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ESOPHAGOGASTRIC JONCTION ADENOCARCINOMA (EGJAC) AND PREMALIGNANT
LESIONS CORELATED WITH CLINICAL DATAS (Abstract): The aim of our study was to evaluate
the expression of COX2 by immunohistochemical (IHC) and molecular metods on biopsies from patients
with esophagites, Barrett’s esophagus (BE) and EGJADC and to correlate these findings with
semnificative clinical datas (manometry, ph monitoring, medical and surgical tratament effects). We have
evaluated by endoscopy with biopsy and IHC for COX2 , esophageal manometry and 24h pH monitoring
25 esophagitis and 21 BE. 54 EGJADC were tested by IHC for COX2 expression and also by RT-PCR on
fresh tumoral tissue. Our results suggest that COX2 expression was correlated with manometry, ph
monitoring and histopatholgical aspects. All EGJADCs tested for COX2 were positive but there was no
statistical correlation with histologic type, grading and pTNM stage.
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INTRODUCERE

Ciclooxigenazele sunt implicate in patogeneza unor tumori maligne umane, iar
beneficiul terapeutic al inhibitorilor COX2 a fost demonstrat. Supraexpresia COX2 a
fost demonstrata la pacientii cu esofag Barrett (EB) si adenocarcinom (AC) esofagian
[1-5]. Administrarea de inhibitori de COX2, selectivi sau neselectivi, asociatd cu
antiacide ar putea fi o strategie promitatoare de preventie a malignizarii esofagului
Barrett [2,5].

MATERIAL SI METODA

Au fost investigati prin endoscopie digestiva superioara (EDS) cu biopsie,
manometrie si ph-metrie esofagiana pe 24 ore, 25 de pacienti cu esofagita si 21 pacienti
cu esofag Barrett internati in Clinica de Chirurgie Generald si Esofagiana a Spitalului
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Clinic ,,Sf Maria” Bucuresti. Esofagita a fost definita endoscopic ca prezenta de
eroziuni liniare sau confluente la nivelul esofagului distal.

La pacientii cu esofag Barrett au fost prelevate biopsii din cele 4 cadrane, la
fiecare 2 cm. Aspectul endoscopic sugestiv pentru EB a fost verificat histopatologic
pentru prezenta metaplaziei intestinale folosind coloratia uzuala hematoxilind—eozina
(HE) (Fig. 1) si coloratia specialda Albastru-Alcian ph 2,5. Pacientii cu simptomatologie
de reflux dar fara modificari vizibile endoscopic au fost definiti ca avand boala de reflux
non-erozivd. Biopsiile recoltate endoscopic de la pacientii cu esofagitd si EB au fost
evaluate ulterior imunohistochimic (IHC) pentru expresia COX2 (Fig. 2, 3).

Lotul de studiu a cuprins si 54 de cazuri de AC de jonctiune eso-gastrica operate
la care s-a facut evaluarea imunohistochimica si moleculara a expresiei COX2 pe tesut
tumoral arhivat (Fig. 4) si respectiv proaspdt, recoltat intraoperator (Fig. 5, 6).

Fig. 1 Eofag Barrett
a metaplazie intestinald cu celule caliciforme si displazie negativa, HE, 10x b. Mucoasa
de tip Barrett, displazie incerta, HE, 4x ¢. Mucoasa de tip Barrett cu displazie low-grade, HE, 4x.

Fig. 2 Esofagita
a COX2 pozitiv - IHC, 4x b. COX2 pozitiv - THC, 10x ¢. COX2 pozitiv, 4x
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Fig. 3 Esofag Barrett
a. COX2 pozitiv zonal 1+, [HC 4x b. COX2 pozitiv 2+, IHC, 4x ¢. COX2 pozitiv 2+,
THC, 10x
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Metoda imunohistochimica: S-a utilizat metoda IHC indirectd tristadiala
AVIDINA-BIOTINA-PEROXIDAZA (ABC) descrisa de Hsu SM et al in 1981 [6],
modificata de Bussolati si Gugliotta 1n 1983 [7].

Prin metode de biologie moleculara (RT-PCR) a fost verificatd prezenta ARNm
pentru COX2 pe grupul de adenocarcinoame. Extractia ARNm din probele de tesut
proaspat s-a facut utilizdnd reactivul TRI-REAGENT (SIGMA). Verificarea
electroforetica a ARN-ului s-a facut prin Incarcarea a 10ul ARN in gel de agaroza 1%.
Vizualizarea celor doua benzi coespunzand ARNr 28S si 18S a demonstrat reusita
extractiei.

Reactia de revers- transcriere: ARN-ul obtinut anterior s-a utilizat ca matrita in
reactia de revers-transcriere realizatd cu ajutorul kitului SuperScript III First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, cat.no.18080-051).

Fig. 4 Carcinom intramucos multifocal cu celule izolate la jonctiunea eso-gastrica, dezvolat
pe metaplazie intestinala (EB)
a (HE, 4x) si b (HE. 10x) c. Expresia IHC a COX-2 in celulele mucinoase din adenocarcinom,
10x (reactie pozitiva 3+).

R JHE g

Fig. 5 a. Extractie ARN — electroforeza in gel de agarozi 1%; b. Verificarea
electroforeticd a reactiei PCR pentru COX-2 - godeu 1, 2,3,4- cazuri intens pozitive; godeu
5,6- cazuri slab pozitive (dimensiune fragment de interes 203pb), godeu 7,8 control pozitiv
(dimensiune fragment: 280pb), godeu 9- control negativ
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Reactia de amplificare: Pentru amplificarea COX-2 s-au utilizat primeri
prefabricati: Human COX-2 PCR Primer Pair (R&D Systems, cat.no. RDP-290-025).
Dimensiunea produsilor: 203 pb (cDNA), 692 pb (ADN genomic), 280pb (control
pozitiv).

Mixul pentru amplificare este alcatuit din: proba de analizat (o mica cantitate din
cDNA obtinut anterior), amestecul celor doi primeri, Taq polimeraza (GoTaq), clorura
de magneziu, mix de nucleotide, si tampon. Pentru reactia de amplificare a fost folosit
termocyclerul Perkin Elmer. Evidentierea materialului amplificat a fost facutd prin
electroforeza in gel de agaroza 2%, in plan orizontal. Identificarea fragmentului obtinut
s-a facut comparand migrarea cu a unui marker care s-a ales n functie de marimea
fragmentului amplificat, de structura primerilor si de DNA-ului gazdei.

Manometria esofagiana: Toti pacientii au efectuat manometrie esofagiana
conventionald. A fost localizat si masurat sfincterul esofagian inferior (SEI). Punctul de
inversiune respiratorie a fost determinat si folosit ca punct de referinta pentru masurarea
SEIL Datele obtinute au fost transferate pe un computer si au fost analizate folosind un
software special (Phoenix V3, Albyn Medical Ltd). Au fost studiate amplitudinea,
durata si propagarea undelor peristaltice esofagiene si lungimea totala, lungimea
abdominala si presiunea medie a SEI. Am defint un SEI incompetent cand au fost
prezente unul sau mai multe din urmatoarele criterii: lungime totald < 2 cm, lungime
abdominala < 1 cm, presiune medie < 6 mmHg.

PH-metria esofagiana: S-a efectuat monitorizarea pe 24 ore a pH-ului esofagian
folosind un electrod de pH conectat la un aparat digital portabil de inregistrare a datelor
(iPh Longterm pH Metry Recorder, Standard Instruments Gmbh, Germany). Refluxul
acid patologic a fost definit de prezenta unui pH < 4 1n esofagul distal pentru mai mult
de 4,4% din timpul examinat.

REZULTATE SI DISCUTII

Imunohistochimic, expresia COX2 a fost pozitiva in 18/25 esofagite (Fig. 2),
15/21 cazuri cu esofag Barrett (Fig. 3) si 8/13 cazuri cu aspect endoscopic normal dar cu
functie esofagiand modificata.

In adenocarcinoame (n=54) expresia COX2 a fost constant pozitivi cu grade
variate de intensitate: 1+ pozitivitate focald, citoplasmatica, <15% din celule tumorale
(n=14); 2+ pozitivitate citoplasmatica si membranara - 15-50% din celule tumorale
(n=26); 3+ pozitivitate difuza, intensd , membranara si citoplasmaticd >50% din celule
tumorale (n=14) (Fig. 4c).

Prin reactia de amplificare s-au obtinut benzi corespunzatoare ARNr 28S si 18S
pentru 13 din cele 15 cazuri studiate.

Din cele 13 cazuri au fost pozitive pentru prezenta ARNm COX2, 12 cazuri .
Pentru aceste cazuri s-a urmarit detectarea intensitatii benzilor utilizand aceeasi cantitate
de ARN ca matrita.

Prelucararea statistici a datelor a condus la concluzia ca expresia COX2
(-,+,++,+++) difera pe cele trei loturi studiate: esofagita, esofag Barrett, adenocarcinom.
(Test Likelihood Ratio; p = 0,0025).

Analiza statistica nu a relevat nici o asociere semnificativd intre valoarea
expresiei imunohistochimice a COX2 si aspectul morfologic (metaplazie intestinala,
prezenta/absenta displaziei) in cazurile de EB si nici In adenocarcinoame unde s-a
evaluat acest parametru (Fig.6a) fata de subtipul histologic, gradding si stadiul pTNM.
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In ceea ce priveste corelarea tulburirilor de kinetici esofagiand cu nivelul
inflamatiei la pacientii cu boala de reflux sau esofag Barrett aflati in studiu am constat
ca refluxul acid se asociaza cu o marcata deteriorare a kineticii esofagiene demonstrata
manometric §i cu o expresie crescuta a COX2 (Fig.6b), demonstrata imunohistochimic.
(testul Fisher -asocierea intre manometrie anormala si COX pozitiv, p = 0.0066).

Eficienta suprimarii refluxului acid prin terapii medicale, chirurgicale, tintite
antiCOX2 la pacientii cu esofag Barrett s-a obiectivat prin evaluare posterapeutica
clinica, endoscopicd, pH-metrica, manometrica, histologica si imunohistochimica pentru
COX2 [8].
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Fig. 6 Corelatii statistice ale COX2
a. Expresia COX2 pe grupe de leziuni (esofagite, EB, AC); b. Corelarea expresiei
COX2 cu aspectele manometrice.

Toti pacientii cu boald de refux gastro-esofagian (BRGE) si esofag Barrett au
primit tratament timp de 3 luni cu IPP 40 mg/zi, dozd unicd dimineata. Pacientii cu
esofag Barrett si COX2 pozitiv au primit asociat medicatie antiCOX2 (Celebrex®).

Dupa 3 luni, pacientii au fost reevaluati clinic si endoscopic. Trei pacienti cu EB
au continuat sa acuze simptomatologie de reflux, leziunile endoscopice fiind
nemodificate fatd de examenul precedent. Doi dintre acestia aveau sfincter esofagian
inferior (SEI) incompetent si s-a practicat fundoplicaturd Nissen. Cei doi pacienti cu
esofagitd si ulcer esofagian, la endoscopie au prezentat vindecarea ulcerului cu
persistenta leziunilor de esofagitd si a simptomatologiei. 19 pacienti au raportat din
punct de vedere clinic disparitia simptomatologiei, iar la endoscopie s-a observat
absenta leziunilor de esofagitd. Din cei 5 pacienfi care au continuat sd prezinte
simptome de reflux sau modificari endoscopice si aveau un SEI incompetent, 3 au
beneficiat de interventie chirurgicald, fundoplicatura Nissen. Ceilalti pacienti cu
manometrie normald au primit o doza dubla de IPP cu remisia simptomatologiei clinice
la 3 luni.

La supravegherea endoscopica a pacientilor cu esofag Barrett sub tratament
medical sau post fundoplicaturd nu am constat regresia lezionala morfologica in
conditiile normalizarii pH-metriei si manometriei esofagiene. De asemenea, la pacientii
cu EB cu expresie COX2 pozitivd in conditiile suprimarii refluxului acid si sub
tratament antiCOX2 nu am constatat la 3 luni modificarea expresiei IHC a COX2.

Studiile de manometrie esofagiana la pacientii cu esofag Barrett releva cel mai
frecvent o scadere importantd a presiunii in SEI, de aceea, acesti pacienti sunt
predispusi la reflux gastroesofagian [9]. De asemenea, se intdlneste o contractilitate
esofagiand scdzutd, ceea ce intarzie clearance-ul continutului iritativ din esofag.
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Tranzitul esofagian este semnificativ mai incetinit la cei cu esofag Barrett [10].
Manometria corpului esofagian poate detecta ineficienta clearance-ului esofagian prin
analiza amplitudinii si vitezei de propagare a undelor peristaltice. La acesti pacienti se
observa unde peristaltice de joasd amplitudine ce pot explica partial clearance-ul
esofagian alterat [11,12].

Studii recente pe loturi experimentale au ardtat ca inhibarea COX2 reduce
aparitia cancerului esofagian prin scaderea angiogenezei si a proliferarii epiteliale
precum si prin stimularea apoptozei celulelor epiteliale care au suferit mutatii genice.
Supraexpresia ciclooxigenazei-2 (COX-2) este frecvent intalnitd la pacientii cu
adenocarcinom pe esofag Barrett, iar studii recente pe loturi experimentale au aratat ca
inhibarea COX-2 prin utilizarea inhibitorilor selectivi sau nonselectivi (Aspirina) ar
reduce aparitia neoplaziei. Inhibitorii selectivi si nonselectivi COX2 reduc inflamatia si
activitatea COX2, avand un rol preventiv in malignizarea esofagului Barrett [4].
Chemopreventia cu inhibitori ai pompei de protoni si inhibitori COX2 este justificatd de
scaderea incidentei adenocarcinomului §i a mortalitatii in aceasta afectiune.

CONCLUZII

EDS cu biopsie si evaluare histopatologicd ofera cele mai corecte date asupra
gradului si riscului evolutiv al leziunii.

Prezenta unui SEI incompetent poate fi o cauza a unui raspuns mai slab la
tratamentul medical si poate fi un factor de luat in considerare pentru stabilirea
indicatiei tratamentului chirurgical. Intensitatea crescuta a expresiei COX2 paralel cu
evolutia esofagita — EB — adenocarcinom sustine implicarea acesteia in progresia
leziunii spre cancer, rolul ei ca biomarker al injuriei mucoasei esofagiene induse de
refluxul acid patologic, precum si ca potentiala tinta pentru terapie.
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