific
inflammatory markers, such as CRP and IL-6. Fang et al. analysed CRP and NLR in a series of
226 patients with squamous cell carcinoma of the oral cavity; although both markers correlated
with prognosis independently, the NLR was able to identify subgroups of higher risk even
among patients with high CRP [24].

Gemenetzis et al in a recent publication [81] examined the role of NLR as predictor of
pancreatic ductal adenocarcinoma in patients with intraductal papillary mucinous neoplasm
(IPMN); NLR> 4 was associated with an odds ratio (OR) of 6.62, that was higher than the
traditional criteria of resection of IPMN such as size of the tumor, pancreatic duct dilatation and
solid component in the cyst.

This is the first study designed to evaluate the correlation of NLR with the progression of EB
that we have knowledge of. The three groups of the study were divided according to the main
stages of progression (intestinal metaplasia without dysplasia, dysplasia and adenocarcinoma);
the choice to gather low and high-grade dysplasia in one group was due to the low number of
cases of dysplasia (low grade, n = 8; high-grade, n = 3), a factor that may have also influenced
the failure to obtain statistical difference in mean NLR of ndBE and dBE groups. Despite this
limitations, there was a positive correlation between the increase in NLR value and the
progression through the groups.

The strength of this correlation was also expressed in high accuracy presented by marker for
the diagnosis of ACE, even using a relatively low cutoff (2.27) compared with some similar
studies. In a systematic review published in 2013 by Guthrie et al [32] on the role of NLR as
predictor of prognosis in cancer patients, the cutoff most commonly used among 34 studies
evaluating operable solid malignancies was 5.0 (16 studies); in 7 studies that included only
gastric and esophageal cancer the cutoff point ranged from 2.0 to 5.0. In the work of Sato et al.
[82] NLR > 2.2 was an independent predictor of complete pathologic response after neoadjuvant
therapy for esophageal cancer, and the study of Mohri et al. [29] the same cutoff predicted
survival in the sample of patients that underwent surgery for gastric cancer. There is therefore a

wide range of adopted cutting bridge. In the review of Guthrie et al., however, some studies with
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gastric and esophageal cancer demonstrated a correlation between increasing NLR and the
progression of T stage from its earliest phases, suggesting that for detection of early cancer lower
cutoffs than the ones used for full-grown tumors apply.

Alcoholism - not a established risk factor for ACE or BE progression [2] - was more frequent
in dysplasia group; due to the low number of subjects in this group, it is possible that this finding
should be random. Older age and male predominance in the ACE group, in turn, reflect the
pattern of this disease: both factors are important demographic predictors of progression of EB,
and this predominance is a pattern observed in population cohorts [9,39]. The low proportion of
PPI use in the ACE group reflects the literature data that demonstrates the absence of a prior
diagnosis of GERD or EB in most of these patients [2]. The use of statins and NSAIDs - drugs
that have been linked to reduced risk of progression to neoplasia in EB patients [83,84] - was
comparable between groups.

There was a high proportion (50%) of study subjects excluded for lack of complete blood
count in the established period, which raises concerns about the possibility of selection bias
related to the reasons why the CBC request for some and not for others. The analysis of records
of the excluded subjects, however, suggests a random instead of systematic phenomena: it is
common — but not a uniform conduct between care teams — the request of general laboratory tests
for "preventive matters" for patients receiving outpatient follow-up, without a specific clinical
suspicion. In the study Gemenetzis et al. [81] — also retrospective — the proportion of excluded
patients for lacking of CBC was similar (>50%).

The prevalence of patients with ACE instage III or IV (86.6%) in our sample may have
contributed to the positive correlation found and for the difference in mean NLR in this group
compared to the rest, in view of the evidences correlating increasing NLR values with advancing
tumor stage [32]. However, the correlation strength remained after the subdivision of the ACE
group into two new groups according to the stage (Stage I / Stage III and I'V). The proportion of
each stage in our study partly reflects the current status of esophageal cancer in the world, where
over 50% of patients have incurable disease at diagnosis, and this proportion is probably even
higher in Brazilian centers [85]. On the other hand, only 20% of patients with ACE underwent
esophagectomy, and only one patient underwent endoscopic ultrasound for staging, so that the
most part of ACE group was staged just based on endoscopic and tomographic criteria; it is
possible that this fact has generated an over-allocation of stage II cases to stage III, and maybe
also of stage III to IV and vice-versa. The increased prevalence of obesity in ndBE group and the
high proportion of long EB in both ndBE and dBE groups, in contrast, constitute a bias of

opposite effect — with potential to lessen the differences between the groups — since numerous
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studies describe increase in inflammatory markers (including NLR) in obese patients, and long
EB — a well established predictor of progression [55] — also is associated with higher levels of
inflammatory markers such as CRP and IL-6 [13]. These characteristics of the sample may have
increased the average of NLR in the two EB groups, offsetting the effect of the predominance
of patients with advanced stages in the ACE group.

Another aspect of our study that should be discussed is the absence of pathology reviews to
confirm the diagnosis of dysplasia by a second expert pathologist — an issue of some debate in
literature [75,86,87]. While some references reinforce the value of the diagnosis confirmed by
expert pathologists in the field, including by demonstrating a significantly higher risk of
progression to ACE for the reviewed cases, other evidences points to similar accuracy between
reviewed and non-reviewed cases, probably due to a limitation inherent to the method itself. In
the study by Montgomery et al. [88], for example, the kappa value before and after consensus by
expert pathologists was 0.23 and 0.31, respectively. The same author found a greater correlation
between the incidence of ACE and the diagnosis of dysplasia signed by a routine pathology report
on clinical routine than with a diagnosis made by a majority of 12 blinded pathologists [86].
Sharma et al. [89] argues that there are no objective criteria to define a "expert" pathologist, and
that this definition has limited applicability in the actual care setting. The last American
consensus admits this controversy, but recommends the review of the diagnosis of dysplasia by
a second pathologist [1]. By contrast, a very positive characteristic of the evaluation of dysplasia
in our study was the high adhesion to the Seattle Protocol[56,90] for sampling the metaplastic
epithelium: 78% of the endoscopic evaluations, a proportion that overcomes by large the
estimates found in the literature of less than 50% in the routine care in the United States [91]. It's
important to point out that our study data were collected from an academic institution of high
standard of quality in assistance, also accredited by the Joint Commission International [89].

The results of this study should be considered in light of some characteristics of the sample.
The total number of patients in BE surveillance protocol in the endoscopy service of our
institution proved insufficient to generate a greater number of dysplasia cases, which usually
occurs in a small fraction of patients in follow-up. A phenomenon observed during the review of
endoscopy records was a sharp decrease in new patients as the review wents toward previous
years, which was in part expected considering the fact that, once included in follow-up protocol,
patients tend to stay for many years linked and accumulate over time. For this reason, it was
decided not to proceed beyond the year 2013 in the search for patients with BE, as in this past
year the number of new patients found was already low. In the case of adenocarcinomas, the

systematic search for cases also presented several limitations; the main one is that the ICD does
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not distinguish between tumor subtypes; in a population where the vast majority of cases of
esophageal cancer correspond to the squamous subtype [92], selecting cases of adenocarcinoma
based on this type of record can be quite time-consuming. For this reason, we chose to restrict
our search to only ICD codes registered at the time of hospital discharge, on an attempt to
increase the chance of diagnosis correction; the codes are less likely to correspond to
adenocarcinomas (e.g., thoracic esophageal cancer and neoplasm of the middle third of the
esophagus). This strategy, though necessary to enable a viable search, certainly led to losses; the

amount of cases lost, however, is difficult to estimate.

CONCLUSION

There was a positive correlation between the NLR and the evolutive phases of BE progression
to dysplasia and adenocarcinoma, which suggests that this marker would be a potential tool for

risk stratification.

PERSPECTIVES

Considering that the wide availability, high reproducibility and low cost of this marker are
advantages hardly surmountable by other methods and that its conceptual background has been
reinforced by successive publications, we believe that NLR should be matter of prospective

studies with sufficient power to evaluate its utility in surveillance protocols.
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10. TABELAS E FIGURAS DO TRABALHO.

10.1.

Revisio da literatura

Tabela 1.

Estudos sobre biomarcadores na progressao do eséfago de Barrett [8-34].

Estudo

Bratlie et al.
2016

Pais

Suécia

Karamchandani EUA

et al. 2016

Di Caro et al.
2016

Thomas et al.
2016

di Pietro et al.
2015

Hardikar et al.

2014

Reino
Unido

EUA

Reino
Unido

EUA

Biomarcador

Sistema
renina-
angiotensina

CDX2,
p120ctn, c-
Myc and
Jaggedl

Obesidade e
sindrome
metabolica

Grelina e
leptina sérica

p53 e outros

PCR, IL-6,
TNF soluvel e
F2-
isoprostanos

Principais resultados e comentarios

Expressdo de marcadores do sistema renina-
angiotensina por IHQ mais elevada no EB
que no epitélio escamoso de controles, e
também mais elevada na displasia.

Painel de marcadores IHQ, sem diferenga
entre EBsD e DBG, porém diferenca
significativa entre ambos e DAG/ACE.

Dados clinicos e de bioimpedancia
relacionados a obesidade e sindrome
mostraram-se associados a EB e a displasia
em relacdo a controles.

Aumento da grelina associada a diagnostico
de EB, aumento da leptina associada a
sintomas frequentes de DRGE porém
inversamente relacionada a diagnostico de
EB.

p53 e outros marcadores de IHQ apds
biopsias guiadas por autofluorescéncia.
Painel de marcadores deu boa acuricia ao
método de bidpsias seletivas para
diagnostico DAG e ACE.

Estudo com biomarcadores séricos de
inflamacdo em estudo de coorte com 397
pacientes com EB, dos quais 45 evoluiram
para ACE. PCR e IL-6 elevadas PCR e IL-6
elevadas no sangue periférico
correlacionaram-se com progressao para a
neoplasia, porém houve perda da
significancia estatistica apos controle para
idade, sexo, relagdo cintura-quadril e
tabagismo.

108



Wu et al. 2013

Duggan et al.
2013

Rizk et al 2012

O’Doherty et al.

2010

Sikkema et al.
2009

Mokrowiecka et

al. 2009

Abe et al. 2009

Chatzopoulos
et. al 2007

Di Martino et
al. 2006

Lomo et al.
2006

Streitz et al.
2005

Olliver et al.,
2005

EUA

EUA

EUA

Reino
Unido

Holanda

Polonia

Japao

Grécia

Reino
Unido

EUA

EUA

Reino
Unido

microRNA

Glicose,
insulina,
leptina e
adiponectina
séricas

Mesotelina

Transferrina e
ferritina
séricas e
ingestao de
ferro

p53 e ki67

mutagdo no
gene APC

H. pylori.
Pepsinogénio
sérico.

Bax e Ki-67

Fatores de
crescimento
semelhantes a
insulina (IGFs)

BCDA

Proteinas
teciduais

Dano ao DNA
tecidual

Estudo descritivo sobre expressao de
microRNAs teciduais em EB e ACE.

Leptina e resisténcia a insulina associada a
progressdo do EB para ACE (HR 2,45 ¢
2,51 respectivamente). Adiponectina
inversamente relacionada.

Marcador histologico expresso em DAG e
ACE, porém nao em pacientes sem EB ou
em EB sem displasia ou DBG.

Estudo de casos e controles. Ferritina e
transferrina inversamente associada a EB
(OR 0,47 € 0,41); alta ingesta de ferro
inversamente relacionada a ACE (OR 0,50).

Retrospectivo. Marcadores histologicos p53
e, em menor grau, ki67, associados a
progressao do EB para ACE.

Compara¢ao de mutagdo no gene APC entre
pacientes com DRGE, EB,EBcD e ACE,
sem diferenca entre os grupos.

Estudo descritivo, pacientes com EB mais
frequentemente com H. pylori negativo e
altos niveis de Pepsinogénio.

Marcadores histologicos de apoptose (Bax)
e proliferacdo (Ki67) elevados no EB em
comparagdo com pacientes com DRGE.

Marcadores histologicos IGFs detectados
por PCR e IHQ mais frequentes em epitélios
de pacientes com ACE do que em pacientes
com EB.

“basal crypt displasia-like atypia”.
Marcador histolégico associado a
positividade do p53 e a displasia e ACE.

Descritivo, padrdes de expressdo proteica
em tecidos de pacientes com EB com e sem
ACE associado, utilizando
espectrofotometria.

Andlise histologica de dano ao DNA,
associacdo com EB e com ACE.
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Rudolph et al.

2003

Hillman et al.

2003

Vaughan et al

2002

Weston et al.
2001

Montgomery et

al. 2001

Bhargava et al.

2000

Reid et al. 2000

Giménez et al.

2000

Chinyama,
1999.

EUA

Australia

EUA

EUA

EUA

EUA

EUA

Espanha

Reino
Unido

Selénio

Marcadores
endoscopicos

Relagao

cintura-quadril

p53

Displasia

Mapeamento
endoscdpico,
p53

Aneuplodia,
AN

Aneuplodia,
indice
proliferativo

produtos do
gene da
mucina

Estudo transversal, niveis séricos de selénio
inversamente associados a DAG (OR 0,5,
IC 95% 0,3-0,9).

Esofagite, nodularidade, ulcera, estenose
associada a DAG e ACE (HR 6,7)

Relagdo com marcadores genéticos e de
citometria de fluxo (aneuploidia e outros)

hiper-expressao histologica de p53 dividiu
os pacientes com DBG em um subgrupo
com maior risco de progressao.

Avaliagdo da displasia como marcador
comparando diagnoéstico inicial com
diagndsticos apds revisio por grupo de
patologistas cegados. Diagnostico inicial
com melhor correlagdo com a progressao.

M¢étodo de mapeamento bidimensional das
bidpsias esofagicas associadas a p53 e outros
marcadores, efetivo para localizagdo de sitios
de maior risco para novas bidpsias no local.

Dados histoldgicos obtidos por citometria de
fluxo identificaram subgrupos de pacientes
com diplasia expostos a maior risco de
progressao.

Dados histolégicos obtidos por citometria de
fluxo identificaram subgrupos de pacientes
com diplasia expostos a maior risco de
progressao.

Expressao aberrante de MUC 1 relacionada a
displasia no EB e perda da expressdo da
MUC 2 a ACE.

EB = es6fago de Barrett; EBsD = eso6fago de Barrett sem displasia; EBcD = eso6fago de
Barrett com displasia; ACE = adenocarcinoma de esofago; DBG = esofago de Barrett com
displasia de baixo grau, DAG = es6fago de Barrett com displasia de alto grau, [HQ:
imuno-histoquimica, HR = hazard ratio, OR = odds ratio.
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10.2.  Tabela 1 — caracteristicas dos sujeitos do estudo.

TABELA 1: Caracteristicas dos sujeitos incluidos no estudo.

Idade, anos
Sexo masculino, N(%)

Raca, N(%)
branca
preta
parda

IMC
Tabagismo, N(%)
Etilismo, N(%)

DM tipo 2, N(%)

59,6+14,7° 57,1+17,5** 68,7+13,9"
31(43,1)7° 8(72,7)*° 22(73,3)°

68(94,4”  11(100,0°  28(93,3)°
1(1,4) 0(0,0)* 2(6,7)°
3(4,2)" 0(0,0)* 0(0,0)*

31,5+1,14* 28,4+1,37*" 24,9+1,84°
N =69 N=11 N =29

24(34,8) 8(72,7) 16(55,2)
N=72 N=11 N =28
4(5,6) 3(27,3)° 6(21,4)
N =69 N=10 N=27

15(21,7) 1(10) 3(11,1)

0,011
0,009

0,499

0,008

0,020

0,011

0,490
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Uso de IBP, N(%)
Uso de AAS, N(%)
Uso de outros AINE, N(%)

Uso de estatinas, N(%)

Praga C, cm
mediana
minimo-maximo
Praga M, cm
mediana
minimo-maximo

Comprimento maximo do EB
mediana
minimo-maximo

EB longo®, N(%)

Hérnia hiatal, N(%)
1a3cm
>3e<5cm
>5cm

Adocao do Protocolo de Seattle, N(%)

Esofagite, N(%)

Cirurgia antirrefluxo prévia N(%)

Neoadjuvancia, n(%)
Esofagectomia, n(%)

Estadiamento®, n(%)
Estagio |
Estagio Il
Estagio Il
Estagio IV

N =71
68(95,8)°

N =71
22(31,0)°

N=70
1(1,4)°

N =71
28(39,4)

N= 48
1
0-9

N=48
3
1-9

N=65
30
5-100

N=72
39(54,2)

N=71
32(45,1)
13(18,3)
6(8,5)
57(79,1)
11(15,27)
16(22,2)

N=11

10(90,9)"

N=10

3(30,0)°

N=10
0(0,0)°

N=10
1(10)

N=7
2
0-10

N=7
4
0-6

N=8
45
10-60

N=10
7(70)

N=10
2(20,0)

5(50,0)
0(0,0)

8(72,7)
0(0,0)
3(27,2)

N =28
6(27,3)°
N =26
5(19,2)
N=26
0(0,0)
N =26
5(19,2)

2(6,6)
6(20,0)

4(13,3)
0(0,0)
16(53,3)
10(33,3)

<0,001

0,526

>0,999

0,056

0,339

0,980

0,528

0,603

0,719

0,697
>0,999
0,708
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EB = estfago de Barrett; EBsD = esdfago de Barrett sem displasia; EBcD = esofago de Barrett com displasia;
ACE = adenocarcinoma de eso6fago; IMC = indice de massa corporal em kg/m* HAS = hipertensdo arterial
sisttmica; DM = diabetes mellitus; IBP = inibidor da bomba de prétons; AAS = dcido acetil salicilico; AINE =
anti-inflamatério ndo-esteréide; Praga C e M = comprimento circunferencial e comprimento maximo do
epitélio colunar, respectivamente, conforme a classificacdo de Praga.

b = grypos com a mesma letra sobrescrita ndo apresentaram diferenca significativa ao teste de post-hoc.
*dose didria expressa em nimero de comprimidos de 20 mg de omeprazol ou dose equivalente de outros IBPs.
$Seguimento longo = epitélio colunar > 3 cm de comprimento maximo.

* Conforme classificacdo da American Joint Committee on Cancer, 2010.

10.3.  Figura 1 — selecio dos pacientes com es6fago de Barrett
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Figura 1: Fluxograma do processo de selecao dos casos de esofago de Barrett.

Epitélio colunar visivel em exames Excluidos (n=107)
endoscépicos entre janeiro de 2013 e - Sem hemograma elegivel
setembro de 2017 (n=165) (n=50)
— | - Metaplasia intestinal
i ausente (n=6)

= Imunossupressao (n=4)
- Infeccao (n=10)

Critérios de inclusao preenchidos (n=58) - Outras neoplasias (n=17)

- Cirurgias prévias no TGl

i (n=2)

- Procedimentos invasivos
Endoscopias elegiveis* (n=83) recentes (n=1)
- Distarbio Hematolégico

(n=4)
- Doencas auto-imunes
(n=13)

Sem Displasia de Displasia de
displasia baixo grau alto grau
(n=72) (n=8) (n=3)

TGI: trato gastrointestinal.
*Para cada paciente selecionado, todos as outras avaliagdes endoscépicas que preencheram os
critérios de inclusao foram acrescentadas no estudo.
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10.4.  Figura 2 —selecio dos pacientes com adenocarcinoma de es6fago.

Figura 2: Fluxograma da selecao dos pacientes com adenocarcinoma de eséfago.

Pacientes internados com diagndstico na alta hospitalar (conforme a CID) C15.2
(neoplasia maligna de es6fago abdominal), C15.5 (neoplasia maligna de terco inferior
do esofago), C15.8 (lesao invasiva do esofago), C15.9 (neoplasia maligna de esofago,

nao especificada), entre 2005 e 2017 (n=290)

|

Adenocarcinomas de eso6fago ou de JEG Siewert I* (n=30)

'

Critérios de inclusao preenchidos
(n=30)

v v v v

Estagio | Estagio Il Estagio IlI Estagio IV
n=4 n=0 n=16 n=10

CID = Classificacao Internacional de Doencas; JEG = jungdo esofagogastrica.
*De acordo com a classificacao de Siewert, tipo 1 = tumores entre 1 e 5 cm acima da JEG.
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10.5.  Figura 3 — dados descritivos e correlacio entre os trés pricipais grupos.

Figura 3: Dados descritivos e correlacao entre os trés principais grupos.
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] rs=0,53 °
12— p <0,001
10—: 1
6
6_-

2- T J_

1 L

Razao neutroéfilo-linfocito (células/mm3)

0_ T 1 I
EBsD EBcD ACE
N=72 N=11 N=30
1,92+0,68
Média+desvio-padrao ! ! 2,92+1,09* 4,54+2,978
Mediana 1,91 2,84 3,47
.y ‘. 0,76-3,87
Minimo-Maximo 1,60-4,98 1,34-13,09

EBsD = esofago de Barrett sem displasia; EBcD = esofago de Barrett com displasia; ACE = adenocarcinoma de
esofago; rs = coeficiente de correlacao de Spearman; p = significancia estatistica.

*p = 0,154 comparado a EBsD.

$p<0,001 comparado a EBsD, p<0,05 comparado a EBcD.

116




10.6.  Figura 4 — dados descritivos e correlacio

Figura 4: dados descritivos e correlacao entre os grupos, adenocarcinomas divididos
por estagio clinico.
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Mediana 1,91 2,84 3,82 3,33
Minimo-Méximo 0,76-387 1,60-4,98 3,30-5,62 1,34-13,09

EBsD = esofago de Barrett sem displasia, EBcD = esofago de Barrett com displasia, ACET = adenocarcinoma de es6fago estagio |,
conforme classificacdo do American Joint Committee on Cancer, 2010.

rs= correlacdo de Spearman, p = significancia estatistica.

*p < 0.0001 em comparacao com ACE I1I/V; p ndo significativo na comparagao com outros grupos.

Ap = 0.030 em comparacao com ACE III/IV; p ndo significativo na comparagao com outros grupos.

¥p ndo significativo na comparagdo com outros grupos.
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10.7.  Figura 5 — curva receiver operating characteristics.

Figura 5: Curva receiver-operating characteristics.

ROC Curve
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1 - Specificity
LR = likelihood ratio ou razao de verossimilhanca.
AUC = area sob a curva
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10.8.  Figura 6 - regressao logistica ordinal.

Figura 6: Regressao logistica ordinal.
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EBsD = esofago de Barrett sem displasia; EBcD = esofago de Barrett com displasia;
ACE = adenocarcinoma de esofago.
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