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CEE - carcinoma epiderméide do eséfago
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DRGE - doenca do refluxo gastresofagico
EB - esOfago de Barrett

EDA - endoscopia digestiva alta

EEI - esfincter esofagico inferior

ER - esofagite de refluxo

INCA - Instituto Nacional do Cancer

JEC - jungdo escamocolunar

JEG - jungao esofagogastrica

MIE - metaplasia intestinal especializada

RGE - refluxo gastroesofagico
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INTRODUCAO

O esbfago de Barrett (EB) € uma condicdo que se desenvolve em individuos
com doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE), na qual a mucosa escamosa, que
reveste o esdfago distal, é substituida por epitélio colunar metaplasico (1, 2) . O EB é
atualmente definido pela presenca de mucosa colunar em eséfago distal, visivel na
Endoscopia Digestiva Alta (EDA), de qualquer extensao, e que a biépsia demonstre
metaplasia intestinal especializada, caracterizada pela presenca de células
caliciformes, que predispde o paciente ao desenvolvimento de adenocarcinoma
esofagico (ACE). Essa neoplasia manifesta-se em 0,5% de individuos com EB, sendo
de 30 a 40 vezes mais comum nesse grupo de pacientes (3, 4). Nas ultimas duas
décadas, as freqiiéncias de ACE e da juncdo esofagogastrica (JEG) tém aumentado
de tal forma que a ocorréncia € hoje quase a mesma que a do carcinoma epidermdide
de eséfago (CEE), nos paises industrializados (5) .

Apesar dos avangos nas varias modalidades de tratamento, o progndstico de
ACE ainda é ruim. Embora o ACE acometa apenas 10% dos pacientes com EB, é
fundamental que se consiga identificar, precocemente, aqueles pacientes com maior
risco de desenvolver um carcinoma invasor.

O diagnéstico do EB baseia-se no achado endoscopico de mucosa rosa-
avermelhada que reveste o es6fago e na confirmagao histolégica da presenga de
metaplasia intestinal especializada (MIE), feita por meio de biépsias. Uma melhor
compreensdo da biologia molecular do EB, podera auxiliar no diagndstico, na
terapéutica e auxiliar na predicdo do progndstico dos pacientes. A definicdo do
mecanismo molecular que promove a progressao de EB, pode levar a identificagdo de
potenciais marcadores genéticos para o risco de desenvolvimento de neoplasia
maligna do eséfago (6). Uma variedade de genes esta sendo estudada, no entanto o

envolvimento das anormalidades genéticas, em direcdo a carcinogénese, ainda esta
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por ser esclarecido.

O segmento de uma seqiiéncia de acido desoxirribonucleico (DNA), encontrado
em genes envolvidos na regulacao do desenvolvimento, € chamado de homeoboxe. O
gene humano CDX2 pertence a familia homeoboxe e tem sido relatado como um
promissor marcador na diferenciagao inicial, na proliferacdo e na manutencdo das
células epiteliais intestinais (7). A expressdo génica do CDX2, em tecido adulto ndo
neoplasico, é restrita a alguns tecidos, como: epitélio intestinal normal, células
epiteliais pancreaticas normais, metaplasia intestinal gastrica e esofagica (8, 9).

Apesar dos estudos para caracterizar as mudangas genéticas em pacientes com
EB, a patogénese desse tipo de metaplasia ainda € nebulosa. A partir dessa
observagao, considerando-se as limitagcdes da coleta endoscépica das bidpsias
esofagicas e da analise histologica convencional dessas em determinar o diagndstico
de EB e o ACE, o presente estudo tem por objetivo avaliar o potencial da proteina
CDX2, como marcador de transformagao do epitélio colunar, por meio do método

imunohistoquimico.
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REVISAO DA LITERATURA

1 Conceitos de Es6fago de Barrett:

Um renomado e pioneiro cirurgido toracico inglés, Norman Barrett (1903-1979),
foi o primeiro, em 1950, a descrever o trato gastrointestinal de acordo com a mucosa
que o reveste. Na época, ele acredita na existéncia congénita de um eséfago curto,
com epitélio gastrico intratoracico, em sua porgao distal (2, 10-12). (Figura 1)

Ja Bosher e Taylor foram os primeiros autores a relatarem a presenca de
células caliciformes no epitélio colunar esofagico, em 1951 (13). Em 1953, Philip
Allison, outro cirurgido inglés de Oxford, apés cuidadoso exame de sete pecas
cirurgicas de esofagectomia, conclui que havia uma linha com epitélio colunar no
esb6fago tubular distal, e ndo um estdbmago intratéracico, como sugeriu Barrett (14).

Em 1957, Barrett reformula seus conceitos. Ele aceita a proposta de Allison,
afirma que o epitélio colunar distal a jungdo escamocolunar (JEC) nao possui fungao
nem caracteristicas histolégicas de mucosa gastrica e interroga a origem congénita
desse segmento. A partir desse relato, o esé6fago distal recoberto por epitélio colunar,
passa a ser denominado de EB (15).

A associagao de EB e refluxo foi sugerida em 1959 e confirmada em 1970, com
os estudos publicados por Bremner e seus colaboradores, que observam que o
refluxo, induzido em cées, promove a substituicdo do epitélio escamoso do esbdfago
distal por epitélio colunar (16).

Hamilton e Yardley fazem outra relevante descoberta que revela epitélio
colunar esofagico na linha de anastomose - em um estudo de autépsia em pacientes

submetidos a esofagectomia distal e anastomose esofagogastrica intratéracica (16).
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Figura 1. Norman Barrett, em 1958, aos 55 anos de idade. Lord,RV.
Norman Barrett, "Doyen of Esophageal Surgery". Ann Surg 1999;
229(3): 428-439. (10)

Em 1975, a definicdo de EB abrange a presenca de epitélio colunar, em uma
extensao superior a trés centimetros (regra dos 3), além da ratificacado histolégica de
metaplasia intestinal (17).

A definicao de EB tem passado por varias alteragdes, nas trés ultimas décadas.
Em 1988, o American College of Gastroenterology redefine EB como uma condigcéo
adquirida na qual uma extensao variavel do epitélio escamoso esofagico é substituida
por um epitélio colunar glandular, que pode ser reconhecido pela endoscopia e
confirmado pela presenca de metaplasia intestinal especializada com células
caliciformes (goblet cells), em espécime de bidpsia de esbfago, que excetua a

metaplasia do cardia (18-20). (Figura 2)
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Figura 2. A . Visao endoscopica da transi¢ao escamocolunar normal (linha
z) no pingamento diafragmatico. B.Projecao digitiforme da mucosa colunar
acima da transicao eso6fago-gastrica (EB longo).

14



15

2 Etiopatogenia de Es6fago de Barrett:

O EB é uma condicdo adquirida e deve-se a substituicdo do epitélio esofagico
escamoso normal por um epitélio colunar, em conseqiéncia do refluxo de acido
gastrico ou bile (21). O EB esta associado, de maneira definida, com a severidade e a
duracdo da DRGE, representando uma resposta adaptativa da mucosa a agressao
sofrida pelo refluxo (22, 23).

Admite-se que no Brasil, a DRGE possua caracteristicas semelhantes as dos
demais paises ocidentais, com prevaléncia na populacao geral entre 20% e 44% (23,
24). O EB é uma complicacdo da DRGE e é considerado um fator de risco para o ACE
(25).

O desenvolvimento do EB requer dano na mucosa esofagica, seguido por uma
reparacao anormal desse dano. Os fatores de risco para desenvolvimento do EB sao
os que favorecem o refluxo gastroesofagico (RGE), ou seja, os que incluem a hérnia
de hiato, a incompeténcia do esfincter esofagico inferior (EEI) e o refluxo do contetudo
duodenogastrico (22).

Trés importantes aspectos sdo caracteristicos no paciente com DRGE que
progride para o EB: o volume e o tempo de exposigcdo ao conteudo refluido, a
constituicdo do conteudo e o padrao dos episddios de refluxo. Todos esses aspectos
sao determinantes para a sequUéncia de alteragdes celulares que se inicia com um
pequeno processo inflamatorio e evolui até a substituicdo pelo epitélio colunar
metaplasico.

O RGE pode ser considerado fisiolégico quando ocorre, em pequenas
quantidades, em individuos saudaveis; no entanto, quando se apresenta de forma
freqUente, proporciona o surgimento de sintomas que interferem na qualidade de vida
dos individuos sendo, entdo considerado patolégico. Com o desenvolvimento dos
dispositivos de monitorizagdo prolongada do pH intraluminal esofagico, ampliou-se o

conhecimento fisiopatolégico da doenca. Hoje, entende-se que o RGE € o principal
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fator agressivo responsavel pelo aparecimento da condicdo que pode determinar, ou
nao, uma esofagite de refluxo (ER). Nos pacientes com EB, a pHmetria esofagica de
24 horas demonstra um refluxo acido acentuado, para o eséfago distal, na maioria dos
pacientes, sendo esse o mais importante fator na patogénese do EB (16).

A manometria esofagica identifica um EElI com comprimento e/ou pressao
menores em quase 90% dos pacientes com EB (26).

Outro fator importante da DRGE ¢é o conteudo do refluxo, cuja composicao &
variavel e ndo homogénea, mas se constitui, em grande parte de substancias neutras,
acidas e alcalinas. Sao citadas na composicao: secre¢des gastricas (acido, pepsina);
conteudo duodenal (sais biliares, tripsina) e secregdes esofagicas e, e ainda, saliva

(Figura 3).

Contelido
duodenal

Secrecdo
gastrica

Secrecdo
esofagica e
saliva

Figura 3: Componentes do refluxo gastroesofagico

Desse modo, ndo somente o volume e o tempo de exposicdo, mas também as
mudangas no pH luminal e no padréo de exposicdo podem promover alteragdes de
crescimento celular e contribuir para a heterogeneidade molecular e estrutural,

observadas no EB. A regeneracdao do epitélio esofagico agredido promove o
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surgimento de células escamosas imaturas, que sdo mais sensiveis ao refluxo acido
e/ou alcalino. Embora a hierarquia da proliferagdo do epitélio escamoso esofagico
normal seja bem conhecida, o mecanismo pelo qual areas focais de epitélio escamoso
nativo sao substituidas por metaplasia intestinal ainda é incerto.

Nas condi¢cdes em que existe DRGE, o epitélio colunar pode estender-se de 3
cm a 15 cm acima da JEG, caracterizando o EB longo, cuja incidéncia varia de 10% a
15% em pacientes com DRGE; ja quando o epitélio glandular é restrito a menos de 3
cm distais do es6fago tubular € denominado de EB curto e ocorre em até 20% dos

pacientes submetidos a EDA (23, 27, 28). (Figura 4)

| Epitélio
Escamoso

Jungio
escamocolunar
{lina z)
; Esofago de
Esfincter Barrett
Esofagico Barrett
Inferior

Longo

Diafragma

i

Figura 4. O desenho ilustra o Esdfago de Barrett com hérnia hiatal e as duas
classificacbes de eséfago curto e eséfago longo. Figura adaptada de Stuart J
Spechler Clinical manifestations and diagnosis of Barrett's esophagus. Uptodate,
2006. (1)

A sintomatologia e os sinais da DRGE, em pacientes com EB curto, s&o
minimos ou ausentes. O desenvolvimento da metaplasia intestinal, nos pacientes com
EB curto, pode ocorrer pela exposicao a agentes tdxicos que se acumulam na JEC. No
periodo poés-prandial, ocorre um pequeno refluxo que escapa do efeito tamponador

dos alimentos na JEC. Um dos agentes toxicos relatados é o 6xido nitrico (NO),

originado dos alimentos com nitratos (NO3), tais como localizado em alguns vegetais.
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Em resumo, a JEC é exposta repetidamente, nesses pacientes, ao acido, a pepsina,
ao O6xido nitrico e outras substéncias do suco gastrico que podem conduzir a
inflamacao cronica e a metaplasia (1).

Em 1976, Paull et al descreveram trés diferentes tipos de epitélio encontrados
no EB: fundico, cardico (ou juncional) e colunar especializado (ou metaplasico) (29). A
presenca de células caliciformes é o marcador mais importante da metaplasia
intestinal, para diferenciar da mucosa tipo fundica e de células cardicas. As células
caliciformes estao repletas por mucina. O método histoquimico do Alcian blue pH 2,5
cora em azul, as mucinas acidas (sialo e sulfomucinas), produzidas pelas células
caliciformes, caracterizando histoquimicamente o fendtipo intestinal metaplasico (1,

23). (Figura 5)

L

Figura 5. Aspecto histologico de EB sem displasia em aumento de 100X. A. Em H&E,
observa-se o epitélio colunar sem metaplasia que exibe varias células caliciformes (seta).
B. Em Alcian blue pH 2,5 — 0 PAS cora as mucinas neutras na cor magenta, enquanto o
Alcian-blue pH 2,5 cora, em azul, as células caliciformes com mucina acida (seta). Figura
adaptada de Lewin, kj, Appelman, HD. Tumors of the esophagus and stomach. Atlas of
tumor patology (eletronic fascicle), Third series, fascicle 18, 1996, washington, DC. Armed
Forces Institute of Pathology.(30)

O epitélio colunar metaplasico pode sofrer transformagdo morfoldgica por
alteragdes na seqliéncia do DNA e, com isso, apresentar displasia, que é o principal
marcador biolégico preditivo de evolugdo para o adenocarcinoma. A displasia constitui-

se na expressao mais precoce do fenétipo neoplasico. Ela caracteriza-se por atipias

18
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celulares e arquiteturais confinadas ao epitélio, sem invasdo da membrana basal (23).
A displasia recebe uma classificacdo conforme a gravidade. Alguns autores
classificam em trés graus (leve, moderada e acentuada) e outros em dois graus (baixo
e alto). A vantagem da ultima é sua reprodutibilidade e aplicagéo clinica. Casos com
alteragdes inflamatdrias sem sempre permitem diferenciar as atipias regenerativas das
alteragbes displasicas, de maneira que existe a categoria indefinido para displasia

(31).
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3 Epidemiologia de Es6fago de Barrett:

A prevaléncia exata do EB é desconhecida. E estimado que o EB possa ser
encontrado em 6 a 12% dos pacientes submetidos a EDA, por apresentarem sintomas
da DRGE, e em 0,45 a 2,2% dos pacientes da populacdo em geral (11, 12, 14, 22).
Entretanto, se todos os pacientes com metaplasia intestinal em epitélio colunar
esofagico, independentemente de sua extensao, fossem considerados, a incidéncia do

EB aumentaria para cerca de 9% a 32% (32, 33).

Aproximadamente, 25% dos pacientes com EB ndo apresentam sintomas de
refluxo e estima-se que, para cada caso de EB diagnosticado, outros de cinco a vinte

nao sao reconhecidos (34).

A prevaléncia do EB aumentou de 1:1000, endoscopias no inicio dos anos 80,
para 10:1000 no final dos anos 80 até atingir 55-60/1000, no final dos anos 90. O
aumento do numero de casos diagnosticados tem sido atribuido, em parte, ao uso
rotineiro da EDA (22, 35).

O EB é mais comum em homens do que em mulheres, na propor¢céo de 3:1
(14). Ele é raro na infancia, mas sua prevaléncia aumenta conforme a idade (35).
Estima-se que a idade média para seu desenvolvimento seja préxima aos 40 anos € a
idade de descoberta entre 55 e 65 anos (21). Romero et al encontraram o EB em
10,3% de pacientes com sintomas que perduravam por mais de 10 anos, e em apenas
2,2% de pacientes que referiam sintomas por um periodo inferior a esse (36). O EB
raramente ocorre na populagcido negra (13).

Ha uma hipétese que sustenta o desenvolvimento do EB a partir de um grupo
de células pluripotentes, porém a origem e a localizagdo delas ainda permanece em
aberto (6). Outra teoria sugere que tal grupo de células originar-se-ia a partir de
papilas da mucosa escamosa inflamada. A terceira hipétese postula que as células
localizadas na JEG poderiam colonizar tanto a regido cardica do estdbmago, quanto o

segmento distal do esbéfago (37). Esse grupo de células, quando agredido por bile e
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acido, na presenca de um infiltrado inflamatério, diferencia-se por meio de um caminho

alternativo, dando inicio a um epitélio de fendtipo caracteristico do EB (38).
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4 Diagnostico de Esdfago de Barrett:

Os pacientes com EB apresentam, ao longo de sua histéria clinica, sintomas
classicos de DRGE, como: queimacéo, regurgitagcdo, com ou sem disfagia (11). A
idade do diagndstico varia, na maioria das vezes, de 55 a 65 anos de idade, com um
platd aos 55 anos (12). Com frequiéncia, a duragcdo dos sintomas é longa e o EB é
descoberto durante a EDA (13).

E comum encontrar, na histéria do paciente, referéncia ativa do tabagismo e a
obesidade (39).

Idade de inicio dos sintomas, duragao deles, sintomas de longa data, presenca
de sintomas noturnos ou complicagcdes da DRGE, como esofagite, Ulcera ou estenose,
estdo associados a um risco aumentado de desenvolvimento de EB (40, 41).
Entretanto, deve-se salientar que pacientes com EB podem apresentar sintomas que
nao diferem dos de pacientes com DRGE ndo complicado.

Quando comparados a pacientes com DRGE, erosiva e ndo-erosiva, pacientes
com EB apresentam uma maior exposi¢ao acida esofagica. Essa afirmativa é baseada
em estudos de pHmetria de 24 horas (26, 42). Parte dessa exposigcdo aumentada é
atribuida a frequiente presenca de hérnia hiatal, que é tipicamente maior e que torna o
EEI mais defeituoso do que em pacientes sob controle ou com esofagite (43).

A metaplasia intestinal especializada do EB ndo promove dor, pois os sintomas
da DRGE passam quando o paciente ja tem a mudanca do epitélio adequado para
receber o refluxo acido. A exposig¢ao acida anormal € uma conseqliéncia da deficiéncia
estrutural do EEI, com alteragbes no comprimento, na pressdo, ou em ambos, essas
alteracbes confirmadas pela manometria em mais de 90% dos pacientes com EB. Os
portadores de EB apresentam motilidade esofagica alterada, com contragdes de baixa
amplitude e aumento da freqliéncia de ondas anormais no es6fago distal, se
comparados a pacientes sem EB. Como conseqliéncia, o conteudo refluido para o

es6fago é removido de maneira ineficaz (11).
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Dados epidemioldgicos sugerem que, uma vez exposto a injuria suficiente para
que ocorra transformacao metaplasica, o EB desenvolve-se em sua total extensao de
forma rapida, com pequenas alteragdes subseqlientes em seu comprimento (44, 45).
No entanto estudos recentes tém demonstrado que pacientes com EB curto podem
apresentar anormalidades manométricas, na pHmetria esofagica intermediarias, em
relacdo aos pacientes com EB longo e aos pacientes controle (46). Além disso, existe
uma correlagao entre o comprimento da mucosa metaplasica do EB e a duragao da
exposicao acida esofagica. Tais evidéncias parecem favorecer a hipétese de que o EB
pode apresentar uma evolugdo gradativa, desde seu surgimento, com a substituicao
do epitélio escamoso pelo metaplasico, passando pelos graus de displasia, até atingir
0 carcinoma invasor.

Gurski et al analisaram 91 pacientes com EB, em acompanhamento de
tratamento clinico e cirurgico, e observaram uma regressdo da metaplasia intestinal
significativamente maior no grupo tratado cirurgicamente. Eles observaram também
que a regressao histoldgica foi mais comum em pacientes com EB curto (p<0,05) (47)

Os critérios de diagnoésticos para EB nao tém sofrido alteragcées no passar dos
anos, porém continuam sendo investigadas modificacdes técnicas na detecgdo da

metaplasia intestinal (48).
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5 Esb6fago de Barrett e Adenocarcinoma:

O crescimento do EB, nas ultimas décadas, tem sido progressivo. O EB é uma
condicao predisponente ao ACE (de 30 a 125 vezes mais freqlente) e o risco de
cancer é relatado como 0,5% por ano (3, 4). Apesar de existirem poucas publicagdes
sobre a epidemiologia do adenocarcinoma de esdfago no Brasil, De Barros et al
demonstraram que os adenocarcinomas representaram 15% dos tumores do eséfago
e juncao esoOfago-gastrica (53/349), no periodo de 1987 a 1996 (49). No Brasil, o
cancer de esb6fago ocupa a quarta causa de morte entre todos os tumores. O Instituto
Nacional do Cancer (INCA) faz uma estimativa de cerca de 1.140 novos casos de
cancer de es6fago em homens no Rio Grande do Sul, para o ano de 2006. O Rio
Grande do Sul apresenta o quinto lugar no mundo em mortalidade por essa doenca,

sendo considerado area endémica para tal tumor (50, 51). (Tabela 1).

& Ministério da Saide Bk

2006 incidencia de Cancer no Brasil

/mh‘lN[: A ESTIMATIVA

Estimativa dos Casos Novos
Estado Capital

Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta

Traquéia, Bronquio e Pulmao 4,990 36,96 670 39,23
Estomago 3.090 22,97 370 21,84
Préstata 9,200 68,13 1.390 82,01
Célon e Reto 2.910 21,52 580 34,24
Es6fago 2,350 17,38 250 14,42
Leucemias 1,050 7,80 150 8,94
Cavidade Oral 1,960 14,53 290 17,05
Pele Melanoma 880 6,60 150 8,72
Outras Localizagdes 14,990 111,13 2.500 147,51
Subtotal 41.420 307,06 6.350 374,66
Pele ndao Melanoma 12.000 89,01 1.110 65,15
Todas as Neoplasias 53.420 396,07 7.460 439,96

Localizagdo Primdria
Neoplasia maligna

por Estado / Capital (% La] pot Regifo w [ ] paot Neoplasia v

Tabela 1. Estimativa de cancer em homens no Rio Grande do Sul — Brasil, para o ano
de 2006, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA). Dado acessado no
endereco:http://www.inca.gov.br/estimativa/2006/index.asp?link=tabelaestados.asp&U
F=RS , em 15/05/2006 (51)
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Os tumores mais comuns do esdfago sdo os de origem epitelial. Destes, a
maior parte é representada em nosso meio pelo tipo epiderméide (52). No entanto
existe atualmente um crescimento da prevaléncia - observado principalmente no
mundo ocidental -, do tipo adenocarcinoma, especialmente nas populagdes com
melhor condigao sécio-econdmica (53)

A apresentacao clinica, na maior parte das vezes, € indolente. Os pacientes
que procuram assisténcia médica, em quase sua totalidade, apresentam disfagia e
perda de peso. Estes sintomas, normalmente, sao tardios no processo da doenga (52).

(Figura 6)

e T A

1

Figura 6: Adenocarcinoma esofagico na jungao Jgastro.esofégica em

paciente com Esb6fago de Barrett. Extraida em: Spechler,SJ. Pathogenesis

of Barrett's esophagus and its malignant transformation. In: UpToDate,

Rose,BD (Ed), UpToDate, Waltham,MA, 2006 (1).

A minoria dos pacientes com EB (5-10%) ira evoluir para ACE. Por ndo ser um
numero desprezivel, saber exatamente quais dos pacientes estdao predispostos a
progredir € um dos maiores desafios para quem trata a doenga (12). A progressao
para adenocarcinoma dos pacientes com EB pode ocorrer em virtude das alteracbes
na supressao de alguns genes, como o p53 e p16. As anormalidades génicas

favorecem a hiperproliferagdo celular e, durante a fase proliferativa, as células

adquirem mais alteracbes genéticas, que culminam com um crescimento autbnomo
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celular. As aberragbes crescentes do DNA favorecem que um clone de células
malignas tenha a capacidade de invadir os tecidos adjacentes e proliferar-se em
localizagbes nao usuais. O exato mecanismo evolutivo génico de transformacéo do EB
em ACE é desconhecido (54).

A metaplasia intestinal pode sofrer alteragdes progressivas e passar para
displasia, que é considerada o primeiro passo rumo ao ACE. O termo displasia, nas
doencgas do trato gastrointestinal, é usado por alguns autores, como sinénimo de lesao
pré-maligna — neoplasia intraepitelial (55). Ridell definiu displasia como um epitélio
neoplasico (desarranjo citolégico e arquitetural), localizado a partir da membrana basal
da glandula, sem invadir a lamina propria. A displasia é classificada conforme o grau
de anormalidades presentes (alto e baixo grau). Como ha grande variabilidade intra e
interobservador, no diagndstico, foram utilizadas classificagées para tentar uniformizar

os achados. Entre elas destaca-se a denominada “ The Vienna classification”, que
tenta minimizar as diferencas (56). O risco de desenvolvimento de cancer na displasia

de baixo grau € menor do que nas de alto grau (35). (Figura 7)

Epitélio ) Epitélio : Adenocarcinoma
Colunar

Displasico Invasor

Metaplasia
Intestinal I Displasia ===p Adenocarcinoma
(Barrett)

Figura 7. Representacdo da sequiéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma no
Es6fago de Barrett (Adaptado de Zhuang Z, Vortmeyer AO, Mark EJ, Odze R,
Emmert-Buck MR, Merino MJ et al. Barrett's esophagus: metaplastic cells with loss of
heterozygosity at the APC gene locus are clonal precursors to invasive
adenocarcinoma. Cancer Res 1996; 56(9):1961-1964) (57)
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6 Marcadores Biol6gicos:

Em funcao da caracteristica pré-maligna do EB, é de grande interesse que se
consiga identificar, precocemente, os pacientes com grande risco de desenvolver um
carcinoma invasor; pois, mesmo com O0Ss avangos nhas varias modalidades de
tratamento, o prognéstico ainda € bastante pobre.

A caracterizagdo do mecanismo molecular que promove a progressao do EB,
pode levar a identificacdo de potenciais marcadores genéticos preditivos, para a
estimativa do risco de desenvolvimento de cancer esofagico. Sabe-se que
anormalidades genéticas que envolvem uma variedade de oncogenes, genes
supressores tumorais, moléculas de adesao celular e fatores de crescimento celular,
tém sido identificadas nas varias fases de evolugao, desde o RGE crénico até o ACE.
No entanto o envolvimento funcional dessas anormalidades, no direcionamento da
tumorigénese, ainda esta por ser definido. A biologia molecular tem evoluido bastante
no estudo da carcinogénese no EB, principalmente devido a progressdo deste
conhecimento na seqUéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma. Ha varios
marcadores em estudo como o c-myc, bcl-2, p16, p53, ki-67, alguns deles com
utilidade ja demonstrada.

A sensibilidade e o valor preditivo positivo da EDA, para o diagndstico de EB,
tém sido reportados em 82% e 34%, respectivamente (58). Esses valores sao
decorrentes em parte, da distribuicdo irregular (em mosaico) da metaplasia intestinal
no epitélio colunar (20). O diagndstico histologico pode ficar subestimado, se as
células caliciformes forem observadas em pequenas biopsias, ou em materiais com
artefatos. Além disso, recentemente, tem sido sugerido que, durante a seqiéncia
metaplasia-displasia-adenocarcinoma, o desenvolvimento das células caliciformes é
precedido por células metaplasicas do tipo cardico (59, 60). A pesquisa de um
marcador capaz de detectar a diferenciacdo intestinal, na auséncia de células

caliciformes, podera ter importancia clinica.
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6.1. O gene CDX2

O segmento de uma sequéncia de DNA encontrado em genes envolvidos na
regulacdo do desenvolvimento € chamado de homeoboxe. A demonstragao completa
do gene CDX2 foi realizada na Drosophila melanogster, na qual ele esta relacionado
com a parte caudal do inseto. Os genes da familia homeoboxe sdo essenciais no
controle do desenvolvimento embrionario normal. O gene CDX2 tem sido amplamente
estudado em ratos; ja em humanos, até 2001, os estudos eram raros (33, 61-62). O
mesmo gene tem sido expresso no intestino grosso e delgado, com limite na jungao
gastroduodenal; porém, em 2002, foi notada sua presenca em metaplasia intestinal do
epitélio gastrico (63). Ele pertence a familia homeoboxe e tem sido relatado na
diferenciacao inicial, na proliferagdo e na manutencao das células epiteliais intestinais,
como a formagdo estrutural de multiplas camadas com microvilosidades (epitélio
diferenciado) (64). Esse gene também induz a transcricdo especifica dos genes que
codificam MUC2, fosfatase alcalina e sucrase isomaltase (65). Recentemente, tem-se
demonstrado seu elevado valor preditivo no diagndéstico de adenocarcinoma de célon.
Seu uso como marcador imunohistoquimico tem sido descrito em pesquisa de cancer
colénico e gastrico, mas com resultados conflitantes (9).

A expressao do CDX2, em tecido adulto ndo neoplasico, é restrita a alguns
tecidos, como: epitélio intestinal normal, células epiteliais pancreaticas normais e
metaplasia intestinal gastrica e esofagica (8, 9). No trato gastrointestinal, a expressao
dele é forte e esta difusamente presente no nucleo de pequenas e grandes células
epiteliais intestinais, incluindo células absortivas, caliciformes, enddcrinas e de Paneth;
no epitélio pancreatico, sua expressao é focal (9). As células epiteliais esofagicas e
gastricas tém revelado serem negativas para o CDX2, porém a metaplasia intestinal
esofagica e a gastrica tém sido positivas em alguns relatos (8, 62, 63, 66-69).

Ha necessidade de mais estudos a esse respeito para confirmar, ou refutar, a
propriedade do CDX2 como um marcador especifico e sensivel da diferenciagao

intestinal, no epitélio esofagico.
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A técnica de imunohistoquimica € um dos métodos que permitem detectar a
presenca de “antigenos”, que podem ser produtos do gene, ao correlacionar a
expressao imunohistoquimica do produto com uma possivel alteragdo genética dele. A
imunohistoquimica genogénica permite a avaliagdo do material estudado, em
associagao com a sua caracterizagdo morfolégica, com adequada correlagdo entre
positividade e o tipo de estrutura ou de alteracdo morfolégica tecidual. Tal
caracteristica permite ao método o estabelecimento de uma correlacdo entre
alteragbes moleculares e histologicas, que pode favorecer o diagndstico final, no caso
de analise de bidpsias de EB.

O CDX2 tem se mostrado como um promissor marcador da diferenciacéo
intestinal. A partir dessa observacdo e considerando-se as limitagdes na rotina de
coleta das bidpsias esofagicas durante a EDA e das possiveis divergéncias na analise
histolégica convencional dessas bidpsias, em determinar o prognéstico da progressao
dos pacientes com EB para o adenocarcinoma, o presente estudo tem por objetivo
avaliar o potencial da proteina CDX2, como marcador precoce de transformagédo do

epitélio colunar, por meio do método imunohistoquimico.
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OBJETIVOS

1 Avaliar a expressao imunohistoquimica do CDX2, em amostras teciduais
esofagicas de pacientes com doenca do refluxo gastroesofagico com endoscopia
normal, com esofagite, com epitélio colunar sem metaplasia intestinal, com epitélio

colunar com metaplasia intestinal e adenocarcinoma.

2 Avaliar a correlagao linear do CDX2 em pacientes com Esbdfago de Barrett e

adenocarcinoma esofagico.
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RESUMO

EXPRESSAO IMUNOHISTOQUIMICA DO CDX2 NA MUCOSA ESOFAGICA DE
PACIENTES COM DOENCA DE REFLUXO GASTROESOFAGICO, ESOFAGO DE
BARRETT E ADENOCARCINOMA DO ESOFAGO

Objetivos: Avaliar a expressao imunohistoquimica do anticorpo CDX2 em pacientes
com doenga do refluxo gastroesofagico (DRGE); em pacientes com esofagite; em
pacientes com epitélio colunar no es6fago distal, sem ou com metaplasia intestinal
(EB), e em pacientes com adenocarcinoma do eséfago (ACE).

Métodos: Avaliou-se a expressdo imunohistoquimica do CDX2 em pacientes com
DRGE com endoscopia digestiva alta (EDA) normal; em pacientes com esofagite; em
pacientes com epitélio colunar sem metaplasia intestinal (MI); em pacientes com
Eso6fago de Barrett (EB) e em pacientes com ACE do tipo | e Il de Siewert, atendidos
no Servico de Endoscopia Digestiva do HUSM/UFSM e no GCEEID no HCPA/UFRGS,
entre 2001 e 2005. Foi considerado CDX2 positivo, quando havia a presenca de
qualquer nucleo corado. Na analise comparativa, foram utilizados os testes qui-
quadrado de Pearson e o teste exato de Fisher, considerando-se como significativos
valores de p< 0.05.

Resultados: De um total inicial de 175 casos, foram selecionados 150 pacientes. A
expressao do CDX2 foi ausente nos grupos EDA e pacientes com epitélio colunar sem
MI, 5% nos casos de esofagite, 62,5% nos pacientes com EB e 70,5% em pacientes
com ACE. Houve diferenca estatistica significativa entre os grupos EB e ACE, em
comparagao com os grupos de EDA, esofagite e epitélio colunar sem MI (p<0.05). Nao
foi observada uma correlagao linear progressiva da expressdo do marcador, ao longo
da sequéncia EB-ACE.

Conclusdes: O estudo revelou um aumento significativo da expressdao de CDX2 nos
pacientes com EB e ACE em relagdo aos demais pacientes, mas nao houve diferencga
significativa entre esses dois grupos. O CDX2 nao apresentou atividade nas fases
anteriores ao EB e n&o houve correlagéo linear entre sua expressdo e a progressao
metaplasia-adenocarcinoma no EB.

Palavras-chave:
CDX2, Esé6fago de Barrett, metaplasia intestinal, adenocarcinoma, epitélio colunar,
imunohistoquimica, neoplasias esofagicas
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1. Introducéo

Norman Barrett descreveu, pela primeira vez, em 1950, a presenga de
revestimento colunar no esbfago distal. Inicialmente, ele pensou que se tratava de
uma alteracdo congénita; no entanto, alguns anos apds, ficou demonstrado que se
tratava de uma condicdo adquirida decorrente da doenca refluxo gastroesofagico
(DRGE). Tal condigéo foi denominada de Esbéfago de Barrett (EB). Atualmente, 0 EB é
definido pela presenga de mucosa colunar em eséfago distal, visivel na Endoscopia
Digestiva Alta (EDA), de qualquer extensdo, e que a bidpsia demonstre metaplasia
intestinal especializada, caracterizada pela presenga de células caliciformes (goblet
cells). O EB, por definicdo, € uma condicdo adquirida e relacionada ao refluxo de acido
gastrico e/ou de conteudo duodenal. (1-5) Ele esta associado, de maneira direta, com
a intensidade e a duracdo da DRGE e representa uma resposta adaptativa da mucosa
a agressao sofrida pelo refluxo (6). Os fatores de risco para desenvolvimento do EB
sdo os que favorecem o desenvolvimento da DRGE, neles, se incluem a hérnia de
hiato, a incompeténcia do esfincter esofagico inferior e o refluxo do conteudo
duodenogastrico (7, 8).

A presenga de células caliciformes é o marcador mais importante para
diferenciar a Ml especializada da metaplasia tipo fundica ou cardica (9). O método
histoquimico do Alcian blue pH 2,5 cora, em azul, as mucinas acidas (sialo e
sulfomucinas), produzidas pelas células caliciformes, caracterizando
histoquimicamente o fendétipo intestinal metaplasico (10, 11).

O epitélio colunar metaplasico pode sofrer transformacdo morfolégica e
apresentar displasia, que é o principal marcador bioldgico preditivo de evolugao para o
adenocarcinoma do esé6fago (ACE) (10).

O EB é uma condi¢cdo predisponente ao ACE (de 30 a 125 vezes mais
frequente do que a populacdo normal) e o risco de cancer é relatado como de 0,5%,

ao ano, em média (12-14). O ACE tem sido descrito como uma das neoplasias
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malignas do trato gastrointestinal, com elevada mortalidade e com sobrevida em 5
anos em torno de 11%. O crescimento do ACE, nas ultimas décadas, tem sido
progressivo e preocupante (7). Szachnowicz et al descreveram dados de prevaléncia
do ACE de 5,7% em pacientes com EB (15).

Um maior conhecimento da biologia molecular do ACE pode promover um
melhor entendimento referente ao diagnéstico precoce, a terapia e ao prognéstico
(16). A sensibilidade e o valor preditivo positivo da EDA, para o diagndstico de EB, tem
sido reportado em 82% e 34%, respectivamente (17). Esses valores séo resultantes,
em parte, da distribuicdo irregular (em mosaico) da MI, no epitélio colunar. O
diagnéstico histolégico pode ficar subestimado se as células caliciformes forem
observadas em pequenas bidpsias, ou em material com artefatos. Além disso, tem
sido postulado que, durante a seqliéncia metaplasia-displasia-adenocarcinoma, o
desenvolvimento das células caliciformes é precedido por células do tipo cardico, sem
a MI caracterizada pelas células caliciformes (18). A pesquisa de um marcador capaz
de detectar a diferenciagao intestinal, na auséncia de células caliciformes evidentes
aos métodos habituais de avaliagao, podera ter significativa importancia clinica.

O gene CDX2 tem sido amplamente estudado em ratos; ja, em humanos, os
estudos eram raros até 2001 (19). O gene CDX2 foi, inicialmente, descrito como
presente nos intestinos grosso e delgado, com limite de expressdo na jungao
gastroduodenal (20). Pela primeira vez, em 2002, foi relatado sua presenca na Ml e no
epitélio gastrico. O gene humano CDX2 pertence a familia homeoboxe e tem sido
pesquisado na diferenciacao inicial e na manutencao das células epiteliais intestinais e
também na formacao estrutural de multiplas camadas com microvilosidades (21)

No trato gastrointestinal, o CDX2 é fortemente expresso e esta difusamente
distribuido no nucleo de pequenas e grandes células epiteliais intestinais, incluindo
células absortivas, caliciformes, enddcrinas e de Paneth; ja, no epitélio pancreatico,

sua expressao pode ser focal (22). As células epiteliais esofagicas e gastricas tém-se
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revelado negativas para o gene, porém a MI esofagica e a gastrica tém sido positivas
em alguns relatos (21, 23-27).

A partir dessas observagdes e considerando-se as limitagdes da analise
histolégica convencional da bidpsia esofagica em determinar o progndstico da
progressao dos pacientes com EB para o ACE, o presente estudo tem por objetivo
analisar a expressado do gene CDX2 na mucosa esofagica de diferentes epitélios, em
pacientes na sequéncia DRGE, epitélio colunar sem metaplasia, EB e ACE, pelo
meétodo imunohistoquimico e, secundariamente, avaliar o potencial do CDX2 como

marcador precoce da evolugao da doenca nessa sequéncia.
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2. Materiais e Métodos:

2.1. Pacientes

A populagdo do estudo constituiu-se ndo sé de pacientes com sintomas de
DRGE, acima de 30 anos de idade, atendidos no Servico de Endoscopia Digestiva do
Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM/UFSM), mas também de pacientes com
ACE, atendidos pelo Grupo de Cirurgia de Esbfago, Estdbmago e Intestino Delgado
(GCEEID) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA/UFRGS). Todos eles foram
observados no periodo de janeiro de 2001 a dezembro de 2005.

Os critérios de inclusao foram: 1) pacientes que, com sintomas relativos a
DRGE - como pirose e/ou regurgitacdo, pelo menos uma vez por semana -, quando
encaminhados a EDA, apresentassem: mucosa normal, esofagite; diagndstico
endoscopico de mucosa colunar e bidpsia sem ou com metaplasia do tipo intestinal
(EB) e 2) pacientes com diagnéstico de ACE ou de jungdo esbdfago-gastrica Siewert |
ou Il (28). Foram critérios de exclusdo: 1) pacientes com metaplasia intestinal na
bidpsia esofagica, porém sem a visualizagcdo endoscopica de mucosa colunar -
Metaplasia Intestinal do Cardia (MIC); 2) pacientes com exames obtidos dos blocos de
parafina com material insuficiente; 3) pacientes com tratamento oncoldgico prévio; 4)
pacientes com adenocarcinomas da juncdo esbéfago-gastrica subcardicos,
correspondentes a classificagdo de Siewert tipo Ill; 5) pacientes com cirurgia anti-
refluxo, prévia a bidpsia esofagica e com EB.

Apos revisdo dos dados clinicos e dos laudos anatomopatologicos, os
pacientes foram divididos em 5 grupos: grupo 1 - EDA normal; grupo 2 — esofagite;

grupo 3 - epitélio colunar sem metaplasia intestinal; grupo 4 — EB; e grupo 5 - ACE.

As bidpsias endoscopicas foram realizadas pelo mesmo médico endoscopista,
segundo metodologia descrita no protocolo de Seattle (29). Os tamanhos amostrais

foram calculados para uma diferenca absoluta de 40% entre os grupos estudados,
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considerando um poder = 80% e um nivel de significancia de 0.05. Inicialmente,

seriam necessarios aproximadamente 22 individuos por grupo.

2.2. Analise Histol6gica

As amostras teciduais foram obtidas de biépsias endoscépicas e/ou de pecas
cirargicas de esofagectomias. Os fragmentos do esdfago foram fixados em formolina a
10% e, submetidos ao processamento histolégico de rotina, que inclui banhos em
solugbes crescentes de alcool, seguidos de diafanizacdo em xilol e inclusdo em
parafina. Dos blocos foram obtidos cortes de 4 micra de espessura, que foram
corados, posteriormente, pelos métodos de hematoxilina-eosina (H&E) e alcian-blue,
em pH 2.5.

Os seguintes critérios diagndésticos modificados de Paull et al foram aplicados
na analise tecidual (30):

1) Epitélio escamoso normal: o epitélio escamoso foi considerado normal
quando nao havia evidéncia de esofagite de refluxo, o que inclui ndo apenas auséncia
de hiperplasia das células basais > 20% da espessura epitelial, como auséncia de
eosindfilos intraepiteliais. Pela inexisténcia de outras lesbes do tipo infecciosa,
displasica ou neoplasica nas biopsias, o epitélio também foi considerado normal.

2) Mucosa cardica: foi entendida como um epitélio colunar simples formado
apenas por células mucoprodutoras, sem células parietais e sem células caliciformes.

3) Mucosa oxintocardica; foi considerada como um epitélio colunar, que contém
uma mistura de glandulas, algumas constituidas apenas por células mucosas e outras
por células principais e parietais, ndo havendo células caliciformes.

4) Metaplasia intestinal (Es6fago de Barrett): foi considerada como um epitélio
colunar apresentando células caliciformes, bem definidas em H&E. O alcian-blue pH
2.5 foi utilizado para confirmar os achados em H&E.

5) O diagnéstico de adenocarcinoma foi obtido ao identificar-se a presenga de

glandulas atipicas invadindo a lamina propria ou a camada submucosa.
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O estudo anatomopatolégico convencional foi realizado, separadamente, por
dois patologistas sem conhecimento anterior (cegados), dos dados clinicos-
endoscopicos, do Servico de Patologia do HCPA e HUSM. A bidpsia esofaigica ou o
fragmento do ACE que melhor representava as alteragbes foi o corte escolhido para

preparacao da técnica imunohistoquimica.

2.3. Andlise Imunohistoquimica

A coloragéo imunohistoquimica foi realizada no Departamento de Patologia da
UFSM e a analise imunohistoquimica foi realizada pelo Departamento de Patologia da
UFSM em conjunto com o Servico de Patologia do HCPA. Os materiais obtidos dos
blocos de parafina foram submetidos a técnica imunohistoquimica, para a identificagao
do CDX2. Tal método utilizou ladminas revestidas, inicialmente, com silano. A
recuperacao antigénica foi realizada com forno de microondas ap6s desparafinizacao,
reidratacao dos cortes histolégicos, inativagao da peroxidase enddgena e bloqueio de
reacdes inespecificas. A proteina CDX2 (NOVOCASTRA, Mouse monoclonal antibody;
NCL-CDX2; clone AMT28) foi incubada por 15 horas, a 4°C, na diluicdo de 1:100. O
complexo estreptavidina-biotina foi utilizado para localizacdo do anticorpo primario,
enquanto o diaminobenzidina-tetrahidrocloreto foi empregado como cromégeno. A
seguir, a contracoloracao foi realizada com Hematoxilina. Como controle da técnica,
para o marcador CDX2, foi utilizada biopsia de célon normal, com e sem anticorpo,
para o controle positivo e negativo, respectivamente (18, 20).

A leitura das laminas foi realizada por dois patologistas, de forma
independente, e sem o conhecimento dos dados clinico-patolégicos. Quando o
resultado foi discordante, o escore final foi obtido por consenso entre os patologistas.
Foram considerados CDX2 positivos 0s casos que apresentaram qualquer quantidade
de nucleos corados de ceélulas epiteliais, conforme descrito por Groisman et al (18,

21).(Figura 1)
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Figura 1. Exemplo de marcagao imunohistoquimica, para o CDX2, em paciente com
Esbfago de Barrett, em aumento de 200X (setas indicam nucleos marcados pelo
CDX2)
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2.4. Analise Estatistica

Para a analise estatistica, foram utilizados os testes qui-quadrado de Pearson
ou teste exato de Fisher quando necessarios para comparagdes entre grupos; ja para
comparacdes multiplas, foi utilizado o método de qui-quadrado particionado e qui-
quadrado para tendéncia linear. Para controle da concordancia interobservador, foi
utilizado o teste de Kappa. O nivel de significancia utilizado foi p<0.05, para medida de
magnitude das diferengas. O programa estatistico utilizado foi o Statistical Package for

Social Science (SPSS), versao 12.0.

2.5. Consideracdes Eticas

Este trabalho teve seu projeto previamente avaliado e aprovado pelo Grupo de
Pesquisa e Pés-Graduagao (GPPG) do HCPA, seguindo todas as normas éticas
preconizadas. O material utilizado foi proveniente do acervo de blocos de parafina do
Servico de Patologia do HCPA e Departamento de patologia do HUSM. Nao houve
participacdo direta dos pacientes no estudo, bem como nado houve modificagdo no
protocolo de tratamento em decorréncia da pesquisa. Os dados clinicos, coletados por
revisdo de prontuarios, foram utilizados de forma sigilosa e andénima, garantido com o

Termo de Compromisso para Utilizagao de Dados.
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3. Resultados

Inicialmente, foram selecionados 175 pacientes, por meio de revisbes de
laudos anatomopatolégicos e de prontuarios, dos quais 25 foram excluidos: 7 casos
por apresentarem metaplasia intestinal do cardia (auséncia de mucosa colunar visivel
a EDA), 5 casos por apresentarem adenocarcinoma da JEG subcardico (Siewert 1) e
13 casos por falta de material. Dos 150 pacientes estudados, havia 29 com mucosa
esofagica normal, 19 com esofagite, 26 com epitélio colunar sem metaplasia intestinal,
32 com EB e 44 com ACE.

Os dados demograficos dos pacientes estao registrados na tabela 1. O grupo
de pacientes foi constituido por 89 homens e 61 mulheres, com idade média de 59
anos (variagao enre 30 e 97 anos). Houve diferenga entre o grupo EDA normal e os
demais em relacado a idade (p<0.01). Houve predominio de homens nos grupos 4 e 5
(p<0.05).

Tabela 1. Caracteristicas de distribuicdo de género e idade dos 150 pacientes em estudo

Grupo 1 Grupo2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Total Valor P
N =29 N =19 N =26 N =232 N =44 N =150
Idade 47,6+ 12,6 61,9+ 12,1 57,9+ 17,5 58,8+ 11,6 66,2+ 10,36 59,0+ 14,1 P=0,01
(médiatDP)
Género (%) P=10,18*
Masculino 7(24,1) 11 (57,9) 16 (61,5) 23 (71,9) 32(72,7) 78 (59,6)
Feminino 22 (75,9) 8 (42,5) 10 (38,5) 9(28,1) 12 (27,3) 53 (40,4)

*Predominio do género masculino nos pacientes com ACE e Barrett

A extensdao do epitélio colunar, nos pacientes com EB, foi de 5,29+3,39.
Pacientes com extensado <3,0 cm representaram 23,8% entre os com EB, enquanto
os pacientes com Barrett longo corresponderam a 76,2%. Noventa por cento dos
pacientes com EB apresentaram hérnia hiatal, cujo tamanho médio da hérnia hiatal era

de 2,95+1,9cm. A presenga de CDX2 ndo demonstrou associagdo com a presenca de
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hérnia hiatal (p=0,073), nem com o tamanho do EB (p=0,99). Na maioria dos casos de
pacientes com ACE, o tumor era moderadamente diferenciado (65%) e ndo houve
correlagao estatistica significativa entre o CDX2 e o nivel de diferenciagao tumoral.

A concordancia interobservador foi testada por meio do teste de Kappa, que
apresentou um valor de Kappa=0,97, com uma significAncia estatistica para um
p<0.001, quando levada em conta a anadlise da expressdo da proteina CDX2, pelo
exame imunohistoquimico. Tal teste demonstrou uma concordéncia bastante elevada
entre os dois observadores envolvidos no presente estudo. As discordancias
presentes foram avaliadas em uma reunido de consenso, para que o diagndstico
definitivo fosse firmado.

Em relagcdo a expressdo do gene CDX2, nenhum paciente incluido no estudo
do grupo EDA normal, foi positivo para CDX2. Ja 5% dos pacientes do grupo de
esofagites foram positivos para o CDX2. Em nenhum dos 26 pacientes com epitélio
colunar esofagico, sem metaplasia intestinal, o marcador CDX2 foi positivo; em
contraponto, o grupo de 32 pacientes com EB revelou uma positividade em 20 (62,5%)
pacientes (Figura 2 e 3). No grupo de 44 pacientes com ACE, 31 pacientes

mostraram-se positivos para o CDX2 (70,5%) (Figura 4).
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Figura 2. Exemplo de marcagado imunohistoquimica, para o CDX2, em um paciente
com EB, em aumento de 400X (as setas indicam nucleos marcados).
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Figura 3. Exemplo de marcagéo imunohistoquimica, para o CDX2, em um paciente
com EB, em aumento de 200 X (as setas indicam nucleos marcados).
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Figura 4. Exemplo de marcagéo imunohistoquimica, para o CDX2, em um paciente
com adenocarcinoma do es6fago, em aumento de 200X (as setas indicam nucleos
marcados).
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A analise comparativa da positividade do gene em estudo demonstrou que
houve uma diferenga, estatisticamente significativa, entre os grupos 4 e 5 e os grupos
1, 2 e 3 (p<0.05), como exibe a figura 5. No entanto ndo houve diferenca,
estatisticamente significativa, entre os grupos de EB e ACE (p<0.05).

Apesar do percentual elevar-se de 0%, 5% e 0% para 62,5% e 70,5%, com a
aplicacédo do teste de Fisher, ndo houve tendéncia linear progressiva da positividade

do CDX2, na sequiéncia esofagite-EB-ACE, neste estudo.

50
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Figura 5. Expressao da positividade imunohistoquimica do CDX2 entre os grupos
estudados (p<0.001)
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4. Discusséo

Inumeros fatores relacionados ao ciclo celular, oncogenes e genes de
supressao tumoral, tém sido estudados em pacientes com Es6fago de Barrett, com o
objetivo de identificar marcadores de diagnéstico e de progndstico, por intermédio da
analise da carcinogénese esofagica, que € um processo multifatorial e que segue a
sequéncia metaplasia — displasia -adenocarcinoma.

O EB é uma complicacao da DRGE e é considerado um fator de risco para o
ACE (20). A sequéncia presumida de desenvolvimento do ACE inicia-se com o refluxo
gastroesofagico, seguido de esofagite, EB e displasia em graus crescentes até
transformar-se em ACE.

A possibilidade da descoberta de um marcador de diferenciacédo intestinal,
ainda na auséncia de células caliciformes, seria de extrema importancia clinica no
diagnéstico precoce da progressao da doencga (31).

O marcador CDX2, no EB e no ACE, tem sido pouco avaliado. O primeiro
estudo relatando o uso da proteina CDX2, em tecido humano, foi em 1995; no
es6fago, em 2002 (32, 33).

Ha poucas publicagcbes documentando a expressdo imunohistoquimica do
CDX2, em tumores esofagicos. Werling et al constataram uma expressdo bem
aumentada, mas ndo absoluta, em tumores do trato gastrointestinal (24). Alguns
estudos tém demonstrado que ocorre uma perda de expressdo do CDX2, em
adenocarcinomas colorretais, € que o grau de diferenciacdo nao interfere em sua
expressao (34)

Salienta-se a expressdo aumentada do CDX2, em algumas publicagdes
recentes. Em dois estudos o CDX2 foi expresso em 30-38% dos pacientes com
epitélio cardico e também ocorreu em todos os pacientes com metaplasia intestinal

(18, 21).
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No presente estudo, foi avaliado o CDX2 como marcador de diferentes epitélios
do esobfago distal, em pacientes com DRGE em suas diversas fases, pela técnica
imunohistoquimica, que se utiliza de anticorpos monoclonais para detecgdo de
produtos celulares ou de marcadores de superficie. Houve necessidade de repetir a

técnica imunohistoquimica em cerca de 10% dos casos.

A imunohistoquimica vem sendo empregada de maneira crescente, ha alguns
anos, na investigacdo da proteina CDX2. E uma técnica que apresenta a vantagem do
baixo custo e da facil reproducdo em outros laboratérios, porém necessita de
patologistas experientes, pois pode apresentar uma significativa variabilidade
interobservador, ja que usa critérios qualitativos. Outro método em expanséo, ja em
uso, € a reacgao de cadeia polimerase (PCR), que se utiliza da analise quantitativa do
CDX2, contudo seu alto custo nao possibilita ainda o uso rotineiro em nosso meio (18,
35).

Preferiu-se a coleta do material por bidpsia esofagica, neste estudo, por ser de
facil execucéo e fazer parte da avaliacao dos pacientes com DRGE. Outro cuidado
que se teve foi a utilizagdo do protocolo de Seattle de bidpsia esofagicas, para diminuir
a variabilidade de bidpsias na area de epitélio colunar, ou a perda de possivel area
com Ml (29). O fato de as bidpsias terem sido realizadas sempre pelo mesmo
endoscopista certamente reduziu muito tal variabilidade.

A definicao histopatolégica dos diagnésticos baseou-se na utilizagdo dos
critérios de Paull et al e de Vallbohmer et al (30, 35). Todas a biopsias foram
analisadas por dois patologistas especializados em patologia de tubo digestivo, para
diminuir-se ao maximo a variabilidade desses diagndsticos.

Alguns autores utilizaram diferentes epitélios como grupo controle na analise
imunohistoquimica do CDX2, tais como mucosa gastrica ou duodenal (18, 35). A
utilizacdo do epitélio escamoso esofagico como controle, neste estudo, foi

consequéncia de que, nos estudos realizados com esse marcador em esobfago,
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apenas um havia demonstrado positividade em epitélio escamoso, isso motivou a
tentativa de também avaliar o resultado.

Em recente estudo, Vallbéhmer et al relataram a analise do CDX2 pelo PCR
com utilizagédo de diferentes epitélios esofagicos, todavia sem o grupo de ACE.

Em estudo publicado em 2003, por Eda et al, foram avaliados 15 pacientes (34
biépsias) com EB, esofagite e mucosa esofagica normal pelo método
imunohistoquimico e pelo PCR. O CDX2 foi positivo em 100% dos EB e 67% dos
casos de esofagite, mas em nenhum caso de epitélio esofagico normal foi positivo.
Este foi o primeiro trabalho que demonstrou a positividade do CDX2 no EB e na
esofagite. Os autores aventaram a possibilidade da expressao do CDX2 ser um evento
precoce na transformacao do EB (23).

Phillips et al, em 2003, efetuaram a analise do CDX2 pelo método
imunohistoquimico em diferentes epitélios esofagicos. O total de 134 amostras
teciduais de tecido esofagico de pacientes foi dividido em varios grupos: 62 pacientes
com epitélio tipo juncional, destes 13 eram EB e apenas 6 eram ACE. A expressao do
CDX2 foi de 20% no epitélio colunar sem metaplasia, 77% no grupo EB e 100% dos
ACE. Esses autores afirmaram que a expressao positiva do CDX2 é um evento
precoce na diferenciacdo intestinal e poderia indicar alteragbes moleculares da
diferenciagcédo celular (21). Um dos aspectos discutidos na metodologia do trabalho
deles foi referente a amostra, por ser muito heterogénea quanto ao nimero de cada
grupo, poderia, de alguma forma, interferir nos resultados.

Groisman et al, em 2004, analisaram a expressao imunohistoquimica do CDX2
em 90 pacientes, divididos em dois grupos, um com epitélio colunar sem metaplasia; o
outro com EB. Todos os 45 pacientes do grupo de EB revelaram-se positivos para o
marcador, enquanto apenas 38% do outro grupo mostraram-se positivos. O grupo
controle de mucosa gastrica foi 100% negativo. Nao foram aferidos pacientes com

cancer nesse estudo (18).
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Moons et al, em 2004, conduziram um estudo com o CDX2 em 138 bidpsias
esofagicas. O método utilizado foi de PCR. Cem por cento dos pacientes com EB e
ACE foram positivos, enquanto os grupos controles de bidpsia gastrica e esofagica
foram todos negativos; entretanto, em 1/3 dos pacientes com EB, a biépsia do epitélio
escamoso proximal foi positiva (36). Salienta-se que, nesse estudo foram analisadas
mais de uma bidpsia por paciente, ou seja, o numero de pacientes foi bem inferior ao
de bidpsias. A distribuicao dos grupos foi bem heterogénea. Esses achados n&o foram
encontrados em outros estudos e o proprio autor questiona os resultados por tratar-se
do CDX2, um marcador sabidamente intestinal.

Lord et al, em 2005, relataram afericdo da proteina CDx2 pelo método
imunohistoquimico e por PCR, com resultados semelhantes, no entanto com pequeno
numero de casos (5 ACE, 10 EB e 13 controles); Todos do grupo EB e ACE foram
positivos (37).

Em recente estudo, Vallbéhmer et al, em 2006, relataram a analise do CDX2
pelo PCR, com utilizagdo de epitélios esofagicos, sem o grupo de ACE, mas
mostrando o CDX2 como um possivel biomarcador no diagndstico precoce do EB (35).

Tendo-se como referéncia os estudos anteriormente apresentados, que
pesquisaram a atividade da proteina CDX2 em diferentes epitélios esofagicos, pode-se
perceber que os resultados s&o inconclusivos e heterogéneos, apesar de concordarem
com uma expressao aumentada do marcador no EB e ACE.

Neste estudo, ora apresentado, a expressdo do CDX2 foi ausente no epitélio
esofagico normal, o que estd de acordo com a literatura. Apenas Eda et al
conseguiram revelar um alto indice de positividade do CDX2 em esofagites, diferente
deste que revela 5%. Os demais estudos que avaliaram este grupo, tiveram resultados
semelhantes aos aqui focados.

Nos pacientes com epitélio colunar sem metaplasia intestinal, EB e ACE, cuja
positividade foi de 0%, 62,5% e 70,5% respectivamente, encontram-se diferengcas mais

marcantes entre esses dados e os da literatura, que apresentam valores de até 38%

57



58

no primeiro e de 100% nos outros. Essas diferengas podem ser em parte decorrentes
de amostras pequenas e pouco representativas de estudos baseados em diferentes
areas histologicas de pecgas de esofagectomias. Neles, um paciente contribui com
varios cortes histolégicos. Ja o estudo aqui apresentado constituiu-se de amostras
baseadas em pacientes que representavam cada um deles, um unico diagndstico.

Ha na literatura uma discussao sobre a origem do ACE. Discute-se qual seria o
real percentual de ACE proveniente do EB. No nosso estudo, mais de 70% dos ACE
sdo positivos para o CDX2. Ha uma grande dificuldade em se comprovar se antes do
ACE estava presente o EB, ja4 que a maioria dos ACE sdo avancados e a area da
mucosa peritumoral neste estagio estd comprometida pela neoplasia, o que dificulta a
confirmacgao de epitélio colunar com metaplasia intestinal.

Cabe salientar que, no grupo de epitélio colunar sem metaplasia, deste estudo
nenhum caso foi positivo. A hipotese de que o CDX2 poderia ser um marcador
precoce em casos em que a metaplasia intestinal estivesse presente e confirmada
pela histopatologia, e tal marcador positivo selecionasse um subgrupo de pacientes
com mais risco de evoluir ao EB, ao menos, aqui, ndo se confirmou.

Este estudo faz parte de uma linha de pesquisa que investiga os marcadores
tumorais na sequéncia EB-ACE. Varios outros marcadores estdo sendo analisados
simultaneamente, para tentar procurar desvendar os mecanismos carcinogénicos

dessa seqliéncia.
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5. Perspectivas

Como o CDX2 é um marcador pouco estudado ainda, com resultados em parte
conflitantes, desfechos mais conclusivos do que os aqui apresentados, na seqiiéncia
EB-ACE, s6 poderao ser obtidos com o acompanhamento de pacientes sob risco, ou
seja, avaliando-se, prospectivamente, tal marcador de acordo com a evolugao da
doenca. Deve-se manter o controle na metodologia de estudos futuros — abranger um
numero crescente de pacientes, em estudos prospectivos -, para possibilitar melhores
comparagdes dos resultados entre eles, e chegar a conclusées mais seguras.

O acompanhamento prospectivo dos pacientes dos subgrupos com epitélio
colunar no eséfago distal, sem MI, por meio de uma coorte que utiliza marcador CDX2
em bidpsias endoscopicas de controle, pode ser uma interessante perspectiva que

possibilite correlacionar a alteragdo desse marcador com a progressao da doenca.
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6. Conclusdes

A expressao imunohistoquimica do CDX2, em pacientes com DRGE, foi de 0%
nos pacientes com endoscopia digestiva normal; 5% nos pacientes com esofagite; 0%
nos pacientes com epitélio colunar esofagico sem metaplasia intestinal; 62,5% nos
pacientes com Esb6fago de Barrett e 70,5% nos pacientes com adenocarcinoma de
esbfago.

Houve diferenca significativa entre os grupos Esbéfago de Barrett e
adenocarcinoma esofagico, em relagdo aos grupos de endoscopia digestiva normal,
com esofagite e com epitélio colunar sem metaplasia intestinal; no entanto ndo houve
diferenca estatistica significativa ao se compararem os pacientes com Eséfago de
Barrett e os com adenocarcinoma de es6fago, em relagdo a expressao do marcador
CDX2.

Nao houve uma correlagao linear progressiva do CDX2, na sequéncia epitélio

normal-esofagite-eséfago de Barrett e adenocarcinoma de eséfago.
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ABSTRACT

CDX2 overexpression in Barrett’'s esophagus and in
esophageal adenocarcinoma

Objectives: To assess the immunohistochemical expression of CDX2 antibody in
patients with gastroesophageal disease (GERD), esophagitis, columnar epithelium in
the distal esophagus with or without intestinal metaplasia (IM) or esophageal
adenocarcinoma (EA).

Methods: The immunohistochemical expression of CDX2 was assessed in patients
with GERD with normal upper endoscopy (UE) findings, in patients with esophagitis,
in those with columnar epithelium without intestinal metaplasia (IM), in patients with
Barrett’s esophagus (BE) and in those with EA Siewert types | and I, treated at the
Division of Upper Gastrointestinal Endoscopy of Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM) and by the Esophagus, Stomach and Small Intestine Group of
Surgery (Grupo de Cirurgia de Es6fago, Estbmago e Intestino Delgado, GCEEID) of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Brazil, between 2001 and 2005.
Positive CDX2 expression occurred in the presence of any stained nucleus.
Pearson’s chi-square test and Fisher's exact test were used for the comparative
analysis, using p values < 0.05 as statistically significant.

Results: A total of 150 out of 175 cases were selected. CDX2 was expressed in 0%
of the UE group, in 5% of the cases of esophagitis, in 0% of patients with columnar
epithelium without IM, in 62.5% of patients with BE and in 70.5% of patients with EA.
There was statistically significant difference between the BE and EA groups
compared to the UE, esophagitis, and columnar epithelium without IM groups
(p<0.05). No progressive linear correlation was found for CDX2 expression in the
BE-EA sequence.

Conclusions: The study revealed a remarkable increase in CDX2 expression
among patients with BE and EA compared to all other patients; however, no
statistically significant difference was observed between these two groups. CDX2 did
not show any activity in the phases that preceded BE, and there was no linear
correlation between its expression and metaplasia-adenocarcinoma progression in
BE.

Keywords:
CDX2, Barrett’s esophagus, intestinal metaplasia, adenocarcinoma, columnar
epithelium, immunohistochemistry, esophageal neoplasms
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1. Introduction

In 1950, Norman Barrett first described columnar epithelium in the region of
the distal esophagus. At first, he thought it was a congenital anomaly, but some years
later, it was regarded as an acquired condition secondary to gastroesophageal reflux
disease (GERD). This condition was then termed Barrett’'s esophagus (BE). Currently,
BE is defined as the replacement of healthy squamous esophageal epithelium with
glandular columnar epithelium in the distal esophagus, which can be observed by
upper endoscopy (UE) and confirmed by biopsy showing specialized intestinal
metaplasia (IM) with goblet cells. It is definitely an acquired condition and it is related
to gastric acid and/or duodenal reflux. (1-5)

BE is directly associated with the intensity and duration of GERD, indicating an
adaptive response of the mucosa to the damage caused by the reflux (6). The risk
factors for the development of BE are those that predispose to the development of
GERD, and include hiatal hernia, reduced lower esophageal sphincter pressures and
duodenogastric reflux (7, 8).

The presence of goblet cells is the most important marker used to distinguish
between specialized IM and fundic-type or cardiac-type metaplasia (9). The Alcian
blue pH 2.5 method stains acid mucins (sialomucins and sulfomucins). These
mucins are produced by goblet cells, histochemically characterizing the metaplastic
intestinal phenotype (10, 11).

Metaplastic columnar epithelium may undergo morphological changes and
develop into dysplasia, which is the main biological marker, indicating progression
on the pathway to esophageal adenocarcinoma (EA) (10).

BE predisposes to EA (30 to 125 times more frequent than in the normal
population), with cancer risk averaging 0.5% per year (12-14). EA has been

described as a gastrointestinal malignancy with high mortality rate and a 5-year
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survival rate around 11%. EA has progressively increased and caused a lot of worry
in the last decades (7). Szachnowicz et al. reported an EA prevalence of 5.7% in
patients with BE (15).

Further knowledge about the molecular biology of EA may cast some light on
early diagnosis, treatment and prognosis (16). The sensitivity and positive predictive
value of UE for the diagnosis of BE has been reported in 82% and 34% of the cases,
respectively (17). These rates are partly due to the irregular distribution (mosaic
pattern) of IM in columnar epithelium. The histological diagnosis may be
underestimated when goblet cells are found in small biopsies or material with
artifacts. Moreover, it has been postulated that the development of goblet cells
during the metaplasia-dysplasia-adenocarcinoma sequence is preceded by cardiac-
type cells, without the IM characterized by globet cells (18). Finding a marker that
can detect intestinal differentiation in the absence of goblet cells may have a
significant clinical importance.

The CDX2 gene has been widely investigated in mice, whereas studies
involving humans used to be rare until 2001 (18). The CDX2 gene was initially
described as being expressed by the large and small intestine, being restricted to the
gastroduodenal junction (19). Its expression in IM and in the gastric epithelium (20)
was first reported in 2002. The human CDX2 gene belongs to the homeobox family
and has been analyzed as to the initial differentiation and maintenance of intestinal
epithelial cells, and also as to the structural formation of multiple layers with microvilli
(20).

In the gastrointestinal tract, CDX2 is strong and diffusively expressed in the
nucleus of small and large intestinal epithelial cells, including absorptive cells, goblet
cells, endocrine cells and Paneth cells; in the pancreatic epithelium, however, it has
a focal expression (21). Esophageal and gastric epithelial cells have been
considered negative to the gene, but esophageal and gastric IM has been positive in

some cases (20, 22-26).
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Based on these observations and given the limitations of conventional
histological analysis of esophageal biopsies in determining the prognosis of the
progression of BE to EA, the aim of the present study is to assess the expression of
this gene in the esophageal mucosa of different epithelia in patients in the GERD,
columnar epithelium without metaplasia, BE and EA sequence, using the
immunohistochemical method, and also to determine the potential use of CDX2 as

an early marker of disease progression in this sequence.
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2. Materials and methods

2.1. Patients

The sample included patients older than 30 years with GERD symptoms,
treated at the Division of Upper Gastrointestinal Endoscopy of Hospital Universitario
de Santa Maria (HUSM/UFSM). Patients with EA were treated by the Esophagus,
Stomach and Small Intestine Group of Surgery (Grupo de Cirurgia de Es6fago,
Estbmago e Intestino Delgado, GCEEID) of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA/UFRGS). All patients were treated between January 2001 and December
2005.

The following inclusion criteria were used: 1) patients with GERD-related
symptoms, such as pyrosis and/or regurgitation, at least once a week; who had the
following characteristics on UE: normal mucosa, esophagitis; endoscopic diagnosis
of columnar mucosa and biopsy with or without intestinal metaplasia (BE) and 2)
patients diagnosed with EA or adenocarcinoma of the gastroesophageal junction
(Siewert types | or Il) (27). The exclusion criteria were: 1) patients with intestinal
metaplasia on esophageal biopsy, but without endoscopic visualization of columnar
mucosa — intestinal metaplasia of the cardia (IMC); 2) paraffin blocks with insufficient
material; 3) previous oncological treatment; 4) subcardiac adenocarcinomas of the
gastroesophageal junction (Siewert type lll); 5) antireflux surgery prior to esophageal
biopsy, in patients with BE.

After review of clinical data and of pathoanatomical reports, the patients were
categorized into five groups: group 1 (normal UE findings), group 2 (esophagitis),
group 3 (columnar epithelium without intestinal metaplasia), group 4 (BE) and group
5 (EA).

The endoscopic biopsies were performed by the same endoscopist, and

followed the Seattle protocol (28).
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The sample size was calculated considering an absolute difference of 40%
between the analyzed groups and considering a power of 80% and a significance

level of 0.05. Approximately 22 individuals would be initially necessary per group.

2.2. Histological analysis

The tissue samples were obtained from endoscopic biopsies and/or from
esophagectomy specimens. Esophageal fragments were fixed in 10% formalin and
later prepared on paraffin blocks and then stained with Hematoxylin-Eosin (H&E)
and Alcian blue at pH 2.5.

The following diagnostic criteria modified by Paull et al. were used for tissue
analysis (29):

1) Normal squamous epithelium: the squamous epithelium was considered
normal if there were no signs of reflux esophagitis, including absence of hyperplasia
of basal cells > 20% of epithelial thickness, in addition to the absence or rare
presence of intraepithelial eosinophils. Absence of infectious, dysplastic or
neoplastic lesions on biopsy.

2) Cardiac mucosa: simple columnar epithelium formed only by mucous cells
without parietal or goblet cells

3) Oxyntocardiac mucosa: columnar epithelium containing glands formed by a
mix of mucoid and parietal cells. Absence of goblet cells.

4) Intestinal metaplasia (Barrett’'s esophagus): columnar epithelium with clearly
defined goblet cells on H&E. Alcian-blue at pH 2.5 was used to confirm H&E
findings.

5) The diagnosis of adenocarcinoma was established by the detection of
atypical glands beyond the basement membrane, with invasion into the lamina

propria and into the submucosal layer.
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Conventional pathoanatomical analysis was made separately by two blinded

pathologists from the Division of Pathology of HCPA and HUSM.

2.3. Immunohistochemical analysis

The immunohistochemical analysis was performed by the Department of
Pathology of UFSM. The materials obtained from paraffin blocks were submitted to
immunohistochemical analysis for CDX2 identification. The slides were initially
covered with silane. Antigen retrieval was made using a microwave oven after
deparaffinization, rehydration of histological sections, endogenous peroxidase
inactivation and blocking of nonspecific reactions. The CDX2 protein
(NOVOCASTRA, Mouse monoclonal antibody; NCL-CDX2; clone AMT28) was
incubated for 15 hours at 4°C, diluted 1:100. The streptavidin-biotin complex was
used for identification of the primary antibody, whereas diaminobenzidine-
tetrahydrochloride was used as chromogen. Thereafter, hematoxylin was employed
as counterstaining method. The biopsy of normal colon with and without antibody for
positive and negative control, respectively (19, 30) was used as control.

The slides were analyzed by two independent and blinded pathologists. In
case of disagreement, they had to reach a consensus about the final score. The
cases with any stained nuclei, as described by Groisman et al. (20, 30) (Figure 1),

were regarded as CDX2-positive.
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Figure 1. Immunohistochemical staining for CDX2 in a patient with Barrett's
esophagus, magnification X200 (the arrows indicate stained nuclei).
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2.4. Statistical analysis

Pearson’s chi-square test or Fisher's exact test, if necessary, was used for
comparing the groups, with multiple comparisons by the partitioned chi-square test
and chi-square test for linear trend. The kappa coefficient was used for interobserver
agreement. The significance level used to measure the magnitude of differences
was set at p<0.05. The analysis was made by Statistical Package for Social Science

(SPSS) version12.0.

2.5. Ethical aspects

The present study was approved by the Research Ethics Committee of HCPA.
All patients signed an informed consent form, according to which their privacy rights
had to be preserved.

The clinical data, collected by review of medical charts, were used in a
confidential and anonymous fashion, as specified in the Instrument of Commitment

for Data Usage.
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3. Results

After review of pathoanatomical reports and medical charts, 175 patients were
selected, but 25 were excluded: 7 cases of intestinal metaplasia of the cardia
(absence of columnar mucosa on UE), 5 cases of subcardiac adenocarcinoma of the
gastroesophageal junction (Siewert type Ill) and 13 cases due to insufficient
material. Of 150 patients analyzed, 29 had normal esophageal mucosa, 19 had
esophagitis, 26 showed columnar epithelium without intestinal metaplasia, 32 had
BE and 44 had EA.

Table 1 shows patients’ demographic data. The group of patients consisted of
89 males and 61 females, whose ages averaged 59 years (range of 30 — 97 years).
There was some difference in terms of age between the control group and the other

groups (p<0.01). Male predominance was found in groups 4 and 5 (p<0.05).

Table 1. Sex and age distribution of the 150 patients analyzed

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5 Total P value
N =29 N=19 N =26 N =232 N =44 N =150
Age* 47.6+12.6 61.9+ 12.1 57.9+ 17.5 58.8+ 11.6 66.2+ 10.36 59.0+ 14.1 P=0.01
(meantSD)
Sexi (%) P=0.18*
7 (24.1) 11 (57.9) 16 (61.5) 23 (71.9) 32 (72.7) 78 (59.6)
Male
22 (75.9) 8 (42.5) 10 (38.5) 9(28.1) 12 (27.3) 53 (40.4)
Female

*Male predominance in patients with EA and BE

The extension of columnar epithelium in patients with BE was 5.29013.39.
Patients with an extension <3.0 cm accounted for 23.8% of patients with BE,
whereas patients with long Barrett’s esophagus amounted to 76.2%. Ninety percent
of patients with BE had hiatal hernia, whose size averaged 2.95(11.9cm. The
presence of CDX2 was not associated with the presence of hiatal hernia (p=0.073)
or with the size of BE (p=0.99). In most patients with EA, the tumor was moderately
differentiated (65%) and no statistically significant correlation was found between

CDX2 and the degree of tumor differentiation.
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The interobserver agreement was tested by the kappa coefficient, which
corresponded to 0.97, with statistical significance for p<0.001 when CDX2
expression by immunohistochemical analysis is taken into consideration, showing a
high agreement between the observers in the present study. In order for a definitive
diagnosis to be established, a consensus had to be reached, thus eliminating
disagreements.

With regard to CDX2 expression, no patient included in the normal UE group
was CDX2-positive. Five percent of the patients from the esophagitis group were
CDX2-positive. None of the 26 patients with esophageal columnar epithelium without
intestinal metaplasia was CDX2-positive, compared to 32 patients with BE, among
whom 20 (62.5%) were positive for this gene (Figure 2 and 3). Of 44 patients from

the EA group, 31 were positive for CDX2 (70.5%) (Figure 4).
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Figure 2. Immunohistochemical staining for CDX2 in a patient with BE,
magnification x400 (the arrows indicate stained nuclei).
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Figure 3. Immunohistochemical staining for CDX2 in apatient with BE,

magnification x200 (the arrows indicate stained nuclei).
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Fiqure 4. Immunohistocemicl sining foDX2 in a pien with esophageal
adenocarcinoma, magnification x200 (the arrows indicate stained nuclei).
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The comparative analysis of CDX2 positivity revealed a statistically significant

difference between groups 4 and 5 and groups 1, 2 and 3 (p<0.05), as shown in

Figure 5, and that there was no statistically significant difference between the BE

and EA groups (p<0.05).

Although the rate increased from 0%, 5% and 0% to 62.5% and 70.5%, with

the use of Fisher's exact test, no progressive linear trend towards positive CDX2

expression was observed in the esophagitis-BE-EA sequence in our study.

50

45 1

40 -

35 A

CDX2 (n)

30 A

25 A

20 -

O CDX2 Positive B CDX2 Negative

Normal EU Esofagitis Columnar epitelium Barrett’s Esophagus Adenocarcinoma

Figure 5. Positive CDX2 expression across the analyzed groups (p<0.001)
according to the immunohistochemical analysis
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4. Discussion

Several factors related to the cell cycle, oncogenes and tumor suppressor
genes have been investigated in patients with BE in an attempt to find diagnostic
and prognostic markers, through the analysis of esophageal carcinogenesis, which
is a multifactorial process that follows the metaplasia — dysplasia — adenocarcinoma
sequence.

BE is secondary to GERD and is a risk factor for EA (19). Presumably, the
sequence for the development of EA begins with gastroesophageal reflux, followed
by esophagitis, BE and dysplasia in increasing degrees until it develops into EA.

The possible discovery of a marker of intestinal differentiation in the absence
of goblet cells would be of paramount clinical importance to the early diagnosis of
disease progression (31).

CDX2 marker in BE and EA has been underinvestigated. The first study on the
use of CDX2 protein in human tissue occurred in 1995, and in the esophagus, in
2002 (32, 33).

Few studies have documented the immunohistochemical expression of CDX2
in esophageal tumors. Werling et al. found a very high, but not absolute, expression,
in gastrointestinal tumors (23). Some studies have shown loss of CDX2 expression
in colorectal adenocarcinomas and that the degree of differentiation does not
interfere with its expression (34)

Among various markers, CDX2 overexpression has been the focus of some
recent publications. In two studies, CDX2 was expressed in 30-38% of patients with
cardiac epithelium and in all patients with intestinal metaplasia (20, 30).

The present study assessed CDX2 as a marker of different epithelia of the
distal esophagus in patients with GERD in its different stages, by
immunohistochemical analysis, using monoclonal antibodies for the detection of

cellular products or of surface markers.

81



82

Immunohistochemistry has been increasingly used for some years to
investigate CDX2 expression. This method is inexpensive and easily reproducible;
however, it requires experienced pathologists, due to its interobserver variability,
since it uses qualitative criteria. Another method that has been in expansion and that
is already being used is polymerase chain reaction (PCR), which uses quantitative
CDX2 analysis, but its high cost does not allow its routine use in our setting (30, 35).

Specimen collection by esophageal biopsy was preferred, since this technique
is easy to perform and is part of the assessment of patients with GERD. In addition,
we employed the Seattle protocol for esophageal biopsy to minimize the variability of
columnar epithelium biopsies or loss of a possible area with IM (28). The fact that
biopsies were carried out always by the same endoscopist certainly reduces this
variability.

The histopathological definition of diagnoses was based on the criteria by
Paull et al. and by Vallbéhmer et al. (29, 35). All biopsies were analyzed by two
pathologists with expertise in digestive tract diseases, in an attempt to reduce, as
much as possible, diagnostic variability.

Some authors have used different epithelia as controls in the
immunohistochemical analysis of CDX2 expression, such as gastric or duodenal
mucosa (30, 35). The use of esophageal squamous epithelium as control in our
study was due to the fact that in studies in which this marker was used in the
esophagus, only one turned out to be positive in the squamous epithelium, which
encouraged us to assess this result as well.

In a recent study, Vallbéhmer et al. described the analysis of CDX2 expression
by PCR with the use of different esophageal epithelia, but without the EA group.

In a study published by Eda et al. in 2003, 34 patients with BE, esophagitis
and normal esophageal mucosa were assessed by immunohistochemistry and PCR.
CDX2 expression was positive in 100% of patients with BE and in 67% of cases of

esophagitis. CDX2 expression was not positive in any of the cases of normal
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esophageal epithelium. This was the first study that showed positive CDX2
expression in BE and in esophagitis. The authors considered the possibility of CDX2
expression being an early event in the progression to BE (22).

Phillips et al., in 2003, reported on the analysis of CDX2 expression by
immunohistochemistry in different esophageal epithelia. A total of 134 esophageal
tissue samples were categorized into several groups: 62 patients with junctional
epithelium (of these 13 were BE and only six were EA). CDX2 expression
corresponded to 20% in columnar epithelium without metaplasia, 77% in the BE
group and 100% in the EA group. This author stated that positive CDX2 expression
is an early event in intestinal differentiation, which may indicate molecular changes
regarding cell differentiation (20). In this study, the sample was quite heterogeneous
in terms of the n of each group, which somehow interferes with the results.

Groisman et al., in 2004, investigated the immunohistochemical expression of
CDX2 in 90 patients, who were classified into two groups: columnar epithelium
without metaplasia and BE. All 45 patients from the BE group were CDX2-positive,
whereas only 38% from the other group were positive for this marker. The control
group (gastric mucosa) was 100% CDX2-negative. Cancer patients were not
assessed in this study (30).

Moons et al., in 2004, carried out a study on CDX2 expression in 138
esophageal biopsies, using PCR. One hundred percent of patients with BE and EA
were CDX2-positive, whereas gastric and esophageal biopsy controls were all
negative; however, one third of patients with BE yielded positive results on the
biopsy of the proximal squamous epithelium (36). It should be underscored that
more than one biopsy per patient was assessed in this study, but the number of
patients was lower than that of biopsies. The distribution of groups was very
heterogeneous. These findings were not reported by other studies, and the author
himself questions the results, since it is widely known that CDX2 is an intestinal

marker.

83



84

Lord et al.,, in 2005, conducted an analysis of CDx2 expression using
immunohistochemistry and PCR and found similar results, but with a small number
of cases (5 EA, 10 BE and 13 controls). All patients in the BE and EA groups were
positive (37).

In a recent study, in 2006, Vallbbhmer et al. assessed CDX2 expression by
PCR using different esophageal epithelia, but without the EA group, and
demonstrated that CDX2 is a possible biomarker in the early diagnosis of BE (35).

Based on previously described studies, which assessed CDX2 expression in
different esophageal epithelia, we may say that results are inconclusive and
heterogeneous, even though they all show augmented CDX2 expression in BE and
EA. In our study, CDX2 expression corresponded to 0% in normal esophageal
epithelium, which is consistent with the literature data. Only Eda et al. found a high
rate of positive CDX2 expression in esophagitis, differently from our study, which
encountered 5%. All other studies that assessed this group yielded results similar to
ours.

In patients with columnar epithelium without intestinal metaplasia, BE and EA,
whose positive rates amounted to 0%, 62.5% and 70.5%, respectively, we found
remarkable differences in relation to the literature data, which reported rates of up to
38% for the former patients and 100% for the latter two. These differences can be
partly due to small and poorly representative samples, of studies based on different
histological areas of esophagectomy specimens, in which a patient provides several
histological sections. Our study consisted of samples based on patients who
represented a single diagnosis each. Variations in the immunohistochemical
technique can explain the discrepant results, such as differences in antibody type, in
antigen presentation and in marker assessment.

The etiology of EA has been discussed in the literature. Some doubt has been
cast on the actual percentage value of EA secondary to BE. In our study, over 70%

of EA cases were CDX2-positive. It has been difficult to prove whether BE was
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present before EA in these cases, since most of EA cases are at an advanced stage
and the area of the peritumoral mucosa is usually compromised by the neoplasm at
this stage, which makes it difficult to confirm columnar epithelium with intestinal
metaplasia. Anyway, the high positive rate of CDX2 expression in these cases raises
the possibility that IM is somehow involved in the etiology of EA and that these cases
may stem from Barrett’'s esophagus.

It should be noted that, in our study, none of the patients with columnar
epithelium without metaplasia were CDX2-positive. The hypothesis that CDX2 could
be an early marker in cases in which intestinal metaplasia is present and confirmed
by histopathology, and that this positive marker could select a subset of patients with
greater risk for BE, was not confirmed, at least in our study.

This study follows the same research line that investigates tumor markers in
the BE-EA sequence. Several other markers have been simultaneously analyzed in

an attempt to find out the carcinogenic mechanisms of this sequence.
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5. Perspectives

As CDX2 is still an underinvestigated marker, with partially discrepant results,
more conclusive outcomes than ours regarding the BE-EA sequence can only be
obtained through the follow-up of patients at risk by prospectively assessing this
marker according to the development of the disease. The methodology to be applied
in future studies should be better controlled, with an increasing number of patients,
in prospective studies, allowing for better comparisons of results and safer
conclusions.

The prospective follow-up of patients from subsets with columnar epithelium in
the distal esophagus, without IM, through a cohort study that uses this marker in
control endoscopic biopsies, may be an interesting perspective that will allow us to

correlate changes in this marker with disease progression.
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6. Conclusions

The immunohistochemical expression of CDX2 in patients with GERD
amounted to 0% in patients with normal upper endoscopy findings, 5% in patients
with esophagitis, 0% in patients with esophageal columnar epithelium without
intestinal metaplasia, 62.5% in patients with BE, and to 70.5% in patients with
esophageal adenocarcinoma.

There was statistically significant difference between the BE and EA groups,
compared to patients with normal upper endoscopy findings, esophagitis and with
columnar epithelium without intestinal metaplasia; however, there was no statistically
significant difference in CDX2 expression when comparing patients with BE and
those with EA.

No progressive linear correlation to CDX2 expression was found in the normal

epithelium-esophagitis-Barrett's esophagus and esophageal adenocarcinoma

sequences.
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