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RESUMO

O Esofago de Barrett (EB) consiste numa metaplasia, na qual o epitélio
escamoso estratificado do esofago é substituido por epitélio colunar simples. Este
constitui o principal fator de risco para o desenvolvimento de adenocarcinoma do
esofago (ACE), uma neoplasia que tem vindo a crescer em incidéncia, em particular,
nos paises ocidentais. Este aumento tem originado uma onda de preocupacéao, por nao se
conseguir predizer quais os doentes com EB que progredirdo para ACE. A vigilancia
dos doentes com EB tem um custo-beneficio desfavoravel e baixa sensibilidade, e
embora sejam realizadas endoscopias e biopsias de controlo a todos, a capacidade de se
predizer a evolugdo para ACE continua a ser deficitaria e apenas uma pequena parte
destes doentes evoluira para neoplasia. Desta forma, muitos tém sido os investigadores
que desenvolvem trabalho no sentido de validar biomarcadores que possam prever quais
os doentes com maior risco de ACE, por forma a que estes sejam acompanhados com
maior proximidade. A sua aplicacdo na pratica clinica terd interesse se 0S mesmos
permitirem a determinacdo de grupos de risco, se forem de facil utilizacdo, baixo custo e
ndo invasivos. Este trabalho de revisdo tem por objetivo apresentar uma versao
atualizada e critica acerca dos fatores de risco, mecanismos fisiopatoldgicos e

marcadores moleculares subjacentes a transicdo EB-ACE.

Palavras-chave: Esofago de Barrett, Neoplasias do Es6fago, Biomarcadores, Fatores

de Risco, Metaplasia.

ABSTRACT

Barrett’s esophagus (EB) is defined as a metaplasia, where esophageal squamous
stratified epithelium is replaced by a simple columnar epithelium. It is the main risk

factor for the development of esophageal adenocarcinoma (ACE), which incidence has



been rising, specially, in the western countries. This rise has led to a great concern
because it cannot be predicted which EB patients will progress to ACE. The
surveillance of EB patients has low cost-effectiveness and sensibility, since endoscopies
and biopsies are performed on all of them, but only a small group will develop ACE.
Hence, many investigators have studied biomarkers that would be able to predict whose
patients are at higher risk of ACE, so only those would be followed closely. Their
clinical use would be of great interest, not only because it could determine risk groups,
but also because they are easy to use, low cost and non-invasive. Therefore, this review
will present a critical and updated version about risk factors, physiopathological

mechanisms and molecular markers involved in EB-ACE conversion.

Key-words: Barrett Esophagus, Esophageal Neoplasms, Biological Markers, Risk

Factors, Metaplasia.

AGRADECIMENTOS

N&o poderia deixar de agradecer a todos aqueles que me possibilitaram a

realizacéo deste trabalho.

Um obrigado a Professora Anabela Mota Pinto e ao Dr. Rui Gradiz por terem
aceite guiar-me nesta jornada e, sobretudo, pela sua dedicacdo e disponibilidade

incansaveis.

Um obrigado ao Secretariado de Patologia Geral, em especial a D. Leonor

Salguinho, pelo apoio logistico prestado.

E, por fim, um obrigado muito especial aos meus Pais, Mana e Jodo Nuno,

aqueles que estdo sempre e, para sempre, presentes. A eles, dedico este trabalho.

4



INTRODUCAO

O Esofago de Barrett (EB) compreende uma substituicdo do epitélio
pavimentoso simples do esdfago por epitélio colunar especializado. Trata-se, portanto,

de uma metaplasia (1).

Podem diferenciar-se trés subtipos de EB consoante as particularidades do
epitélio alterado. O subtipo intestinal &, sem davida, o mais frequente e conhecido, e
compreende células colunares e células caliciformes que formam criptas e vilosidades,
tal como ocorre na parede intestinal. Os outros subtipos sdo o fundico e o cardico ou
juncional. O fundico apresenta células do tipo parietal e zimogénico; o cardico ou

juncional tem essencialmente células mucosas (2, 3).

Apenas o tipo intestinal tem transformacdo maligna. Contudo, alguns estudos
vém demonstrando que existem tumores que ndo exibem o fendtipo intestinal e tém
alteracOes que podem predispor ao processo carcinogenico. Alias, as Guidelines para o
Diagnostico e Tratamento do EB, da British Society of Gastroenterology, referem néo
ser necessario a existéncia de células caliciformes para ser diagnosticado o EB (4, 5). O
diagndstico baseia-se entdo na existéncia de epitélio que sofreu metaplasia, e que seja
visivel endoscopicamente acima da juncdo gastro-esofagica. A metaplasia necessita de

ser confirmada por patologistas atraves de bidpsia (5).

O principal fator de risco de desenvolvimento do EB é a doenca do refluxo
gastro-esofagico (DRGE), ndo s6 por haver um contato prolongado da mucosa com o
acido do contetdo géastrico, mas também por este, nas situacBes de refluxo biliar
duodeno-gastrico, ter uma concentracdo elevada de sais biliares (2, 6). A exposicao
continuada do epitélio esofagico a agentes agressores desencadeia uma reacao

inflamatéria que culmina numa esofagite. A essa esofagite seguem-se mudltiplas



alteracbes que levardo a formacéo do EB, j& que a metaplasia intestinal € uma resposta
adaptativa a inflamacdo cronica e as células intestinais tém fungdes de protecdo da

mucosa (6, 7).

O que ndo se sabe ao certo é o porqué de apenas alguns individuos
desenvolverem metaplasia (6). Os mecanismos fisiopatolégicos que se seguem poderao
culminar na formagdo de uma neoplasia, 0 Adenocarcinoma do Esoéfago (ACE), e
também aqui permanece a duvida do porqué de apenas uma pequena percentagem de

individuos com EB o desenvolver (8).

A verdadeira prevaléncia do EB na populacdo mundial é dificil de estimar, ja
que uma grande parte dos individuos sdo assintomaticos ou nao estdo diagnosticados
(2). O EB é o fator de risco major do ACE, sendo que os doentes com EB tém um risco
30 a 125 vezes maior ao da populacdo em geral de desenvolvé-lo e uma taxa de
progresséao de cerca de 0,2 a 0,5% ao ano (1, 8). Embora seja uma neoplasia considerada
rara, a sua incidéncia tem aumentado muito nas Gltimas décadas (9, 10), sobretudo nos
paises ocidentais. Por ser uma neoplasia com muito mau prognéstico, com uma
sobrevida aos 5 anos de cerca de 20% (11), é pertinente conhecer-se 0 seu processo de

transformacéo e saber como o prevenir ou parar a sua evolucao.

Para além da DRGE, ja referida, existem outros fatores que aumentam o risco de
desenvolver EB e ACE, nomeadamente: género masculino, raca caucasiana, idade,
obesidade (em particular a obesidade abdominal) (12), habito tabagico (11, 13-15) e
dieta pobre em frutas e vegetais. Embora se saiba que estes fatores aumentam o risco de
desenvolver EB e ACE, ndo se conhecem 0s mecanismos subjacentes a esta relacdo.
Outro importante fator a referir é a infecdo por Helicobacter pylori. Este parece ter uma

acao contraria aos outros fatores referidos, ja que muitos estudos revelaram que reduz o



risco de se desenvolver BE e ACE. Este fendmeno pode ser explicado pela producgéo de
acido gastrico ser reduzida aquando desta infecdo, embora outros mecanismos também

possam estar implicados (4).

A progressdo neoplésica de EB até ACE faz-se de acordo com um processo
fisiopatologico que ocorre em estadios diferenciados. Inicia-se com o aparecimento de
metaplasia, sequindo-se displasia de baixo grau (DBG), displasia de alto grau (DAG) e,
por fim, adenocarcinoma (6). Neste processo participam multiplos mecanismos
fisiopatologicos, moleculares e genéticos que devem ser discutidos e explorados, de
forma a poderem ser aplicadas na pratica clinica. Como referido acima, ndo se sabe
exatamente quais os individuos com EB que progridem para neoplasia, pelo que a
prética clinica passa pela prevencdo atraves de rastreios endoscopicos regulares, com
eventuais biopsias, a todos os que apresentam EB. Compreensivelmente, esta préatica
tem muitas limitacGes, pois apresenta uma relacdo custo-beneficio baixa, ndo permite
prever quais os doentes que progredirdo para ACE, e a subjetividade dos patologistas

complica a interpretacao das biopsias (1, 16).

Assim, a pesquisa e utilizacgdo de marcadores moleculares sensiveis e
especificos, que tenham aplicacdo clinica comprovada, seria de todo o interesse, ja que
estes ndo sendo invasivos e baratos, identificariam os individuos em maior risco de

desenvolvimento do ACE.

Neste trabalho de revisdo, propomo-nos apresentar uma revisdo atualizada e
critica do que se tem publicado sobre os fatores de risco, mecanismos fisiopatoldgicos e
marcadores moleculares subjacentes a transi¢ao do epitélio escamoso normal do eso6fago

para EB e deste para o ACE.



METODOLOGIA

Este trabalho teve por base uma pesquisa bibliogréafica realizada no dia 8 de

Julho de 2014, tendo sido seguido o método “Pull” e consultadas as seguintes bases de

dados: DynaMed, PubMed e Index Online.

Na DynaMed as palavras de pesquisa utilizadas foram “barrett’s esophagus”,
sendo depois escolhidas as etiquetas “causes and risk factors” e “complications and

associated conditions”. Desta pesquisa resultaram doze artigos relevantes para o tema.

Na PubMed foram utilizados termos MESH, e a equacdo de pesquisa utilizada
foi “barrett esophagus AND esophageal neoplasms”. A esta equacdo foram aplicados
filtros: restringiu-se a pesquisa aos Ultimos 5 anos e as linguas inglesa e portuguesa. No
total foram encontrados 794 artigos, os quais foram depois selecionados rigorosamente
pelo titulo, resultando em 264. Por fim, foram lidos os abstracts e 163 destes foram

escolhidos.

A base de dados Index Online também foi consultada, mas ndo se selecionaram

quaisquer artigos.

OS FATORES DE RISCO

A maior prevaléncia de ACE em paises ocidentais fez pensar na existéncia de

fatores de risco, intrinsecos e extrinsecos, que predispusessem ao seu desenvolvimento.

e OS FATORES INTRINSECOS

Os fatores intrinsecos e ndo modificaveis que parecem ter influéncia sdo a raca, o

género e a idade. Ja foi demonstrado que homens caucasianos acima dos 50 anos tém



um maior risco de formar EB e/ou ACE se apresentarem refluxo gastro-esofagico (4,
17). Quanto a idade como fator de risco individual, os estudos nesta area ainda sdo
limitados, pelo que ndo se pode, para ja, afirmar o seu papel como fator de risco (10,

18).

e A OBESIDADE

A obesidade parece ter uma relacdo estreita com os doentes que desenvolvem ACE
(7, 17, 19), pois participa na inflamacdo e noutros fenémenos que a favorecem. Os
estudos mostram, efetivamente, que ha um maior risco de desenvolver ACE em pessoas
com obesidade e refluxo do que em pessoas com refluxo ndo obesas ou sem refluxo e
com obesidade (7, 20). Os primeiros estudos que tentavam estabelecer esta relacédo
falharam, pelo fato de ter sido usado nessa avaliacdo o indice de massa corporal (IMC).
Em estudos posteriores, verificou-se que a relacdo era muitissimo mais estreita se usado
0 ratio cintura/anca, pois este traduz de forma mais correta a presenca de obesidade
abdominal (4, 7, 10, 18, 21). E esta que tem particular interesse nos fatores de risco de
ACE. Os mecanismos que estabelecem esta relacdo sdo explanados no capitulo da
transformacéo neoplésica. O fato de ser a obesidade central que implica maior risco de
ACE, pode ajudar a explicar a maior prevaléncia deste nos homens, ja que este tipo de
obesidade € muito mais frequente neste género (7, 10, 18). Todavia, um estudo de
coorte realizado por Steevens et al. verificou que a obesidade era um fator de risco para
EB nas mulheres, mas ndo nos homens (13). Mas este estudo utilizou o IMC, pelo que

ndo incorporou a obesidade visceral na sua anélise.

e OALCOOL
O consumo de alcool ndo parece aumentar o risco de ACE (7, 13, 15, 19, 22), ao

contréario do que ocorre com o carcinoma espinho-celular do eséfago. Embora alguns



estudos tenham mostrado relacdo, esses foram poucos e o seu resultado foi,

maioritariamente, pouco significativo (18).

e OTABACO

O consumo de tabaco constitui mais um fator de risco para a transformacéo
neoplasica do EB (7, 13, 17), embora ndo tdo preponderante como para o carcinoma
espinho-celular do es6fago (10). Parece aumentar o risco em duas a quatro vezes,
relativamente as pessoas que nunca fumaram (19, 22). Edelstein et al. concluiu que néo
havia, contudo, relacdo com a quantidade ou duracdo do tabagismo, e que a cessacao
ndo reduzia o risco (20, 22). Hardikar et al. mostrou o oposto. No seu grupo de estudo,
havia um risco progressivamente maior quanto mais elevado o numero de cigarros e a
duracdo do tabagismo, mas também ndo encontrou decréscimo do risco com a cessagdo
tabagica (15). Ha ainda estudos conflituosos acerca do papel do tabaco na fisiopatologia
do ACE, pois ndo ha concordancia acerca do momento em que ele se torna crucial no
seu desenvolvimento. O mais aceite € que tenha uma acdo nas fases iniciais, ainda na

forma de EB (23).

e A INFECAO POR HELICOBACTER PYLORI

A infecdo por Helicobacter pylori parece reduzir o risco de ACE (18, 19, 21).
Embora os mecanismos desta rela¢do ainda ndo estejam bem definidos, suspeita-se que
a reducdo do acido gastrico, que a gastrite atréfica resultante da infecdo provoca, tenha
um papel central (7). Esta bactéria destrdi as células parietais e promove um acréscimo
na producdo de amonia (24). Os dois mecanismos contribuem para a reducdo do meio
acido do estdbmago, logo, para a reducdo do acido que reflui para o esofago (21). Pelo
contrario, Liu et al. ndo foi capaz de demonstrar este efeito protetor. Ele demonstrou
que as lesbes esofagicas aumentavam de gravidade nos ratos que tinham a infe¢do por

Helicobacter pylori (25). O autor prop6s uma explicacdo para o seu resultado: como a
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taxa de infecdo do proprio es6fago nos ratos era elevada, Liu et al. sugeriu que a agao
da bactéria no esdfago fosse tdo deletéria como no estbmago, mas uma vez apenas

existente no estbmago, ja tinha efeito protetor para o esofago.

e ADIETA

Uma dieta pobre em vegetais e fruta pode aumentar o risco de ACE (7, 17), mas é
necessaria a realizacdo de estudos com grupos controlo para validar esta ideia (10). Um
estudo sueco mostrou que as pessoas que ingeriam mais frutas e vegetais eram aquelas
que tinham menor probabilidade de desenvolver ACE (18). Jiao et al. confirmou que a
toma de vegetais, sobretudo os de folha verde escura, era benéfica e reduzia o risco de

EB (26).

Ainda em relacdo a dieta, alguns micronutrientes podem constituir fatores de risco
ou de protecdo contra 0 ACE. A toma de capsulas multivitaminicas pode reduzir o risco
do seu aparecimento, por reduzir o risco de desenvolvimento de tetraploidia. O
consumo de vitamina A, vitamina C, vitamina E, zinco, selénio, riboflavina, 3-caroteno,
acido folico e fibras, pode igualmente reduzir o seu risco (18). A vitamina C, a vitamina
E, o B-caroteno e o selénio sdo conhecidos anti-oxidantes. Num estudo realizado por
Ibiebele et al. concluiu-se que a toma destes proporcionava um menor risco de
desenvolver ACE ou EB com displasia (27). Isto pode ser explicado porque estes
micronutrientes vao neutralizar a acdo oxidativa que se desenvolve no seio do EB.
Sharp et al. mostrou que o consumo de &cido folico reduzia o aparecimento de lesdes
esofagicas. Este fendmeno pode ser explicado pelo fato da falta do folato provocar o
aparecimento de lesdes no ADN (14). O mesmo estudo nédo evidenciou qualquer relacéo
com a ingestédo de riboflavina (14). Jiao et al. referiu que existia um efeito benéfico
(reducéo do risco de EB) com o consumo de fibra (26). Contudo, a literatura existente

acerca desta matéria é escassa e as conclusdes muito dispares.
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No mundo atual tem crescido o consumo de carne, sobretudo nos paises
desenvolvidos. Cada vez mais as carnes sdo processadas e contém compostos
nitrosados. Um estudo de coorte levado a cabo por Keszei et al. estudou a relagéo entre
0s compostos nitrosados e o ferro (proveniente do heme da mioglobina da carne) e o
risco de ser desenvolvido EB. N&o foi encontrada nenhuma relacdo (28). Também
O’Doherty et al. verificou que ndo havia relacdo entre o risco de EB nem de ACE e o
consumo de carne vermelha (29). Este autor referiu existir um risco aumentado de ACE
nos doentes que consumiam maior quantidade de gorduras, sobretudo monossaturadas
(29). Acerca do ferro, O’Doherty et al. noutro estudo, concluiu que o ferro tinha um
efeito protetor nos doentes com EB, com excecdo do ferro proveniente do heme, o que

sugere que possa haver um risco aumentado de ACE pelo maior consumo de carne (30).

e O STATUS SOCIOECONOMICO

Como parece haver uma relacdo direta entre cancro e uma dieta pobre e
desequilibrada, ponderou-se relacionar o nivel socio-econdmico dos doentes com o
risco de desenvolver um carcinoma a partir do EB. No entanto, ndo se verificou tal

associagao (18).

A TRANSFORMAGCAO METAPLASICA

A origem do EB mantém-se ainda controversa, pois ndo ha estudos conclusivos
acerca da célula e processo que Ihe dao origem (4). O conhecimento destes podera ser
imprescindivel & descoberta do processo de transformagéo neoplésica que ocorre até ao

ACE.
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e A ORIGEM DA METAPLASIA

Existem duas possiveis teorias para o desenvolvimento do EB: a transdiferenciacédo
e a diferenciacdo de células estaminais (31). Na primeira ocorre uma transformacdo da
célula epitelial pavimentosa numa célula colunar; na segunda, células existentes no
esofago, com capacidade para se diferenciarem em qualquer outro tipo, isto é,

pluripotentes, transformam-se na célula colunar (4, 8).

No processo de transdiferenciacdo ha a transformacéo de um tipo de células noutro
que estava presente durante a embriogénese do organismo. Muitos estudos ja
demonstraram, efetivamente, que vias moleculares presentes na origem do EB s&o vias
que estdo ativas na embriogénese intestinal (9). Sdo exemplos destas a via da bone
morphogenic protein 4 (BMP4), Sonic Hedgehod (SHH), Homeotic genes, Wingless-
related integration site pathway (Wnt), Notch pathway (Notch)(32, 33). No entanto,
uma das grandes limitagdes desta hipGtese € ndo conseguir explicar os processos de

renovacdo e manutencdo celulares.

Alguns argumentos importantes a favor da teoria das células estaminais sdo o fato
de estas estarem implicadas na renovacdo de células em tecidos inflamados e lesados
(9), e também o conhecimento de que alguns cancros se originam através da sua
desregulacdo (cancer stem cell hypothesis) (34, 35). O recetor leucine-rich-repeat-
containing G-protein-coupled receptor 5 (LgR5) é conhecido por ser um marcador de
células estaminais, inclusive nas células intestinais (34). Alguns estudos analisaram a
sua expressao no EB, bem como no ACE, por forma a tentar compreender o papel das
células estaminais nesta sequéncia. von Rahden et al. demonstrou que havia uma
expressdo aumentada do recetor em amostras de doentes com EB, assim como um

decréscimo a medida que havia a transformagdo em ACE. Estes resultados colocam o
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LgR5 como um possivel marcador dos doentes com risco de progressao neoplasica, pela
sua expressao diferencial entre as duas entidades (34). N&o se conhece, contudo, qual a
expressdo deste marcador no epitélio normal do eséfago. Contrariamente, Becker et al.
revelou um aumento da expressao de LgR5 a medida que ocorria a progressao de EB
para ACE, e que este era um marcador de mau progndstico por estar associado a menor
sobrevida (35). Um outro marcador de células estaminais intestinais € o Musashi-1, uma
proteina que se expressa na base das criptas das células colunares do intestino delgado,
sendo marcador das suas células estaminais e que pode estar regulado positivamente na
formacdo da metaplasia, podendo por isso e tornar-se num possivel biomarcador (36,

37).

Na hipdtese das células estaminais sdo colocadas quatro possiveis origens para a
célula-mée: células estaminais da membrana basal do epitélio pavimentoso simples do
esofago, células estaminais da medula Gssea, células estaminais da jungdo gastro-

esofagica ou células estaminais das glandulas esofagicas submucosas (2, 9, 31, 33).

Ja foi demonstrado que existem, na prépria membrana basal do esoéfago, células
pluripotentes que tém a capacidade de se diferenciar e colonizar o seu epitélio quando
este é lesado (38). O gene P63 apenas existe nos epitélios escamosos e também esta
presente nas células progenitoras do epitélio do eséfago. No entanto, um estudo
demonstrou que para que se formassem células colunares, ou seja, EB, as células do
esofago deixavam de expressar o marcador P63, o que sugere que as células que
originam o EB devem perder este marcador. Contudo, isto ndo confirma

inequivocamente que séo estas as células que originam o EB (9).

As células estaminais da medula 0ssea estdo muitas vezes associadas a reparacao de

tecidos e a inflamagéo, e, portanto, podem estar implicadas na formacdo do EB, bem
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como, na sua transformacgdo neoplésica, como demonstrado num estudo realizado por
Dvorak et al. Num outro estudo de Sarosi et al. em que se induziu esofagite e
consequente metaplasia intestinal num rato fémea, seguido da infusdo de medula 6ssea
de um dador macho, foram encontradas, por fluorescence in-situ hybridization (FISH),
células com o cromossoma Y no esofago do rato fémea. Apesar de ndo demonstrar que
sejam estas as células de origem, aponta-nos com certeza para a existéncia destas

células no processo de formacéo do EB (16).

Quante et al. demonstrou o envolvimento das células progenitoras da juncéo gastro-
esofagica no desenvolvimento do EB. Nesta zona o epitélio escamoso altera-se para
epitélio colunar simples. Sabendo que uma das moléculas que surge no eséfago durante
a promogdo metaplasica ¢ a interleucina 1B (IL-1p), foi induzida a sua expressdo em
células esofagicas e do pré-estbmago (também constituido por epitélio escamoso
estratificado) de rato. Ficou comprovado que a inflamacdo causada era suficiente para a
transformacéo do epitélio através da migracdo de células estaminais (identificadas pela
presenca do LgR5) da juncdo gastro-esofagica. Também aqui (17) se corroborou o papel
das células estaminais na posterior transformacéo neoplasica do EB, ja que se sabe que

os sais biliares sdo potentes indutores do processo inflamatorio no eséfago.

Coloca-se também a hipotese das células estaminais das glandulas submucosas do
esofago serem a origem do EB. Estas, ao contactarem com o contetdo do refluxo
gastro-esofagico através dos ductos que as conectam a superficie, promovem a sua

diferenciacdo em células colunares, de forma a colonizar e reepitelizar a zona lesada (6).

e ASVIAS MOLECULARES IMPLICADAS

Independentemente de qual a célula que Ihe da origem, para que se desenvolva o EB

€ necessaria a ativacao de vias moleculares de sinalizagédo e de tradugdo de genes que
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normalmente ndo se manifestam no epitélio normal do esofago. A Figura 1
esquematiza as varias vias moleculares implicadas, as quais serdo explicadas ao longo

deste subcapitulo.

O fator de transcricdo Caudal-related homologue 2 (Cdx2) tem vindo a assumir
grande importancia na transicdo do epitélio escamoso do eséfago para epitélio colunar
intestinal (2). Este fator faz parte da familia de genes homeobox implicados na
diferenciacdo da endoderme no intestino primitivo (32, 39) e na manutencao do epitélio
intestinal (40), sendo cruciais para o desenvolvimento de células da mucosa do intestino
(41). O Cdx2 também esta implicado na regulacdo de genes que orientam processos de
proliferacdo, adesdo e apoptose (40, 42). O fator Cdx1, da mesma familia de genes, e
com funcdes semelhantes as do Cdx2, é produzido e interage também na metaplasia

intestinal do es6fago (4).

Os sais biliares presentes no refluxo gastro-esofagico aumentam a expressao de
Cdx2, cré-se que através de um processo de desmetilacdo da sua regido promotora que,
induz uma traducdo aumentada de Cdx2 (32). Vaninetti et al. demonstrou que alguns
sais biliares conseguiam induzir a expressao de Cdx2, e que a concentracdo necessaria
para tal era reduzida se se adicionasse 6xido nitrico (NO), mas que este sozinho nao
tinha esse poder. Isto é consistente com outros estudos que ja mostraram que NO esta
aumentado no EB apds a estimulacdo com sais biliares. Os mecanismos subjacentes ndo

séo conhecidos (40).
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Figura 1 —Vias e moléculas implicadas no processo metaplasico do Eséfago de Barrett.
BMP4 — Bone morphogenic protein 4; Cdx — Caudal-related homologue; GATA —
GATA binding protein; HNF — Hepatocyte nuclear factors; K20 — Cytokeratin 20; IL —
Interleucina; Muc2 — Mucin 2; Notch — Notch pathway; SI — Sucrase isomaltase; TFF3
— Intestinal trefoil factor; TNF-o — Tumor necrosis factor a;, Wnt — Wingless-related

integration site pathway.

Estes fatores de transcricdo intestinal (Cdx2 e Cdx1) ndo sdo expressos nas
células do epitélio escamoso do eséfago (40), mas ocorrem no EB, tendo expressdo
crescente com o avanco da transformacéo (2). Alids, o Cdx2 é expresso ainda antes da
transformacdo metaplasica (9). No entanto, ja foi demonstrado que o Cdx2 por si s0,
ndo é suficiente para induzir a referida transicdo, pelo que sdo necessérias interacdes

com outros fatores de transcricdo, vias, moléculas e genes para que se estabeleca uma
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dindmica conducente a expressdo de genes de diferenciacdo intestinal (19). Destes, sdo
exemplos Mucin 2 (Muc2), Villin, cytokeratin 20 (K20) (9, 32), intestinal trefoil factor
(TFF3)(8) e sucrase isomaltase (SI) (9). Para que ocorra a agdo do Cdx2, parece ter de

existir previamente uma reducdo na metilacdo das regides promotoras destes genes (8).

Um exemplo da necessidade de interacdo com outros fatores foi dado pelo
estudo de Benoit et al., no qual se verificou existir cooperacdo entre o Cdx2 e os fatores
de transcricdo GATA binding protein 4 (GATAA4) e hepatocyte nuclear factor 1a (HNF-
la). A sua interacdo resultou na expresséo dos seguintes genes: Sl, lactase-phlorizin
hydrolase, liver fatty acid binding protein, adenosine deaminase e claudin-2, tendo
todos eles demonstrado estarem relacionados com a diferenciacdo de enterécitos e

células caliciformes, o que sugere o seu envolvimento na fisiopatologia do EB (2, 43).

O HNF-la faz parte de uma familia de fatores de transcrigdo chamados
hepatocyte nuclear factors (HNF), que modulam varios genes e vias no pancreas, figado
e intestino. Muitos dos HNFs (HNF-l1o, HNF-1B, HNF-3a e HNF-3p) estdo
indiretamente implicados no EB ao regularem a diferenciacdo enterocitica das células
através dos genes referidos previamente; o HNF-4a, por exemplo, ¢ fundamental na
manutencgdo do epitélio intestinal e é, por sua vez, regulado pelo HNF-1a ¢ pelo GATA
binding protein 6 (GATAG6) (8). Green et al. demonstrou que o0 HNF-4a estava
aumentado apds a exposicao de células esofagicas a acido e sais biliares, componentes

fundamentais do refluxo gastro-esoféagico (44).

O epitélio normal do es6fago ndo expressa GATA4 e GATAG; estes fatores de
transcricdo s6 surgem no EB e estdo, como ja foi dito, igualmente implicados na
manutencdo e desenvolvimento intestinais, atraves da regulacdo dos mesmos genes de

diferenciagéo (8). Estes, por sua vez, relacionam-se com multiplas vias, tais como, as do
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transforming growth factor beta (TGF) e bone morphogenic protein 4 (BMP4), que

também j& mostraram estar implicadas na formacéo de EB (8).

Outra interagdo do Cdx2 da-se com o fator de transcrigdo intestinal Sox9. Este
fator estd, sobretudo, relacionado com as células de Paneth do intestino, tendo-se
apontado que a sua auséncia incapacita a sua formacdo (8). Sox9 faz parte da via
molecular Wnt, uma via molecular de sinalizacdo, regulando-a negativamente. Esta via
estd implicada em processos de embriogénese mas também carcinogénicos. Esta via
pode estar envolvida no desenvolvimento da metaplasia intestinal do es6fago e, como
tal, cré-se que a inibicdo do estimulo de Sox9, possa reprimir o efeito do Cdx2 (8).
Assim, se houver a inibicdo de Sox9, a vai Wnt fica ativada e ha um aumento na
expressdo de Cdx2. Contudo, Vaninetti et al. ndo confirmou esta relagdo (40). Por outro
lado, Wang et al. concluiu que o papel do Sox9 no desenvolvimento do EB pode ser
independente da via Wnt, bem como das referidas células de Paneth. Portanto, pouco se
sabe sobre esta via e a sua relacdo com o EB e muitos dados sdo controversos, sendo

necessarios mais estudos para se compreender a sua ligagao.

O gene P63, ja referido acima, faz parte da familia do P53 e expressa-se, na
camada basal do epitélio, e é responsavel pela estratificacdo do epitélio escamoso. No
EB, ap6s exposicdo de células epiteliais esofagicas a acido e sais biliares, este fator
mostrou estar diminuido, ficando demonstrada a sua implicacédo na fisiopatologia do EB

(4, 8).

Também se sabe que, consequentemente a exposicdo a sais biliares é ativada,
nas células esofégicas, a via NF-kB (45). Green et al. mostrou que varias vias, incluindo
NF-kB, eram ativadas apés a exposicao de células esofégicas a sais biliares, sobretudo

se estes estivessem em ambiente acido. Isto esta em concordancia com a hipotese de que
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a combinacgdo de sais biliares com acido gastrico é essencial para o desenvolvimento de

EB (44).

A via NF-kB é fulcral nos processos inflamatdrios, e regula a expressdo de
maltiplas citocinas (9). Para além de serem produzidas varias citocinas pro-
inflamatorias neste contexto, também o Cdx2 é expresso em maiores quantidades (8).
Huo et al., num trabalho onde estudou o efeito do refluxo gastro-esofagico em células
escamosas do epitélio esofagico, verificou que o bloqueio da via NF-kB prevenia a
ativacdo e expressdo do fator Cdx2, pondo em evidéncia o papel destes dois
componentes na inflamacdo e transformacéo do epitélio do esofago (9). Pensa-se que a

ativacdo desta via seja também por desmetilacdo da regido promotora de NF-kB (4).

Tal como mencionado mais acima, algumas vias envolvidas na embriogénese do
intestino, vao estar envolvidos no desenvolvimento do EB e véao regular os genes da
familia Cdx. Uma delas é a via de sinalizacdo molecular Hedgehog, a qual por sua vez,

influencia a via da BMP4 e a producéo de Cdx2 (8).

A BMP4 é expressa no EB, mas ndo no seu epitélio normal. Esta proteina €
membro da familia do TGFp, a qual através das vias de sinalizagdo Smad e Map Kinase
regulam mecanismos de diferenciacdo, migracgéo e proliferacdo celular. A BMP4 parece
também ser ativada pelos sais biliares, e ajudar o Cdx2 na diferenciacdo do epitélio
colunar (8). A via Hedgehog, durante a embriogénese, ativa recetores como o Patched,
na mesoderme, conduzindo a formacdo da proteina BMP4. Por sua vez, esta vai ser
responsavel pela manutencdo do epitélio intestinal formado. Tal como nesta fase da
vida, esta proteina vai manter estas fungées no EB. Também foi comprovado que em

células onde se induziu a expressdao de BMP4, eram ativados genes de diferenciagédo
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intestinais, bem como os genes da familia Cdx que também participam nessa

diferenciacéo (4).

A via molecular Notch participa na manutencdo das células progenitoras das
criptas intestinais e no desenvolvimento de células do seu epitélio. Sabe-se que a
ativacdo e inibicdo desta via tem diferentes consequéncias: engquanto a sua ativagédo
conduz ao desenvolvimento de enterdcitos, a sua inibicdo leva a formacdo de células
caliciformes e células de Paneth. Pensa-se que a inibicdo da via Notch possa contribuir
para a transformacdo em EB, até porque a molécula Hesl, participante desta via, ja se
mostrou diminuida em células HET1A (células humanas de eséfago normal
imortalizadas). Menke et al. também verificou que esta via podia estar implicada nestes
mecanismos, pois demonstrou que a via Notch era capaz de ativar a proliferacdo de

células caliciformes num modelo animal exposto a refluxo gastro-esofagico (9).

A Tabela 1 sumariza as funcbes de cada uma das moléculas, genes e vias de
sinalizacdo implicadas na transformacdo metaplasica do esofago, e que foram referidas

ao longo deste capitulo.

Apesar do conhecimento destas vias, ainda pouco se sabe acerca das suas
interacOes. A hipotese que mais se aceita é que apds o contacto da mucosa com o acido
gastrico e os sais biliares, sejam produzidas citocinas pré-inflamatdrias, através da via
NF-kB. As moléculas inflamatérias vdo, por sua vez, ativar os genes Cdx, quer por

desmetilacdo das regides promotoras, quer pelas variadas vias descritas acima (4).
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Tabela 1 — FuncGes das moléculas, genes e vias de sinalizacdo implicadas no processo
metaplasico do Es6fago de Barrett. BMP4 — Bone morphogenic protein 4; Cdx2 —
Caudal related homologue 2; GATA — GATA binding protein; HNF — Hepatocyte

nuclear factors; Notch — Notch pathway; SHH — Sonic Hedgehog.

Gene/Molécula/Via Funcdes

Diferenciacdo da endoderme no intestino primitivo
Cdx? '(eml:_)riogénese), desenvolvimer!to_de cé_lulas mucosas do
intestino e manutencao do epitélio intestinal. Regulacéo de
genes implicados na proliferacdo, adesdo e apoptose celular.

GATA4¢6 Estimulacédo da expressé(3 de gen(_es,d_e (_jifere_nciagéo intestinal e
manutencdo do epitélio intestinal.
HNE Estimulacdo da expressao de gengs/d_e (_jifere_nciagéo intestinal e
manutencdo do epitélio intestinal.
NE-KB Producdo de citocinas pro-inflamatérias e desmetilacéo da

regido promotora de Cdx2.
Manutencdo das células progenitoras das criptas intestinais. A

Notch sua ativacéo origina enterdcitos e a sua inibigdo celulas
caliciformes.
P63 Estratificacdo dos epitélios escamosos. A sua inibicdo coopera

na transformacéo do epitélio escamoso em colunar simples.
SHH ativa a producdo de BMP4. BMP4 promove a expressao

SHH e BMP4 de genes de diferenciagéo intestinal e a manutencédo do epitélio
intestinal.
Sox9 Formacdo das células de Paneth do intestino. A sua repressao é

um estimulo a expressdo do gene Cdx2.

e O PAPEL DOS SAIS BILIARES

Tal como referido, os sais biliares sdo importantissimos na formacéo do EB (2), mas
também o sdo no ACE. Os acidos biliares sdo esteroides sintetizados a partir de
colesterol, no figado, e que permitem a absorcdo de gorduras da dieta nos enterdcitos,
sob a forma de micelas (45). Eles sdo libertados para o duodeno na bilis sob a forma de
sais biliares e, principalmente na posi¢do supina, podem sofrer refluxo para o estbmago.
Se houver alguma disfuncdo no esvaziamento da vesicula biliar que conduza a elevagéo

de colecistoquinina, uma hormona gastro-intestinal secretada pelas células | do
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duodeno, que estimula a contracdo da vesicula biliar e do pancreas, esta tem a
capacidade de reduzir a pressdao de encerramento do esfincter esofégico inferior, o que
facilita o refluxo e, possivelmente, EB (46). Juntamente com o acido géastrico, 0s sais
biliares véo agravar os seus efeitos sobre a mucosa esofégica. Os &cidos biliares mais
comumente encontrados no refluxo sdo: &cido glicocolico, acido taurocélico, &cido

glicodeoxicolico, acido glicochenodeoxicdlico e acido deoxicolico (ADC) (45).

Os é&cidos biliares quando ionizados, ou melhor, em valores de pH alcalinos, séo
insollveis, ndo sendo capazes de penetrar na mucosa e lesar as suas células. Pelo
contrario, se o pH se encontrar entre 3 e 6, 0s acidos biliares dissolvem-se, adquirindo
tal capacidade. Na porcao distal do es6fago, quando existe refluxo gastro-esofagico, o
meio fica a um pH mais baixo, estabelecendo-se como cut-off para diagndstico, um pH
inferior a 4. E aqui que estes se tornam perigosos para a mucosa e a lesam, tal como
acontece no es6fago com o refluxo gastro-esofagico. J& com valores de pH ainda mais

baixos, como 0s que ocorrem no estdmago, eles voltam a precipitar e a serem estaveis

(2).

Também a frequéncia e ritmo com que o refluxo contacta com a mucosa esofagica
contribuem para a sua fisiopatologia. Fitzgerald et al., usando amostras de bidpsia
colhidas por endoscopia, verificou que a exposi¢do em pulsos, isto €, uma hora com pH
3.5 seguido de regresso a neutralidade, era capaz de estimular a proliferacdo celular.
Caso esta exposicdo fosse continua, ou seja, persistentemente com um pH de 3.5, sem
atingir um pH neutro, havia a expressdao de marcadores de diferenciacdo intestinal

(Villin), mas ndo aumento da diviséo celular (2).

Apesar dos tratamentos de supressdo do acido gastrico, particularmente, com 0 uso

de inibidores da bomba de protdes (IBP), a incidéncia do ACE continua a aumentar. Isto
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veio realcar a suspeita de que o contedo duodenal tem um papel importante na sua
fisiopatologia (47). Cheng et al. investigou o efeito do refluxo contendo apenas éacido
gastrico em ratos. Foi utilizado como comparacdo ao es6fago humano o pré-estbmago
dos ratos, também este com epitélio escamoso estratificado. Sem a presenca dos sais
biliares, apenas houve a formacéo de esofagite e metaplasia sem displasia, ndo se tendo
encontrado quaisquer amostras com displasia ou carcinoma (47). Isto pde em evidéncia
que os sais biliares podem, também no homem, ser os principais promotores das
alteracbes que conduzem & neoplasia. Esta teoria explica o porqué de os tratamentos

com IBP ndo terem impacto na incidéncia do ACE (48).

Também Burnat et al. considerou que deveriam ser os sais biliares os responsaveis
pela progressdo carcinogénica do EB. Para tal, usou células OE-19, células derivadas de
adenocarcinoma esofagico humano, tendo também demonstrado que o ADC era capaz
de regular positivamente o NF-kB, e este, por conseguinte, de ativar o Cdx-2 e a enzima
cicloxigenase 2 (COX-2). O Cdx-2 ja referido acima é, entdo, responsavel por intervir
na transformacao metaplasica; o segundo sera abordado em maior pormenor no capitulo
referente a transformacdo neoplasica, por ter maior importancia na carcinogénese (49).
Aliés, parte do stresse oxidativo que ocorre na fisiopatologia do EB, ndo s6 pela
ativacdo da COX-2, mas também do NO e outros, é imputavel aos sais biliares. Estes
vao, mais uma vez, ser cruciais na transformacdo maligna do EB (6, 16, 50), como

veremos no capitulo referente ao ACE.

A TRANSFORMACAO NEOPLASICA

Como mencionado, o EB consiste numa lesdo pré-maligna. A inflamagéo

repetida e prolongada a que o seu epitélio esta exposto leva ao desencadeamento de
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fendmenos, genéticos e epigenéticos, que conferem progressivamente um fendtipo de
malignidade as suas células (2, 3). Sdo estas alteraces que conduzem ao
desenvolvimento de displasia e, mais tarde, ao carcinoma. Para que tal ocorra, sucedem-
se vérias etapas: em primeiro lugar forma-se DBG, seguindo-se DAG e, finalmente,
ACE. A displasia consiste numa desorganizacdo celular, na qual ocorrem as ja
mencionadas alteracbes genéticas e epigenéticas, especialmente em regifes
responsaveis pelos mecanismos de morte e proliferagdo celulares (17). Contudo, ainda
pouco se conhece acerca destes fendmenos e € sabido que quanto maior o grau da
displasia, maior o risco de desenvolvimento de carcinoma. Embora apenas 0,2 a 0,5%
dos pacientes com EB progridam para ACE, por ano, caso haja uma DAG o risco sobe
para 0os 10% (1). O tempo de progresséo de DBG para DAG, bem como desta para
ACE, é muito inconstante. Alguns doentes podem demorar décadas até desenvolverem
ACE, ou até podem mesmo regredir. Outros, porém, evoluem muito rapidamente (18,

51).

Atualmente, segundo a British Society of Gastroenterology, os doentes com
refluxo gastro-esofagico com sintomas crénicos e fatores de risco para desenvolver
ACE (pelo menos trés dos seguintes: idade superior a 50 anos, raca caucasiana, género
masculino, obesidade, ou histéria familiar), devem ter um acompanhamento médico
rigoroso (5). Desta vigilancia fazem parte a realizacdo de endoscopia, cuja frequéncia
depende dos achados da endoscopia diagndstica. Se o doente apresentar EB com
comprimento inferior a 3 centimetros (es6fago de Barrett curto), sem que se constate
haver displasia ou metaplasia do tipo intestinal, deve realizar uma endoscopia para
confirmar o diagnostico e ser dispensado da vigilancia; se tiver um comprimento
inferior a 3 cm, mas com metaplasia do tipo intestinal, deve realizar endoscopia a cada

3-5 anos; se 0 seu comprimento for superior ou igual a 3 cm (es6fago de Barrett longo),
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as endoscopias devem ser efetuadas a cada 2-3 anos (5). Embora o risco de
malignizagéo seja idéntico em ambos, os segundos tendem a ter maiores complicagdes,
por evidenciarem sujeicdo mais extensa ao refluxo (2). As endoscopias de seguimento
consistem na observacdo da mucosa do esofago e a realizagdo de colheita de biopsias da
circunferéncia distal do es6fago. Estas geralmente sdo feitas a cada dois centimetros em
mucosa aparentemente normal e, adicionalmente, em &reas visualmente alteradas. Estas
amostras sdo, posteriormente, enviadas a Anatomia Patoldgica que descreve se existe
alguma anormalidade. As pecas que sejam classificadas como tendo displasia devem ser
estudadas por um segundo patologista, de maneira a reduzir o grau de incerteza acerca
do resultado (5, 17). Atualmente, o Unico marcador de previsdo de progressao
neoplésica aceite para o EB ¢ a presenca de displasia (52). No entanto, este seguimento
tem um custo-efetividade baixo, pois a maioria dos doentes com refluxo e/ou EB néo
desenvolvem cancro. Nem mesmo a severidade da sintomatologia ajuda nesta distincéo,
ja que 50% dos doentes que desenvolvem ACE néo referem sintomas de refluxo gastro-
esofagico (53). Outras desvantagens deste processo sdo o fato de poderem surgir
complicacBes posteriores a endoscopia e biopsia, e o fato de os patologistas serem
muito discordantes em relacdo aos graus da displasia (1, 2, 17). Para além disto, os
doentes que sdo diagnosticados com DAG devem ser acompanhados por uma equipa
multidisciplinar e, perante a incapacidade de sabermos quais deles progredirdo para
ACE, deve ser-lhes dada a possibilidade de realizarem a remocdo da area displésica,
quer por esofagectomia, quer por tratamento ablativo endoscépico (17), o que perante a

auséncia de alteracdes, pode ndo ser bem aceite pelos pacientes.

Assim, é urgente o conhecimento dos processos envolvidos na fisiopatologia da
progressdo para 0 ACE, de forma a poderem ser desenvolvidos métodos mais precisos,

seguros e eficazes de vigilancia destes doentes.
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e O PAPEL DOS SAIS BILIARES E DA INFLAMACAO

A progressdo neoplasica tem como pedra basilar o aparecimento de instabilidade
genética. Esta € induzida pelo conteudo &cido e biliar do refluxo gastro-esofagico, bem

como pela inflamag&o induzida por este processo (6).

Como mencionado anteriormente, Cheng et al., e outros investigadores, foram
capazes de verificar que apenas com a presenca de acido géastrico, sem a presenca de
sais biliares, ndo havia aquisi¢do de displasia nem de ACE (45, 47). Os sais biliares séo,
ao que parece, 0s maiores responsaveis pela inducdo de mutacfes e instabilidade
genética, colaborando no desenvolvimento do ACE a partir do EB. Todavia, Dvorak et
al. demonstrou que uma exposicdo isolada a sais biliares, também ndo era suficiente
para induzir lesBes genéticas (45). Contrariamente a este fato, Burnat et al. concluiu
que, mesmo a um pH neutro, os sais biliares podiam contribuir para a promog¢édo da
carcinogénese, 0 que sugere, que mesmo apoés a inibicdo da producédo de &cido gastrico
continua a haver a possibilidade do EB sofrer transformacdo neoplésica. Assim, embora
ndo haja consenso sobre este ponto, ha concordéncia sobre o fato de que, ndo s6 os sais
biliares sdo fulcrais na formacdo da metaplasia, como também o sdo na carcinogénese

do EB (38).

Nem todos os &cidos biliares tém a mesma capacidade de participar nos processos
gue conduzem a neoplasia. Embora os referidos no capitulo anterior tenham um papel
importante na evolucdo da metaplasia (6), o ADC parece ter maior aptiddo para

estimular vias implicadas na carcinogénese (49).

H& muito que se sabe que a inflamagdo cronica se relaciona com o cancro. Nao sé a
propria inflamagdo induz alteracbes genéticas que promovem a carcinogénese (via

extrinseca inflamatdria), como algumas alteragdes genéticas, em células locais,
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produzem moléculas que formam um microambiente inflamatério (via intrinseca
inflamatoria) (9, 54). No caso do refluxo gastro-esofagico, o seu contetdo lesa o epitélio
do esofago, o que estimula a infiltracdo de células inflamatdrias no local. Neutrofilos,
macrofagos, linfocitos e células dendriticas invadem a zona e criam um microambiente
inflamatorio propicio a carcinogénese. Este infiltrado vai ser responsavel pela producéao
de citocinas e de outras moléculas da inflamagdo que conduzirdo a uma maior

destruicdo celular e a alteragdes genéticas do epitelio esofagico (55).

Uma das vias moleculares que esta envolvida na carcinogénese do EB é a via
constituida pelo signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3) e pela
interleucina 6 (IL-6). A Figura 2 esquematiza a via IL-6/STAT3 e 0s genes

consequentemente ativados.

Zhang et al. verificou que em células de EB transformadas, a molécula STAT3 se
apresentava com expressao aumentada e fosforilada, isto é, ativada. Também
demonstrou que a molécula Induced myeloid leukemia cell differentiation protein 1
(Mcl-1) estava simultaneamente amplificada (54). Esta molécula pertence a familia da
proteina B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) e, como tal, sendo moléculas com funcdo anti-
apoptotica, contribuem para o desenvolvimento de resisténcia a apoptose. Sabe-se
também que Mcl-1 é um alvo molecular de STAT3 (50). A via que relaciona a
inflamacdo com estas moléculas e com a carcinogénese € a seguinte: ap0os a estimulacéo
da via NF-kB pelo refluxo gastro-esofagico, a citocina pro-inflamatéria IL-6 €
produzida e, posteriormente, liga-se a um complexo formado pelo seu recetor IL-6Ra
mais a glicoproteina 130; isto conduz a fosforilagdo deste complexo, o que ativa
proteinas do tipo Janus Kinase (JAKS); por conseguinte, estas vdo ativar a molécula
STAT3 por fosforilacdo, cuja fungdo sera translocar-se até ao nucleo e ativar a

transcricdo do gene de Mcl-1. Este é um dos possiveis mecanismos que liga a
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inflamacdo e a resisténcia a apoptose celular. Zhang et al. ainda conseguiu provar que se
se inibisse esta via, a expressdao de Mcl-1 reduzia, evidenciando, novamente, esta
estreita relacdo (54). Goldman et al. também mostrou a interacdo da via IL-6 — STAT3
com Mcl-1, pois tanto STAT3 como esta ultima molécula mostraram-se
simultaneamente ativadas ap0s a exposi¢do de céelulas esofagicas a acido e sais biliares

(50)

Figura 2 — A via IL-6/STAT3 nas células do Es6fago de Barrett. c-myc — proto-
oncogene C-MYC; IL-6 — Interleucina 6; IL-6Ra — Recetor de IL-6; gpl30 —
Glicoproteina 130; JAK — Janus Kinase; MMP — Metaloproteinases; STAT3 - signal
transducer and activator of transcription 3; Mcl-1 - Induced myeloid leukemia cell

differentiation protein 1; VEGF — Vascular endothelial growth factor.

Dvorak et al. demonstrou ainda que as células intestinais do EB produzem
guantidades desmedidas de IL-6 e dos seus recetores, pelo que se pode concluir que ha,
concomitantemente a sua producdo parécrina, uma producdo autocrina deste fator.

Como se sabe, as células carcinogénicas produzem substdncias para a sua prépria
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sobrevivéncia e, desta forma, este € um mecanismo que coopera na transformacédo

neoplasica do EB (56).

N&o s6 o STAT3 regula o processo de apoptose, como também colabora na
regulagdo de outros processos que caracterizam O processo carcinogénico, como a
replicacdo celular, a producdo de sinais de sobrevivéncia celular, a angiogénese, entre
outros. Para tal, ativa a expressdo de proteinas como a survivina (para resisténcia a
apoptose), proteina do proto-oncogene C-MYC (para crescimento celular), vascular
endotelial growth factor (VEGF) (para angiogénese) e ciclina D1 (para crescimento
celular) (56). Ainda regula metaloproteinases (MMP) que tém a fung@o de degradar a
matriz extracelular, sendo moléculas essenciais na invasdo e migracdo de células
neoplésicas. MMP-1, MMP-2 e MMP-7 sdo expressas no tecido displasico do EB e

MMP-2 e MMP-9 ja se demonstrou serem reguladas pela molécula STAT3 (9).

Uma outra via bastante importante é a via NF-kB, que, tal como ja foi referido,
desempenha um papel crucial na transformacdo do epitélio escamoso do eséfago em
epitélio colunar. Muitos autores ja demonstraram que esta via esta presente no EB e que
se torna gradualmente mais ativa a medida que a displasia se agrava (9). Ela é ativada
pela exposicdo aos acidos biliares, em especial ao ADC (45). Goldman et al. revelou
que esta via estava aumentada em células HETALR quando expostas a um pH acido
(5.5) e acidos biliares (50), sendo responsavel pela estimulacdo da producéo de citocinas
pré-inflamatorias, que vao ter um papel semelhante ao de IL-6, ou seja, regular genes
capazes de alterar processos de sobrevivéncia e morte celulares (56). Assim, além de
NF-kB ter importancia no desenvolvimento da metaplasia, também vai ter um papel

crucial no desenvolvimento do ACE (57).
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Um fendmeno interessante que surge no decorrer das transformacdes celulares é
que, enquanto numa simples esofagite predominam as citocinas Thl, no EB sdo as Th2
que prevalecem. Parece haver uma transi¢cdo da via imunoldgica Thl para Th2 (57).
Dvorak et al. estudou as vérias citocinas aumentadas em tecidos com metaplasia e
verificou que era a IL-6 (uma citocina Th2) a citocina que mais frequentemente se
elevava, realcando, mais uma vez, o importante papel desta citocina na ligacdo da
inflamacdo com a carcinogénese (56). IL-4, Tumor necrosis factor a (TNF-a) (57), IL-
10, IL-8 e IL-1pB (55) sdo, conjuntamente, citocinas Th2, que se apresentam aumentadas
de forma crescente na passagem do EB ao ACE (55). A transi¢éo entre os dois tipos de
células CD4+ pode ajudar a explicar a formagdo do ACE, pois ja se demonstrou que tais
citocinas ativam vias celulares capazes de alterar a transcricdo de genes cruciais com

potencial carcinogénico (58).

As citocinas pro-inflamatérias podem originar mutacdes genéticas através da
ativacdo da enzima activation-induced cytidine deaminase (AID) (59). Esta é expressa
em varios tipos de células em resposta as citocinas sintetizadas no meio.
Posteriormente, ao estar sobreexpressa, vai ser capaz de produzir mutacdes no ADN das
células locais. Morita et al. concluiram que esta enzima se encontrava aumentada nas
células colunares do EB, mas que nas células do seu epitélio escamoso ndo. Este estudo
leva-nos a pensar que a AID pode ter efetivamente um papel na progressdo EB-ACE,
uma vez que se sabe ter funcdes mutagénicas que estdo presentes nesta sequéncia (60).
Contudo, apesar do estudo ter tentado relacionar a expressdo de AID com as mutacdes
em P53 e P16, mutacBGes preponderantes no ACE, a evidéncia encontrada ndo foi
suficiente para tal. Contudo, Morita et al. ainda demonstrou que a ativagéo de AID era
feita via NF-kB, que, como ja foi referido, é, efetivamente, ativada pelos sais biliares do

refluxo gastro-esofagico (60).
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As células T desempenham um papel fulcral no desencadeamento do processo
inflamatorio. Isto foi estudado por Souza et al. Este autor verificou que estas células ja
se encontravam presentes antes de todas as outras células inflamatérias e que,
precediam os danos celulares. Assim, concluiu-se que os linfdcitos T tém, realmente,
uma importancia central no desencadear da inflamacéo e lesdo que se encontram no EB
(58). Souza et al. ainda foi capaz de demonstrar que eram 0s sais biliares que lesavam
diretamente as células esofagicas mas era o &cido cloridrico o responsavel por ativar a

expressao de citocinas inflamatérias, como 11-8 e IL-1p (58).

Além das citocinas, também sdo produzidas outras moléculas que tém,
conjuntamente, capacidade de lesar as células do es6fago. Séo elas as espécies reativas
de oxigénio (ROS), prostaglandinas e NO que também vé&o contribuir para as alteracdes
genéticas encontradas. Todas estas moléculas tém a capacidade de estimular os
mecanismos que caracterizam o processo de transformacdo neoplésica (55). Um
esquema acerca da acdo destas moléculas na célula do EB esta representado na Figura

3.

As ROS também contribuem para a ativacdo da via NF-kB e vice-versa (55, 56).
O anido superoxido, o perdxido de hidrogénio, o radical hidroxilo e o peroxinitrito, sdo
ROS produzidas neste microambiente. Sdo capazes de lesar as membranas
fosfolipidicas das células, as proteinas e o0 ADN nuclear (61). Desta maneira, sao
potentes indutores do processo carcinogénico (55, 58, 62). A enzima NADPH oxidase é
responsavel pela geracdo de superoxido. Fang et al. demonstrou que a sua isoforma
NOX-5 se encontrava sobreexpressa em células de ACE e EB com DAG, em
comparagdo com as células do epitélio esofagico normal e do EB sem displasia (61).
Assim, estas sdo outras moléculas contribuintes para a transicdo EB-ACE e que poderao

servir de biomarcadores desta transformagéo.
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O NO ¢ outra substancia capaz de produzir lesdo no ADN. As mutacGes por ele
causadas sdo denominadas double strand breaks e promovem instabilidade genética que
contribui para o processo carcinogénico (6, 33). Existem duas vias pelas quais 0 NO se
origina no EB (4). Uma é pela ativacdo da forma induzivel da sintetase do 6xido nitrico
(iNOS), que j& se demonstrou estar regulada positivamente no EB e ACE, e que
aumenta progressivamente a medida que a severidade da displasia aumenta (33, 58). A
segunda via € pela reducdo dos nitritos existentes na saliva, pelas bactérias da cavidade

oral, e que ao chegarem ao estdmago sdo reduzidos pelo &cido gastrico em NO (4).

( T COX2 \
Acido e Bilis —> : NFB i)
? Prostaglandinas
* ROS \
\

\
\
\

NOXS

NO

. Eanimas
anti-oxidantes

[ €—— Acdo e Bilis

\_ _/

Figura 3 — A contribuicdo das ROS, NO, prostaglandinas e COX-2 na transformacao
neoplasica do Eséfago de Barrett. COX-2 — Cicloxigenase-2; INOS — Forma induzivel
da sintetase do 6xido nitrico; NO — Oxido nitrico; NOX-5 — Isoforma de NADPH; ROS

— Espécies reativas de oxigénio.
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De modo oposto ao aumento de fatores oxidantes, as enzimas anti-oxidantes
estdo reduzidas no EB e no ACE (55). E o caso da superoxido dismutase e catalase (50).
Também as enzimas MUTYH e OGG-1, que colaboram na remocdo de mutacGes do
ADN provocadas pelo stresse oxidativo, vdo, concomitantemente, estar suprimidas pela
acdo dos sais biliares (49). Esta classe enzimética, ao estar em menor atividade, vai

instalar um ambiente propicio a mutacdes genéticas e transformacéo neoplasica (50).

A enzima COX-2, j& mencionada no capitulo anterior, é responsavel pela sintese
de prostaglandinas a partir de acido araquiddnico e pode igualmente estar implicada
nestes processos. Ela é libertada em resposta aos &cidos biliares e mediadores
inflamatorios. A sua ativacdo é dependente do NF-kB (49) que tem capacidade de se
ligar & regido promotora da COX-2 e ativar a sua produgdo, bem como a de
prostaglandinas (55, 62). Embora esteja presente na esofagite, verifica-se que tem uma
expressao progressivamente aumentada ao longo da sequéncia EB-ACE (18, 57, 63).
Quando aumentada, a producdo de prostaglandinas também aumenta, e esta esta
associada a um decréscimo de apoptose celular, aumento de proliferacdo, alteracdo da
adesdo celular e aumento da angiogénese. Para tal, algumas prostaglandinas conseguem
ativar a metilacdo das regides promotoras de genes implicados nestes processos (62). A
COX-2 também pode induzir resisténcia a apoptose através da ativacdo da proteina anti-
apoptotica Bcl-2 (63). Os efeitos referidos parecem ser predominantemente mediados
pela ligacdo da prostaglandina E2 aos seus recetores EP1, EP2, EP3 e EP4. Jiménez et
al. verificou que, numa amostra de bidpsias esofagicas que continham todos o0s
fenotipos celulares da sequéncia EB - ACE, a COX-2 e os recetores EP2 e EP4 se
mostravam aumentados gradualmente, enquanto a EP3 diminuia. Outros estudos
também ja tinham demonstrado que o ADC podia induzir a expressao dos recetores

EP1, EP2 e EP4 em células esofagicas (64). Majka et al. demonstrou ainda que,
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juntamente com COX-2, as citocinas IL-2f3 e TNF-a tinham expressdo aumentada (63).

Isto significa, que ha mecanismos sinérgicos envolvidos no processo meta e neoplasico.

Outra importante relacdo da COX-2 com o processo neoplasico é a possibilidade
de ser regulada positivamente pela proteina heparanase. Esta tem func¢des de degradacédo
da matriz extracelular tendo assim capacidade de ajudar a invasdo e migracdo de
células, processos caracteristicos das células neoplasicas. Sonoda et al. estudou setenta e
oito amostras de EB com o objetivo de determinar a expresséo da heparanase e COX-2
no EB e na sua sequéncia até ACE, e também para compreender melhor a sua interacéo.
Verificou que a expressdo das duas moléculas se encontrava aumentada, sobretudo na
presenca de displasia. No entanto, ndo conseguiu determinar qual a relagdo entre as duas

(65).

O uso de anti-inflamatérios nédo esterdides (AINE) com o objetivo de inibir a
acao de COX-2 ja foi estudado multiplas vezes. Contudo, continua a ser controverso o
seu uso nos pacientes com refluxo gastro-esofagico, ja que alguns estudos mostraram
haver beneficio com 0 seu uso mas outros ndo (18, 63). Quando se procede a um
tratamento de erradicacdo da zona metaplasica, por esofagectomia ou ablagdo
endoscopica, tende a haver um decréscimo do valor de COX-2, pelo que se pode
ponderar o0 seu uso como marcador de recidiva, e até de ACE, ap0s ablacdo da regido

alterada (63).

Continua-se, todavia, sem conhecer em que parte da sequéncia EB — ACE estes

mecanismos ocorrem e como € gue todos eles se interligam.

A inflamacdo cronica e o stresse oxidativo formados por todas estas vias ndo so
produzem mutacGes genéticas, como também o encurtamento dos telomeros. Este

encurtamento relaciona-se com o risco de progressdo do EB para o ACE, na medida em
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que provoca instabilidade cromossomica e facilita o aparecimento de células com
mutacdes e instabilidade genética (4, 7). O tabaco e a obesidade, que sao fatores de risco
do EB, também sdo conhecidos por reduzirem o tamanho dos telomeros, pelo que
também estes podem colaborar neste processo (1). A enzima telomerase, que é
responsavel por manter o tamanho dos telomeros e, portanto, impedir a senescéncia
celular, estd aumentada nas células do ACE e diminuida nas células do EB sem
displasia (21). Este fato, em conjugacdo com o anterior, pode indicar que as células do
EB, quando sujeitas a acdo dos agentes inflamatdrios e oxidantes, desenvolvem reducao
dos telémeros e sdo originadas mutacfes genéticas. Estas mutagdes orientam, entdo, o
processo displasico que conduzird a formacdo de células neoplésicas. Estas Gltimas,
para sobreviverem indefinidamente, tém que produzir altas quantidades de telomerase.
Assim, o tamanho dos telémeros e os niveis de telomerase poderdo ser mais um

marcador de risco de progressdo neoplasica do EB.

Ja muitos autores relataram a forte relacdo existente entre a obesidade e 0 ACE. A
obesidade, sendo um estado inflamatério crénico, contribui para a progressao neoplasica
do EB. O aumento de pressdo intra-abdominal que a obesidade provoca, em especial a
visceral/central, promove o refluxo gastro-esofagico (6, 24). Contudo, sdo mecanismos
moleculares que se pensam estar mais relacionados com o0 risco de progressao
neoplasica. Um desses mecanismos prende-se com o fato de, no tecido adiposo, serem
produzidas adipocitocinas que estdo implicadas nos mecanismos inflamatdrios. E o caso
da leptina que tem valores tanto maiores quanto maior a quantidade de tecido adiposo.
A leptina é capaz de ativar os recetores que fosforilam as proteinas STAT, e outras, que
estdo implicadas na regulacdo de processos de apoptose, multiplicacdo celular e
angiogénese (6, 58). O tecido adiposo é também mais uma fonte de IL-6, cuja via ja foi

mencionada acima. O TNF-a ¢ igualmente produzido pelo tecido adiposo central e
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apresenta-se aumentado de forma crescente desde o EB até ao ACE. Outro possivel
mecanismo é atraves da elevacdo dos niveis de insulina e do fator de crescimento
insulina-like (IGF) que os doentes obesos costumam apresentar. Ambos tém fungdes de
promover o crescimento celular (6, 24). A acdo dos IGF pode ainda ser modulada por
outras moléculas como o fator de crescimento epitelial, a via mitogen-activated protein
kinase (MAPK) e as proteinas Rat sarcoma (RAS) (66). Desta forma, sdo necessarios

mais estudos para que se possa perceber a acao de todos estes fatores conjuntamente.

e AS MUTACOES GENETICAS E OUTROS MARCADORES

Como ja foi mencionado, a sequéncia progressiva desde EB até ACE implica a
aquisicdo de inumeras alteracBes genéticas e epigenéticas que conduzirdo ao
desenvolvimento de um fenétipo neoplésico. Para tal falam-se em dois possiveis
modelos de evolucdo clonal/carcinogénese: no primeiro, € mais antigo, ocorre uma
mutacdo numa Unica célula, a célula progenitora, que tera vantagem em relacdo a todas
as outras para proliferar e desenvolver progressivamente mutacGes vantajosas, até
culminar na célula neoplésica; na segunda, mais recente, a neoplasia origina-se a partir
de varias células progenitoras, e ndo apenas de uma, havendo portanto maior
heterogeneidade de clones (4, 18). O primeiro modelo foi proposto por Maley et al. e 0

segundo por Leedham et al. (67).

Quer seja pelo primeiro ou pelo segundo modelo, as alteracbes genéticas que
mais se associam a progressao neoplasica do EB sdo a perda ou ganho de partes de
cromossomas ou a perda de heterozigotia (LOH) (6). Mutagdes pontuais e modificacdes
no padrdo de metilagdo dos genes constituem outros mecanismos implicados. As
principais alteracfes genéticas envolvidas na sequéncia EB-ACE referidas ao longo

deste capitulo estdo resumidas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Alteraces genéticas na transicdo Esofago de Barrett - Adenocarcinoma do
Esofago. ACE — Adenocarcinoma do Es6fago; AMACR — Alfa-methylacyl coenzyme A
racemase; EB — Esofago de Barrett; EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor;
FHIT — Fragile histidine triad; HIF-1o — Hypoxia-inducible factor 1-alpha; LOH —
Perda de Heterozigotia,; MGMT — O°metyl-guanine metyltransferase; MMR —

Mismatch Repair System; NER — Nucleotide excision repair; TOPOllo — Isoforma o da

topoisomerase Il.

Gene Tipo de Alteracdo Fase Resultado
Mais frequentemente LOH; Pa§sagem do Ch?Ck'
~ . point G1-S do ciclo
P53 mutacgoes pontuals e Avancada VORI
; o celular e resisténcia a
hipermetilacédo
apoptose
Mais frequentemente LOH - Passagem do check-
. N ~ Inicial (EB sem . :
P16 e hipermetilagdo; mutagdes . . point G1-S do ciclo
; displasia)
pontuais celular
. Alteracao na ploidia
APC Mais freqqenteme_nte por B de ADN € processos
LOH e hipermetilagdo ~
de adeséo celular
- Polimorfismo G/A870 Passagem do check-
Ciclina D1 . _ point G1-S do ciclo
aumenta o risco de EB
celular
Silenciamento atraveés de
MMR e instabilidade de Auséncia de correcao
MGMT microssatélites, HIF-1a e - de mutacdes genéticas
citocinas pré-inflamatorias
Polimorfismos XPA 5’ UTR
NER G, RAD23B Ala249Val e Auséncia de correcao
ERCC1 3’ UTR aumentam o - de mutacdes genéticas
risco de ACE
Passagem do check-
Avancada (EB point G1-S do ciclo
KRAS _ com displasiae  celular, resisténcia a
ACE) apoptose e
angiogénese
Migracao celular,
e Inicial (EB sem  resisténcia a apoptose
EGFR Amplificagdo displasia) e diferenciagéo
celular reduzida
Migracao celular,
HER-2 Amplificagéo Inicial resisténcia a apoptose
e diferenciagéo
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celular reduzida

TOPOIIa Amplificagédo _ Double strand breaks
E-caderi na Hipermetilacio B Invasao e migracao
e B-catenina celular
Aneuplodia
e _ Avangada Instabilidade genética
Tetraploidia
FHIT LOH Inicial _
Células com B-oxidacdo de acidos
AMACR - DBG gordos

As mutagBes que mais frequentemente se encontram nas células do EB sdo
alteracbes genéticas e epigenéticas das regides cromossomicas 9p e 17p, que
correspondem aos locais onde se encontram 0s genes supressores tumorais P16 e P53,
respetivamente (4, 68). Estes podem estar mutados por LOH, mutagdes pontuais ou
padres de metilacdo alterados (67). A importancia destes fenémenos prende-se com o
fato de se desencadear instabilidade genética. Esta parece ser um dos passos mais
fundamentais no processo carcinogénico (7, 68). Contudo, ndo séo suficientes para o
desenvolvimento do cancro, pelo que € necessaria a aquisi¢do de outras modificagdes
que serdo discutidas neste capitulo (1). Isto significa, que a aquisicdo das mutacdes
iniciais, que confere as células a vantagem de se proliferarem descontroladamente, é
depois acompanhada por uma pandplia de alteracBes que cooperam Nno Processo
carcinogénico (4). Estas tendem a aumentar em quantidade e gravidade com o

desenvolver da displasia e da neoplasia (6).

As alteracbes no gene P16 parecem ser as mais precoces nas células do EB,
conferindo-lhes uma inigualavel vantagem clonal (7, 9). A aquisicdo precoce de
mutacdes neste gene ajuda a expansdo do EB pelas paredes do esofago e permite a

acumulacdo de mutagfes em outros genes (21). P16 € um gene supressor tumoral que
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tem um papel importante na regulacdo do ciclo celular uma vez que ativa a producéo de
moléculas que regulam a proteina Rb. Por sua vez, esta permite a paragem do ciclo
celular no periodo G1 e ndo permite a sua progressdo para a fase S se a célula tiver
alguma anomalia (9). A hipermetilacdo e LOH deste gene estdo presentes na maioria
dos ACE (61), mas também surgem nas células do EB sem displasia, pelo que é

questionavel o valor preditivo deste biomarcador (1, 9).

A P53 é uma proteina cujo gene é um gene supressor tumoral. Ao detetar anomalias
genéticas que ndo possam ser reparadas, induz a apoptose celular. Também regula a
molécula Rb, pelo que se houver um decréscimo na expressdo de P53, as células
ultrapassam o check-point referido e multiplicam-se indefinidamente (9). Esta mutacéo,
ao contrario das do gene P16 que ocorrem na fase inicial do EB, surge em fases mais
avancadas, conferindo a célula maior capacidade de acumular outras mutacdes
essenciais ao processo carcinogenico (21). Goldman et al., no estudo ja mencionado,
descreveu uma reducdo nos niveis da proteina P53 e que esta se podia relacionar com a
ativacdo da via IL-6 — STATS3, pois 0 gene P53 reprime esta via molecular (50). Este €
provavelmente o marcador que mais foi estudado e que maior forca tem em predizer o
risco de ACE (16). A LOH deste gene € um bom preditor do risco de desenvolver ACE,
visto Reid et al. ter demonstrado que esta alteracdo conferia um risco de desenvolver
ACE 16 vezes superior ao normal (1). E na verdade, o marcador que confere maior risco
para progressdo e 0 que ja se encontra em fases de estudo mais avancadas, para

posterior adocdo na pratica clinica (10).

O gene APC ¢é um gene supressor tumoral que pode estar alterado nas células do EB
(10). O seu silenciamento ocorre sobretudo por mecanismos de LOH da regido 5q e
hipermetilagdo da sua regido promotora (18). A inativacdo do APC pode, por si SO,

causar alteragGes na ploidia e ades&o celulares (3, 59).
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O Mismatch Repair System (MMR) e a O°metyl-guanine metyltransferase (MGMT)
sdo conjuntos de enzimas responsaveis pela correcdo de certas alteragcdes genéticas.
Embora mutacdes inativadoras do primeiro sejam raras no ACE, a MGMT parece estar
desativada com frequéncia (4). A inativagdo de MMR também se pode dar pela via
molecular do Hypoxia-inducible factor 1-alpha (HIF-1a), que é ativada pelas citocinas
pro-inflamatorias, ou pelo stresse oxidativo. O seu silenciamento esti estreitamente
relacionado com a instabilidade de microssatélites que estdo presentes em VAarios
carcinomas gastrointestinais (59). Também a via reparadora Nucleotide Excision Repair
(NER) pode sofrer mutagdes. Alguns tipos de polimorfismos parecem estar também
associados a maior risco de desenvolvimento de ACE. E o caso dos alelos XPA 5' UTR
G (alelo do gene que codifica a proteina DNA repair protein complementing XP-A
cells), RAD23B Ala249Val (alelo de um gene que codifica a proteina UV excision
repair protein RAD23 homolog B) e ERCC1 3’ UTR (alelo do gene que codifica a
proteina excision repair cross-complementing rodent repair deficiency complementation

group 1) (59).

Outro possivel marcador € o oncogene KRAS que regula a passagem da fase G1 para
a S, pelo que a sua desativacdo conduz a uma proliferacdo desmedida. Também pode
ocorrer resisténcia a apoptose, bem como estimulacdo da angiogénese, tudo processos
que favorecem o aparecimento de neoplasia. Embora as alteracGes da via Ras possam
ser detetadas no EB sem displasia, isto € bastante raro. Esta via sofre alteracdo

sobretudo quando existe displasia ou ACE (9).

A ativagdo da via Ras pode ser explicada, ndo so por alteracdo do seu gene, como
também consequente a regulacdo pela via em que TGF-a ativa o recetor Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR), ja que um dos alvos desta via sdo as proteinas RAS.

Esta via constitui, nas células com alteracGes neoplésicas, um estimulo ao crescimento
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auto-suficiente (18), a migracdo celular, a resisténcia a apoptose e a diferenciacdo
reduzida (69). TGF-a e EGFR parecem estar também aumentados logo nas fases iniciais
do EB, mesmo sem a existéncia de displasia (9, 21). No entanto, a sua ativagdo
prevalece nos tecidos com displasia e ACE (70). O EGFR parece ainda ter um valor
prognostico, demonstrado por Pretto et al., cujo estudo verificou haver niveis de EGFR
diminuidos nos pacientes apenas com refluxo, mas a sua expressdo aumentava a medida

que a doencga era mais severa (69).

Outros recetores de tirosina cinase, como o EGFR, também j& se mostraram
aumentados no ACE, como € o caso de FGFR, Met, ErbB2 e ErbB3 (4, 18, 70). O fator
de crescimento TGF-B1 ativador deste tipo de recetores também se mostra alterado no
ACE, sobretudo por metilacdo do seu gene (67). Rees et al. foi capaz de demonstrar
que, enquanto nas fases iniciais da carcinogénese do EB o TGF-B1 tinha expressao
diminuida, o que conferia as células uma proliferacdo desregulada, nas fases mais
avancadas esta proteina ja se encontrava bastante ativada, sobretudo nas margens do

tumor, como fator promotor da invaséo tecidular (4).

O recetor ErbB2, ou HER-2, é muito estudado e conhecido em outros cancros,
sendo o da mama o mais preponderante. Schoppmann et al. e Fassan et al. verificaram
haver amplificacdo do gene HER-2 em fases iniciais da sequéncia EB-ACE (71, 72).
Contudo, outros estudos a seu respeito ndo entdo em conformidade com estes (21). O
gene TOPOIlo. coexiste na mesma regido cromossoémica que HER-2, a regido 17q. Este
gene codifica a isoforma o da enzima topoisomerase I, cuja fun¢do ¢ desencadear uma
lesdo double strand break no ADN (21). A hipdtese colocada para 0 aumento deste gene
é ele ser expresso concomitantemente com o do HER-2. Rossi et al. demonstrou que nas
biopsias de EB com displasia e ACE, a amplificacdo de TOPOIIo era muito rara na

auséncia da amplificacdo do HER-2. Tambem concluiu que a presenca de aneuploidia
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no cromossoma 17 era muito frequente nos pacientes com ACE (73). Estas conclus6es
apoiam a teoria destes dois genes serem co-amplificados sinergicamente na progresséo

EB-ACE.

A ciclina D1, outra proteina que regula o ciclo celular, pode também servir como
biomarcador. Esta ja se mostrou aumentada no EB, cujo aumento se relacionou com um
risco de ACE superior ao da populacdo geral (1). Um estudo realizado por Bani-Hani et
al. demonstrou que os pacientes com EB que mostravam positividade para a ciclina D1
tinham um risco 6 a 7 vezes superior de desenvolver ACE (10). Arber et al. também
relatou uma expresséo de ciclina D1 46% superior nas amostras de EB e 64% nas de
ACE (18). Assim, parece haver uma expressdo maior & medida que a transformagao
neoplésica ocorre. Além da sua positividade, diferentes isoformas podem implicar maior
risco de ACE. Casso et al. evidenciou que um polimorfismo do gene da ciclina D1,

G/A870, estava mais associado ao desenvolvimento de EB (9).

Para que ocorra a invasdo de outros tecidos pelo tumor, sdo necessarias proteinas
capazes de alterar a adesdo célula a célula. As caderinas sdo moléculas cruciais na
adesdo celular e parecem estar silenciadas na carcinogénese do EB. O seu silenciamento
compromete a ligacdo das células entre si, favorecendo a invasdo e migracdo celular. A
sua repressdo pode dar-se por hipermetilagdo. A E-caderina e a [B-catenina ja se

mostraram diminuidas progressivamente ao longo da sequéncia EB-ACE (4, 21).

A ploidia parece ser outro fator preditor da progressdo EB — ACE. A aneuploidia e a
tetraploidia dizem respeito a alteracdo numérica de cromossomas. A primeira define um
numero anormal de cromossomas para a espécie em questdo, e a segunda define que
cada cromossoma tem quatro copias (10). Quer a aneuploidia quer a tetraploidia

aumentam o risco de desenvolver ACE (7, 16) e sdo eventos tardios (67) da
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carcinogénese. Constituem bons marcadores de progressdo neoplédsica, mas as
dificuldades técnicas do método de detecdo tém restringido a sua utilizagdo na prética

clinica (10).

Muitos outros genes tém sido explorados. Por exemplo, o gene supressor tumoral
fragile histidine triad (FHIT) é perdido por LOH com elevada frequéncia ainda na fase
metaplasica, tal como foi demonstrado por Akagi et al. (74). C-MYC é um oncogene

que também esta altamente ativado nas bidpsias de ACE (67).

A Alfa-methylacyl coenzyme A racemase (AMACR) é um possivel marcador das
lesbes com DBG (21). Esta enzima catalisa a reag¢ao de -oxidacdo de cadeias de acidos
gordos. E ja um conhecido marcador do carcinoma da prostata e pensa-se poder vir a sé-
lo no ACE. Kastelein et al. executou um estudo de coorte prospetivo que incluiu 720
pessoas com EB, as quais foram acompanhados por uma média de 6,6 anos. Apos a
recolha de biopsias e o estudo da expressdao de AMACR, verificou que todos os tipos de
tecidos expressavam a enzima, mesmo sem a existéncia de displasia. No entanto, a sua
expressao elevava-se a medida que a doenca era mais grave, pelo que a AMACR pode
ndo ser capaz de diagnosticar quando usada individualmente, mas tem valor prognéstico
(75). Esta enzima relaciona-se com a carcinogénese do EB, na medida em que esta
enzima tem vindo a ser correlacionada com dietas ricas em &cidos gordos (75). Tal
como referido, o ACE tem uma frequéncia muito superior nos paises ocidentais, ditos
desenvolvidos, nos quais as pessoas tém dietas ricas em gorduras e sdao muito
sedentarias. Assim, para além de AMACR poder vir a ser um biomarcador dos doentes
que progredirdo para neoplasia a partir de EB, também apoia a teoria de que a obesidade

é um importante fator de risco para esta.
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Apesar de cada possivel biomarcador poder estimar a probabilidade de um
doente vir a ter ACE, é a combinacgdo de varios que tem maior interesse (61, 76). Bird-
Lieberman et al. realizou um estudo que incorporava 7 biomarcadores (ploidia de ADN,
P53, ciclina A, DBG, Aspergillus Oruzae Lectin (AOL), carbohydrate antigen 19.9,
CD15 e wheat germ agglutinin) para avaliar, de entre uma base de dados com 9329
doentes com EB, quais 0s que progrediam para ACE. Como nem todos os marcadores
identificavam corretamente 0s progressivos, o conjunto foi reduzido para 3
biomarcadores: ploidia de ADN, DBG e AOL (76), o qual se veio a mostrar
positivamente regulado nos doentes que desenvolviam ACE, em relacdo aos que
permaneciam com EB, identificando a maioria dos EB que progrediam para ACE,
assumindo-se assim como biomarcador promissor para uso futuro. (1, 70). O papel da
ploidia de ADN e da DBG ja foi mencionado anteriormente. Quanto a lectina AOL, esta
parece contribuir para a progressdo neoplasica por facilitar a formacdo de metéstases. A
AOL liga-se a grupos fucosil al-6 ¢ a-1-4, 0 que altera a interacdo destes com a E-
selectina do endotélio (76). A vantagem que a sua expressdo confere é facilitar a
migracdo de células neoplasicas atraves do endotélio vascular e levar ao

desenvolvimento de metastases.

A diversidade clonal existente entre as células do EB pode também constituir um
bom biomarcador de progressdo. Merlo et al. e Maley et al. conseguiram demonstrar,
usando vaérias fontes de diversidade clonal como microssatélites, quantidade de ADN,
mutacdes pontuais e hipermetilacdo de promotores, que quanto maior era esta
diversidade, isto é, quanto mais alteracbes moleculares se encontravam nas células,

maior era o risco de progressao para ACE (77).

Outro alvo de mutacbes encontrado em tumores € o0 ADN mitocondrial (1). As

mitocondrias, além de serem a sede da fosforilacdo oxidativa que fornece energia as
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células, sdo também um lugar onde decorrem processos de apoptose (78, 79). Por ter um
papel tdo importante na morte celular, a alteragdo do ADN mitocondrial pode conduzir a
defeitos nessa sua agdo e cooperar na formacdo de uma neoplasia. Também se sabe que
com a geracdo de hipoxia e com um sistema de reparacdo insuficiente, o que é comum
nos tumores, podem ser originadas ROS que lesam o ADN mitocondrial (78, 79). As
ROS também tém, no caso do EB, origem na inflamag&o e destrui¢do celular causada
pelos sais biliares. Lee et al. demonstrou que os niveis de ROS nas células do EB eram
muito superiores as das células escamosas, e que existia uma maior taxa de mutacfes no
ADN mitocondrial nas primeiras em relacdo as segundas, concentrando-se essas
mutacBes maioritariamente em regibes reguladoras (79). Wang et al. encontrou niveis
mais elevados de ADN mitocondrial alterado em células de EB com displasia, 0 que
poderd vir a justificar a sua utilizacdo como marcador de progressdo para ACE.
Também se concluiu que as células com displasia tinham uma resisténcia superior a
hipoxia que as células metaplésicas, pois mantinham o seu potencial de membrana
mitocondrial elevado mesmo quando os niveis de oxigénio reduziam (78). Estas sdo
possiveis adaptacdes celulares essenciais as células para se manterem vivas e

acumularem mutacoes.
e AS MODIFICACOES EPIGENETICAS

Tao importantes como mutacgdes genéticas sdo as alteracdes epigenéticas que podem
ativar ou silenciar genes implicados nos processos carcinogénicos (4, 59). A Tabela 3

sumariza os principais genes hiper e hipometilados da sequéncia EB-ACE.

Uma modificacdo epigenéticas significa que ha uma mudanca na expressdo de um
gene sem que a sua sequéncia de bases tenha sido alterada (1). Pensa-se que na

transformacdo de EB para ACE ocorram multiplas modificagdes epigenéticas (7, 80,
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81), as quais podem vir a ser marcadores Uteis de risco. Neste processo a mais
importante e mais estudada alteracdo é a metilacdo (1, 3). Esta ocorre maioritariamente
na base organica azotada citosina de regides designadas ilhas CpG, que surgem

sobretudo em areas reguladoras de genes (3).

Tabela 3 — Principais alteragcdes no padrdo de metilagdo de genes no processo de
transformacdo neoplasica do Eséfago de Barrett. CXCL — Chemokine (C-X-C motif)
ligand; DMBT1 — Deleted in malignant brain tumors 1; GATA6 — GATA binding
protein 6; MGMT — O°metyl-guanine metyltransferase; MMR — Mismatch Repair

System; SST — Somatostatina.

Gene Funcéo ‘
P16 Regulacéo do check-point G1-S do ciclo
celular
APC Adeséo celular
Regulacgéo do check-point G1-S do ciclo
pRb
celular
REPRIMO Regulacédo do check-point G2 do ciclo
celular
MGMT e MMR Reparacdo de mutagdes genéticas
GST e GPX Enzimas anti-oxidantes
Regulacéo negativa de citocinas e via
SOCS-1e3 STAT
CDH1 e CDH13 Adeséo celular
PKP1 Adeséo celular
AKAP12 Slnallzag_ao, ade_saoN, multiplicacdo e
diferenciacéo celular
DAPK1 Apoptose
NELL1 Regulacéo do crescimento celular
SFRP1 Inibicdo da via Wnt
Regulacéo a nivel gastrico da secregéo
SST endocrina e exocrina, modulagdo da

atividade motora e inibi¢ao a producao de
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acido cloridrico

TAC1 Anti-apoptose
TIMP3 Inibigdo da angiogenese, crescimento
celular e invaséo tecidular
CXCL1
CXCL3
Proliferacdo celular
GATAG6
DMBT1

Kaz et al. demonstrou existir um padrdo de metilacdo desigual entre o epitélio
normal do es6fago e o EB. Encontrou também diferencas entre este Gltimo e os tecidos
que apresentavam DAG e ACE. Nesta progressdo, o autor verificou que existia um grau
de hipermetilacdo cada vez mais acentuado. O seu estudo apoia a teoria da evolugédo
clonal a partir de varias células progenitoras, pois evidencia uma heterogeneidade de

padrdes de metilacdo entre as vérias células do mesmo tecido (68).

O gene P16, cuja funcdo j& foi explorada, é encontrado frequentemente
hipermetilado nas fases iniciais da sequéncia EB-ACE, e essa hipermetilagdo aumenta
ao longo desta (1, 61, 80). Trata-se de um dos marcadores mais promissores (10). A
metilacdo da sua regido promotora resulta na inativacdo da sua fungdo, o que leva a
célula a multiplicar-se descontroladamente. Como este fendbmeno ocorre ainda nas
células do EB, mesmo sem displasia, este poderd ser um marcador com maior interesse

diagnostico do que como preditor de progressdo neoplasica.

Quase todos os genes hipermetilados sdo genes supressores tumorais que regulam o
ciclo celular (3). Além do P16, outros como os genes APC, da proteina pRb e

REPRIMO também estdo hipermetilados no decorrer na transformacéo neoplasica do
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EB (59). O valor plasmatico do gene APC ja se mostrou estar relacionado com menor
sobrevida dos doentes com ACE (80, 81). O gene supressor tumoral REPRIMO, que é
regulado pelo P53, esta gradualmente mais metilado desde o EB a DAG e desta ao ACE

(80, 81).

Uma particularidade interessante da epigenética é que o padrdo de metilacdo e a sua
gravidade variam consoante o tecido que se estuda. Por exemplo, o gene APC quando
metilado no tecido esofagico ndo é normal, mas j& no estdmago ele ocorre com

frequéncia, ndo sendo patologica (3).

As enzimas que sdo responsaveis pela reparacao de regides de ADN lesadas podem
igualmente ser inativadas pela metilacdo dos seus genes (70). A metilacdo da regido
promotora do gene de MGMT ocorre precocemente no EB e a do de MMR € menos

frequente (3, 59).

Outros genes, embora menos estudados, também podem servir como biomarcadores.
E o caso dos genes: da glutationa-S-transferase (GST) e da glutationa peroxidase (GPX)
que tém funcdo anti-oxidante, inibindo o efeito oxidante e lesivo das ROS (3, 59, 80);
SOCS-1 e 3 que regulam negativamente a a¢do das citocinas e a ativacdo da via STAT
(3, 59, 80); CDH1 (59, 80) e CDH13 (68, 80) que codificam formas da E-caderina
responsaveis pela adesdo célula a célula, e cujo silenciamento conduz a migracdo
celular; PKP1, que permite a interagdo e adesdo celular nos tecidos escamosos (82);
AKAP12 que é um gene supressor tumoral que controla a sinalizacdo, adesdo,
multiplicacdo e diferenciacdo celular (3, 80); DAPK1 que regula a morte celular e que
ao estar inativado também proporciona uma maior invasdo tumoral (3, 59, 80); NELL1
que, sendo uma proteina cinase, regula o crescimento celular, sendo que a sua

hipermetilagdo também esté associada a menor sobrevida dos doentes com ACE (3, 80);
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SFRP1 cuja proteina inibe a via carcinogénica Wnt (3, 68, 80); somatostatina (SST) que
tem multiplas fun¢Ges no sistema gastrointestinal, como por exemplo, regular a secrecéo
enddcrina e exdcrina, modular a atividade motora e inibir a producdo de &cido gastrico
(3, 80); TAC1 cuja proteina parece ter efeitos anti-apoptéticos e multiplicativos (3, 80);
TIMP3 que inibe a angiogénese, o crescimento celular e a invasao tecidular e tem acéo
pré-apoptotica (3, 68, 80); e outros como 0s genes que codificam as proteinas eye
absent homolog 4 (68, 80), alternate reading frame (80), runt-related transcription
factor 3 (67, 80, 81), hyperpigmentation, progressive, 1 (67, 80, 81), telomerase reverse
transcriptase (80), estrogen receptor 1 (68), myoblast determination protein 1 (68).
Todos estes genes parecem estar hipermetilados no EB-ACE, mas novos e mais
rigorosos estudos tém que ser realizados para se provar o seu verdadeiro valor como

preditores de risco (80, 81).

Um estudo realizado por Alvi et al. utilizou um conjunto de 4 genes metilados para
prever o risco dos doentes desenvolverem ACE. Os genes foram o Solute carrier family
22 member 18, Polymeric immunoglobulin receptor, Gap junction gamma-2 e Ras and
Rab interactor 2. O conjunto mostrou ser gradualmente hipermetilado na progressao de
EB até ACE e foi possivel categorizar o risco em trés grupos: pacientes com menos de 2
dos genes metilados eram considerados de baixo risco; 2 genes metilados eram
considerados de risco intermédio e mais de 2 destes genes metilados faziam parte do
grupo de alto risco (70), demonstrando a utilidade que os marcadores moleculares

podem ter na identificacdo de pessoas em risco e no seu acompanhamento diferenciado.

Todavia, ha genes que na sequéncia carcinogénica EB-ACE se apresentam
hipometilados. Wu et al. demonstrou que a hipometilacdo, e ndo a hipermetilacéo, era o
mecanismo epigenético preponderante nas fases iniciais da progressdo neoplasica do EB

(83), ocorrendo particularmente na transi¢cdo metaplasica. A hipermetilacdo s6 surge nas
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fases mais avancadas (3). Os genes hipometilados sdo menos estudados que o0s
anteriores, mas ndo menos importantes. Correspondem, sobretudo, a genes que auxiliam
na promocé&o do crescimento e multiplicagédo celulares (80, 83), ou seja, oncogenes, mas
que também promovem a instabilidade genética (81, 83). Exemplos destes genes séo:
chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (CXCL1), chemokine (C-X-C motif) ligand 3
(CXCL3), GATAG e deleted in malignant brain tumors 1 (DMBT1) (80). Alvarez et al.
também descobriu que a hipometilagdo ocorria ainda nas primeiras células do EB
formadas, isto é, numa fase inicial da sequéncia EB-ACE. Este autor também encontrou
genes com padrdo de metilacdo alterado fora das ilhas CpG, evidenciando possiveis

novos marcadores de risco que até ainda ndo tinham sido explorados (81).

e OS MICRORNAS

Os MicroRNAs (miRNA) sdo moléculas ndo codificantes de ARN, constituidas por
cerca de 18 a 24 nucleotidos (84, 85), que tém a funcdo de regular negativamente a
expressao de genes através da sua ligacdo ao ARN mensageiro deles resultante (86, 87).
Estas moléculas ja foram estudadas e a sua desregulacdo imputada a maltiplos cancros,
por exercerem a sua acdo em genes que tém as mais variadas fungdes celulares, de entre
elas a sinalizacdo, proliferacdo, apoptose e angiogénese (84, 85). Alguns deles vao atuar
como supressores tumorais e outros como oncogenes, € a maior parte deles, nos tecidos
tumorais, estdo regulados negativamente (84, 85, 87). Assim, se alguns dos miRNA
estiverem alterados, podem ter capacidade de se tornarem marcadores de diagndstico,
prognostico, e de risco de desenvolvimento de carcinomas (88). Os miRNA que mais
frequentemente se encontram alterados na progressdo neoplasica do eso6fago de Barrett

estdo sintetizados na Tabela 4.

Feber et al. estudaram e mostraram pela primeira vez que existia um padrao distinto

de expressdo de miRNA no EB e no ACE, relativamente ao epitélio normal do eséfago
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(89). Entretanto, j& muitos foram os autores que exploraram esta relagdo. Alguns
marcadores j& estdo bem consolidados, embora ainda ndo em fase de uso clinico,
enquanto outros ainda se encontram em exploragdo. Um estudo realizado por Yang et
al. foi o mais promissor ao comparar a expressao de miRNA na DAG e no ACE com a
sua expressao na DBG e no epitélio esofagico normal. Na sua analise foram utilizados
11 miRNA, e o autor concluiu que as principais alteracdes dos miRNA na sequéncia

EB-ACE se ddo, essencialmente, no momento de formacao da DBG (86).

Um desses miRNA é o miRNA-21, que parece estar regulado positivamente no EB
e ACE, comparativamente ao es6fago normal (84, 90). Funciona como oncogene (87) e
as suas funcdes, quando ativado, sdo as de regular genes implicados na sobrevivéncia e
multiplicacdo celulares, resisténcia a apoptose, migracdo e invasdo celulares (84). Um
dos genes que é inibido aquando da expressao elevada de miRNA-21 é o gene supressor
tumoral, designado PTEN, que codifica a proteina Phosphatase and tensin homolog
(87). O miRNA-21 vai igualmente inibir o gene da Programmed Cell Death protein 4
(PDCD4) conferindo a célula um fendtipo resistente a apoptose (87, 90). Alias, Fassan
et al. demonstrou que o gene PDCD4 perdia expressdo, sobretudo, nas células com
DAG e ACE, sugerindo que este, em vez do miRNA-21, pode ser um marcador de
progressdo (90). Todavia, em relacdo ao miRNA-21, embora pareca promissor em
alguns estudos, Luzna et al. ndo verificou nenhuma disparidade significativa entre a sua

expressao no EB e no epitélio escamoso do eséfago (91).

O miRNA-194 também parece encontrar-se elevado nas células do EB e ACE,
sendo a sua expressao induzida pelo fator HNF-1a que, como ja referido, é produzido
no EB. Além deste miRNA ter um papel na progressdo metastatica do ACE, também
atua na fase metaplésica do EB, pois ja se demonstrou que participa na diferenciacdo de

celulas colunares intestinais (84, 87).
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O miRNA-196a estd também sobreexpresso no EB e ACE. Este tem como alvo o
gene Annexin Al (ANXAL), inativando-o. O ANXA1 é um gene com acgdo apoptotica,

pelo que a sua inibicdo conduz a sobrevivéncia indefinida das células (89).

Streppel et al. encontrou 4 miRNA alterados no ACE em relagdo ao epitélio
escamoso do eséfago, mas foi 0 miRNA-223 que mais se realcou. Verificou-se que ja se
encontrava aumentado no fenotipo néo displéasico do EB e que ndo existiam diferencas
em relacdo aos que desenvolviam ACE, pelo que pode ser uma forma de diagnosticar

EB em relacédo ao epitélio escamoso, mas ndo a progressdo para ACE (85).

O mesmo estudo conseguiu identificar dois genes-alvo da acdo deste miRNA:
SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily
D member 1 (SMARCD1) e Poly (ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1), cuja inibicdo
provocada pelo miRNA-223 conduz a desativacdo do P53 e a incapacidade para reparar

0 ADN lesado, respetivamente. (85).

Como ja referido, alguns miRNAs podem ter acdo de genes supressores tumorais,
como é o caso dos mMiRNA-143, 145 e 215. Todavia, estes, ao contrério dos
anteriormente mencionados, vao estar silenciados no ACE. Os miRNA-143 e 145 sdo,
fisiologicamente, indutores do processo apoptético. O miRNA-143 inibe o oncogene
KRAS, cuja falta de regulacdo no ACE pode desencadear a progressdo neoplasica. Ainda
regula a via do recetor fas cell surface death receptor (FAS), um recetor que faz parte
da familia dos TNF, e que estimula a apoptose. O miRNA-145 é regulado pelo P53 e
também induz a apoptose quando ha lesdo genética na célula. O miRNA-215 também é
regulado pelo P53, permitindo a estagnacéo da célula no ciclo celular quando ha danos
celulares. A sua inativagéo, como ocorre no EB e no ACE, vai fazer com que as células

se multipliguem indefinidamente (84, 87).
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O miRNA-375, que ja se mostrou reduzido nas células do ACE, ja foi estudado
como fator de progndstico. Nguyen et al. concluiu que a reducdo dos niveis de miRNA-
375, conjuntamente com um elevado nivel de citocinas pro-inflamatorias, estava

relacionada com uma menor sobrevida dos doentes (88).

Tabela 4 — miRNA alterados na progressdo neoplasica do Esofago de Barrett.
ANXA1 — Annexin Al; FAS — Fas cell surface death receptor; miRNA — MicroRNAs;
PARP1 — Poly (ADP-ribose) polymerase 1; PDCD4 — Programmed Cell Death protein
4; PTEN — Phosphatase and tensin homolog ; SMARCD1 — SWI/SNF-related matrix-

associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily D member 1.

MiRNA Genes em que atua Resultado ‘

Multiplicacéo celular, resisténcia
miRNA-21 PTEN e PDCD4 a apoptose, migracgdo e invasao
celular
Progressdo metastatica e menor

MIRNA-194 - diferenciago celular
miRNA-196 ANXA1 Fendtipo anti-apoptotico
miRNA-223 SMARCD1 e PARP1 Inibicdo da acdo de P53
miRNA-143 KRAS e FAS Fendtipo anti-apoptédtico
miRNA-145 _ Fendtipo anti-apoptotico
miRNA-215 _ Multiplicacéo celular
miRNA-375 _ Multiplicacéo celular
miRNA-31

Leidner et al. quis apenas evidenciar miRNAs que distinguissem o EB dos tecidos
com DAG e ACE. Apenas dois cumpriam tal requisito: miRNA-31 e 375. Os dois

mostravam reducdo da sua expresséo nas celulas com DAG ou ACE. A explicacdo para
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gue o0 miRNA-31 seja perdido, € por este se situar na mesma regido cromossomica do
gene P16 (9q), que tal como referido, é frequentemente sujeito a LOH. Quanto ao
miRNA-375, com capacidade para suprimir o crescimento das células neoplésicas
quando em valores normais, apenas estava reduzido nas células com ACE, confirmando
os estudos ja referidos de Nguyen. Estes dois miRNAs podem vir a constituir-se como
biomarcadores de progressdo neoplésica, ja que apenas se modificam na transicdo de

células ndo neoplasicas para células pré-neoplasicas e neoplasicas (92).

Tal como Streppel et al., também Garman et al. s6 encontrou miRNA distintivos
de EB relativamente ao epitélio escamoso, mas ndo de EB em relacdo ao ACE (93).
Assim, a maior parte dos miRNAs altera-se na fase da transformacgdo metaplasica (92),
0 que pode implicar que em vez de poderem ser usados como biomarcadores preditores
dos doentes que progridem para neoplasia, devam ser usados como marcador de

diagnostico de EB, menos invasivo gue a endoscopia e a biopsia.

CONCLUSAO

A incidéncia do ACE tem vindo a sofrer um aumento dramatico, em especial nos
paises ocidentais. O fator de risco major para o seu desenvolvimento é o EB, que requer
maultiplas alteracdes moleculares para que se desenvolva ACE. O problema atual é a ndo
existéncia de métodos que prevejam com eficdcia quais os doentes que virdo a
desenvolver esta neoplasia. A detecdo de biomarcadores seria uma forma simples,
barata e eficaz de resolver o problema, mas para os identificar e validar tém que se

conhecer 0s seus processos fisiopatoldgicos.

A identificagcdo de fatores clinicos de risco para ACE é importante, na medida

em que podem permitir distinguir e seguir com maior proximidade os individuos com
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maior risco, e detetar mais precocemente 0s possiveis casos de cancro. A obesidade, em
especial a central, o tabagismo e uma dieta rica em gorduras e pobre em legumes e fruta,
parecem ser fatores extrinsecos que aumentam o risco de ACE. A raca caucasiana, 0
género masculino e a idade avancada, sdo, por sua vez, fatores intrinsecos e nédo
modificaveis, que também conferem risco acrescido. O consumo de &lcool e o nivel
socio-economico ndo parecem conferir aumento de risco, e a infecdo por Helicobacter

pylori parece reduzi-lo.

Por outro lado, para ocorrer uma transformacéo do epitélio escamoso do es6fago
em colunar, é necessario haver uma transdiferenciacdo ou uma diferenciacdo de células
estaminais, que podem ter diversas origens. O fator de transcricdo Cdx-2 parece ser o
mais importante na formacgdo da metaplasia, mas outras moléculas tém que ser ativadas
conjuntamente. Fatores de “intestinaliza¢ao” como o MUC?2, villin, sucrase isomaltase,
entre outros, tém que ser expressos, e € o Cdx-2 que o permite, pela metilacdo das
regibes promotoras destes genes. Muitos outros fatores atuam sinergicamente com o
Cdx-2, para que se dé a transformagdo metaplasica: GATA-4 e HNF-1-a cooperam na
expressao de fatores de transcricdo intestinais; GATA-6 e outros membros da familia
HNF interagem com o Cdx-2; verifica-se uma repressdao do gene P63; o fator NF-kB
ativa a producdo de citocinas pré-inflamatorias; a via de sinalizacdo Hedgehog ativa o
BMP4, que permite a manutencao do epitélio intestinal e a inibicdo da via Notch, para

que se formem enterdcitos e células caliciformes.

S&o os sais biliares que iniciam e promovem todos estes processos e a lesao do

epitélio esofagico quando presentes em meio acido.

Na transformacdo neoplasica do EB, a inflamagdo parece ter um papel

preponderante, por varios mecanismos que induzem instabilidade genética e
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encurtamento de telémeros. Este € um fendmeno crucial no desenvolvimento da
neoplasia. A via IL-6/STAT3 ativada neste contexto, por producdo paracrina e autdcrina
de IL-6 das células de EB transformadas, vai permitir a fuga das células & apoptose por
aumentar a expressdo da Mcl-1. Também ativa outras moléculas e genes como a
survivina, VEGF, C-MYC e ciclina D1 e MMP, que regulam processos implicados na
carcinogénese. A ativacdo de AID pelas citocinas inflamatorias também ajuda nesta
transformac&o, por induzir mutacdes genéticas nas células. ROS, NO e prostaglandinas
sdo também cruciais, bem como a reducdo de enzimas anti-oxidantes. Uma das fontes
de produgdo de ROS, muito lesivas ao ADN, é a ativagdo do NF-kB. A NOX-5,
isoforma de uma enzima que produz ROS, parece estar mais associada ao
desenvolvimento de ACE e a displasia do que as outras isoformas. A producéo de NO,
que induz instabilidade genética por formacdo de double strand breaks, é mediada por
varias sintetases (NOS), como por exemplo a cytokine-inducible (iNOS), ou pela
reducdo de nitritos da cavidade oral. A enzima COX-2 estd também envolvida no
processo carcinogéenico do EB. Ela produz prostaglandinas que induzem vias implicadas
na carcinogénese, através da sua interacdo com os recetores EP1, EP2 e EP4, ou pode,

diretamente, ativar a proteina Bcl-2, que conduz a resisténcia a apoptose.

As mutacdes genéticas encontradas nas células de EB com displasia e ACE
podem constituir futuros biomarcadores. E o caso da LOH, mutagBes pontuais ou
metilacdo alterada dos genes P53 e P16, os mais frequentes no ACE. Enquanto o P16
esta alterado logo nas fases iniciais deste processo e confere uma vantagem proliferativa
e de aquisicdo de mutagdes nas células, as mutagdes no P53 surgem mais tardiamente.
Na verdade, a LOH de P53 é o marcador mais bem estudado e que parece conferir
maior risco de desenvolvimento do ACE. MutagOes nos genes de APC, MGMT, MMR,

NER, KRAS, EGFR, TOPOIla, ciclina D1, E-caderina ¢ -catetina, podem igualmente
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ser estudados para serem considerados biomarcadores. No entanto, ainda tém que ser
realizados mais estudos para se perceber exatamente em que fase e como se formam
estas mutacOes. AlteracGes na ploidia do ADN e a quantificacdo da diversidade clonal
nos tecidos do EB sdo também outros possiveis biomarcadores, estando estes numa fase
mais bem estudada que os anteriores. Contudo, 0 seu uso pratico € dispendioso e
exigente. Alteraces epigenéticas e na expressdo de miRNA também s&o frequentes nas
células do EB e ACE, podendo estes vir também a ser biomarcadores, tal como as
mutacdes. Nas fases iniciais da sequéncia EB-ACE a hipometilagdo genética predomina,

sendo depois substituida pela hipermetilacdo no avancar do processo.

Apesar de todo este conhecimento, ainda muitos estudos sdo necessarios para
eleger o melhor marcador. Multiplas técnicas de biologia molecular tém sido usadas e
inimeros estudos tém sido realizados, mas nenhum marcador tem, ainda, uso pratico.
Segundo a Early Detection Research Network, entidade norte-americana que se ocupa
do desenvolvimento, avaliacdo e validacdo de biomarcadores para detecdo precoce e
avaliacdo do risco de cancro, praticamente todos os biomarcadores estudados para o
ACE, estdo na fase 3 e 4, isto €, em estudos retrospetivos e prospetivos, respetivamente.
Ainda nenhum se encontra na fase 5, na qual se vai verificar o efeito da utilizacdo do
marcador na taxa de mortalidade e o seu custo-beneficio (1, 70). Para que sejam aceites,
esses biomarcadores terdo que comprovadamente ser melhores do que os atuais métodos

de diagndstico e prognostico utilizados.

O objetivo final pretendido, é que, no futuro, se consigam associar conjuntos de
biomarcadores que predigam, com algum grau de certeza, quais 0s doentes em risco de

desenvolver ACE
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LISTA DE ACRONIMOS

ACE

ADC

AID

AINE

AMACR

ANXA1

AOL

ATC

Bcl-2

BMP4

Cdx2

CXCL1

CXCL3

COX-2

DAG

DBG

DMBT1

DRGE

EB

EGFR

FAS

FISH

FHIT

GATA

Adenocarcinoma do Esofago

Acid deoxicolico

Activation-induced cytidine deaminase
Anti-inflamatdrios ndo esteroides
Alfa-methylacyl coenzyme A racemase
Annexin Al gene

Aspergillus oruzae lectin

Acido taurocélico

B-cell lymphoma 2 protein

Bone morphogenic protein 4
Caudal-related homologue 2
Chemokine (C-X-C motif) ligand 1
Chemokine (C-X-C motif) ligand 3 (CXCL3)
Cicloxigenase-2

Displasia de alto grau

Displasia de baixo grau

Deleted in malignant brain tumors 1
Doenca do Refluxo Gastro-esofagico
Esofago de Barrett

Epidermal growth factor receptor

Fas cell surface death receptor
Fluorescence in-situ hybridization
Fragile histidine triad

GATA binding protein
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GPX
GST
HIF-1a
HNF
IBP

IGF

IMC
JAK
INOS
K20
LgR5
LOH
MAPK
Mcl-1
MGMT
mMiRNA
MMP
MMR
Muc2
NER
NO
Notch
PARP1

PDCD4

Glutationa peroxidase
Glutationa-S-transferase

Hypoxia-inducible factor 1-alpha
Hepatocyte nuclear factor

Inibidores da bomba de protdes

Fatores de crescimento insulina-like
Interleucina

indice de massa corporal

Janus Kinase

Forma induzivel da sintetase do éxido nitrico
Cytokeratin 20
Leucine-rich-repeat-containing G-protein-coupled receptor 5
Perda de heterozigotia

Mitogen-activated protein kinase

Induced myeloid leukemia cell differentiation protein 1
O°metyl-guanine metyltransferase
MicroRNAs

Metaloproteinases

Mismatch Repair System

Mucin 2

Nucleotide excision repair

Oxido nitrico

Notch pathway

Poly (ADP-ribose) polymerase 1

Programmed cell death 4
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RAS Rat sarcoma

ROS Espécies reativas de oxigénio
SHH Sonic Hedgehod
SI Sucrase isomaltase

SMARCD1 SWI/SNF-related matrix-associated actin-dependent regulator of

chromatin subfamily D member 1

STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3
TFF3 Intestinal trefoil factor

TGFp Transforming growth factor beta

TNF-a Tumor necrosis factor o

VEGF Vascular endotelial growth factor

whnt Wingless-related integration site pathway
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