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RESUMO - Racional - A doenca do refluxo gastroesofagico é a afeccdo digestiva

de maior prevaléncia. Os portadores podem apresentar na evolugdo algumas
complicagdes, sendo o eséfago de Barrett a de maior importancia, tendo em vista seu
potencial de malignidade. Todavia os processos inflamatorios do trato gastrointestinal
podem apresentar degeneragdo maligna. Objetivos - Avaliar os possiveis danos
do DNA em portadores de esofagite de refluxo gastroesofagico de varios graus e
verificar a aplicacdo do ensaio Cometa na deteccdo dos mesmos. Métodos - Foram
estudados 25 pacientes distribuidos em quatro grupos: controle (n=5), esofagite
leve (n=8), esofagite severa (n=5) e cancer (n=7). O ensaio Cometa foi realizado no
sangue periférico (linfocitos) e bidpsia do terco distal do eséfago. Resultados - O
ensaio Cometa detectou danos no DNA nos pacientes com esofagite leve e severa
(sangue periférico e bidpsia), sendo que na esofagite severa a intensidade dos danos
foi maior (p<0,05). Os danos do DNA dos pacientes com esofagite severa e cancer
ndo mostraram diferenca significativa e a intensidade dos mesmos corresponde ao
ensaio Cometa classe 4 (maior que 95% de danos). Conclusées - 1) As frequéncias de
quebras do DNA da mucosa esofégica e linfocitos estdo diretamente relacionadas ao
grau de inflamacao; 2) a esofagite severa apresenta praticamente a mesma frequéncia
de danos no DNA do cancer esofagico; 3) o ensaio Cometa mostrou-se muito sensivel
para a detec¢do dos danos do DNA.

ABSTRACT - Background - The gastroesophageal reflux disease is the most prevalent

digestive disorder. Patients with it may present some complications during its
development, and Barrett's esophagus is the most important in view of its potential
malignancy. However, the inflammatory processes of the gastrointestinal tract may
show malignant degeneration. Aim - To assess possible DNA damage in patients with
gastroesophageal reflux esophagitis of various degrees and to evaluate the application
of the Comet assay in its detection. Methods - Twenty-five patients were studied.
They were divided into four groups: control (n=5), mild esophagitis (n=8), severe
esophagitis (n=5) and cancer (n=7). The Comet assay was performed on peripheral
blood cells (lymphocytes) and biopsy of the distal esophagus. Results - The Comet
assay detected DNA damage in patients with mild and severe esophagitis (peripheral
blood and biopsy), and damage intensity was greater in severe esophagitis (p<0,05).
DNA damage in patients with severe esophagitis and cancer did not show significant
difference, and its intensity corresponds to class-4 Comet assay (greater than 95%
of damage). Conclusions - 1) The frequencies of DNA breakage in the esophageal
mucosa and lymphocytes are directly related to inflammation level; 2) severe
esophagitis shows virtually the same DNA damage frequency as that of esophageal
cancer; 3) the Comet assay showed to be very sensitive for DNA damage detection.
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INTRODUCAO

constitui importante afeccdo do trato

gastrointestinal, tendo em vista a elevada
e crescente incidéncia, a intensidade dos sintomas
e a gravidade das complicacbes, dentre as quais
o esOfago de Barrett (EB) destaca-se como a mais
importante®>. O EB representa o Ultimo estdgio da
esofagite desencadeada pela DRGE, na qual o epitélio
escamoso distal exposto cronicamente ao conteludo
gastroduodenal é substituido pelo epitélio colunar
metaplasico'. O risco de desenvolvimento de cancer
em pacientes com EB ndo estd bem estabelecido e as
taxas variam de 0,4 a 1,5% por ano de seguimento®’.

Todavia qualquer processo inflamatério do trato
gastrointestinal predispSe a degeneracdo maligna®,
fato que deve ocorrer ndo sé com o EB como também
nos estagios menos avancados da esofagite’.

Além disso, produtos bacterianos liberados no
local dainflamagdo podem causar danos ao DNA e estes
podem representar a fase inicial da carcinogénese’2.

Os objetivos deste trabalho foram estudar os
possiveis danos no DNA da mucosa esofagica e sangue
periférico de pacientes com esofagite de refluxo em
diferentes graus e verificar a aplicacdo do ensaio
Cometa como auxiliar no diagnostico dos danos do
DNA e risco ao cancer do eséfago.

Q doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE)

METODO

O projeto deste trabalho foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu, tendo sido aprovado (oficio
187/2001). Todos os pacientes assinaram termo de
consentimento livre e esclarecido.

Foram estudados 25 individuos (21 homens e
quatro mulheres), com idades variando entre 15 e 85
anos (média: 57,32 + 18,00 anos) (Tabela 1).

TABELA 1 - Aspectos demograficos, observados nos pacientes
dos quatro grupos estudados

Grupo N Idade média Masculino Feminino
Controle 5 53 + 20,63 3 2
Esofagite leve 8 50,12 + 18,58 6 2
Esofagite severa 5 51,8 + 18,07 5 0
Cancer 7 65,42 + 14,08 7 0
Total 25 57,6 £ 18,0 21 4
ApoOs avaliagdo clinica os individuos foram

submetidos a endoscopia digestiva alta e divididos
em quatro grupos, na dependéncia do achado
endoscdpico®®: grupo controle (mucosa normal), grupo
esofagite leve (esofagite de refluxo graus I e I), grupo
esofagite severa (esofagite de refluxo graus III e 1V),
grupo cancer (carcinoma espinocelular do es6fago).

Durante o exame endoscopico foram coletadas
quatro biopsias do esdfago distal e 5 ml de sangue
periférico. Duas amostras das bidpsias foram colocadas
em frascos contendo solucdo salina balanceada de
Hanks e as demais em meio de congelamento.

Todas as amostras foram encaminhadas para
andlise dos danos do DNA, utilizando o ensaio
Cometa®.

As células da mucosa esofagica e linfocitos foram
isolados por digestdo de proteinas e colagenase,
segundo a técnica descrita por Pool-Zobel, et al.®.
A seguir as células foram submetidas ao teste de
viabilidade com solucdo de brometo de etidio.

Determinacao dos danos de DNA

A técnica utilizada para determinacdo dos danos
do DNA foi a descrita por Singh, et al.?°, modificada
por Klaude, et al., conforme protocolo de Speit e
Hartmann?.

O estudo das laminas permitiu a analise em teste
cego de 5000 células, sendo 50 por [amina, totalizando
200 células por individuo.

A andlise das células foi feita pelo sistema de
imagem em microscépio de epiflurescéncia (Axiophot II,
Zeiss) e aumento de 400X. Foram visualizadas imagens
com contornos circulares (sem danos do DNA — classe 0)
e estruturas em forma de “Cometas” (com danos no DNA
— Classes 1 a 4). O ensaio Cometa classe 4 representa
danos do DNA em percentual superior a 95%.

A extensdo de cada imagem significa a distancia
da migracdo da fita de DNA danificada. Em cada lamina,
a quantidade de cometas foi multiplicada pelo valor de
sua classe, dando origem aos escores de cada lamina,
que podem variar de 0 (sem danos) a 200 (maximo de
danos). Os escores de cada lamina foram somados,
resultando nos escores finais.

A quantificagdo dos danos no DNA das células foi
realizada pelo "Internative Image Analisys System Comet
Assay II, da Percentive Instruments. Os parametros
medidos foram o0 momento de cauda (comprimento da
cauda x intensidade da cauda ou frequéncia do DNA
migrado) e o total de escores nos grupos.

Para a andlise estatistica foi utilizado o teste de
Tukey, que permitiu a comparacdo do momento de
cauda e total dos escores nos quatro grupos estudados.

RESULTADOS

Na Tabela 2 estdo expostas as médias dos
parametros avaliados no sangue, segundo grupos e
testes estatisticos.

Na Tabela 3 estdo as médias dos parametros
avaliados nas bidpsias segundo grupos e testes
estatisticos.

Considerando o parametro momento de cauda
(Figura 1) foi observada que nas bidpsias houve
diferenca significante entre os grupos controle,
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TABELA 2 - Médias dos parametros avaliados no sangue
segundo grupos e testes estatisticos

Controle
Esofagite leve
Esofagite severa
Cancer

0,004 + 0,008 a
0,018 £ 0,024 a
0,605 + 0,402 b
1,183 +1,129b

1400+ 114 a
42,250 + 28,64 b
143,600 + 14,82 c
167,286 + 22,60 c

Nota: média de grupos seguidos de letras iguais ndo diferem significativamente (0,05)

TABELA 3 - Médias dos parametros avaliados nas bidpsias
segundo grupos e testes estatisticos

Controle
Esofagite leve
Esofagite severa
Cancer

0,014 £ 0,029 a
0,305 + 0,374 b
4,962 + 1,116 ¢
4,838 + 3,296 ¢

2,00 + 200 a
77,88 £ 28,00 b
220,00 + 12,64 c
256,42 +12,38d

Nota: média de grupos seguidos de letras iguais néo diferem significativamente (0,05)

esofagite leve, esofagite severa e cancer, porém os
grupos esofagite severa e cancer ndo mostraram
diferenca significante (p>0,05). A Tabela 2 mostra que
no sangue os grupos controle e esofagite leve nao
mostraram diferenca significativa, ao se considerar
0 parametro momento de cauda. Todavia os valores
observados nestes grupos sdo menores que os dos
grupos esofagite severa e cancer (p<0,05).
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FIGURA 1 - Ensaio Cometa avaliado nos quatro grupos
analisando o parametro momento de cauda
(linfécitos, bidpsias)

Para os escores (Figura 2) foi observado que ao
se considerar as bidpsias, os quatro grupos estudados
diferem entre si (Tabela 3). Com relagdo ao sangue,
os grupos controle, esofagite leve e esofagite severa
diferem entre si (p<0,05), porém os grupos esofagite
severa e cancer ndo mostraram diferenca significativa
(Tabela 2).
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FIGURA 2 - Ensaio Cometa avaliando nos quatro grupos,
analisando o parametro escores (linfécitos,
biopsias)

DISCUSSAO

Nesta pesquisa foram estudados oito individuos
com esofagite leve e cinco com esofagite severa. Aidade
média dos pacientes com esofagite severa foi de 61,8
+ 18,07 anos, mais elevada que a observada naqueles
com esofagite leve (50,12 + 18,58 anos), sugerindo que
a mucosa esofagica sofreu a agdo lesiva do suco gastrico
por maior tempo, resultando em processo inflamatorio
grave. Resultado semelhante foi observado por Tseng,
et al.?%, em estudo epidemioldgico realizada na China.

Além dos pacientes com esofagite, foram
estudados também sete individuos com carcinoma
espinocelular do es6fago. Neste grupo todos os
pacientes eram homens, confirmando os dados de
literatura, segundo a qual a doenca tem predilecao
por individuos do género masculino®?. A idade dos
pacientes com cancer do esofago (65,42 + 14,08 anos)
nao difere da referida pela maioria dos autores®?.
Os pacientes deste grupo ndo receberam terapia
neodjuvante (quimioterapia e/ou radioterapia) antes da
coleta do sangue ou biépsia do es6fago distal, conduta
que provocaria danos do DNAZ,

A presente pesquisa foi realizada com o objetivo
de avaliar os danos do DNA da mucosa esofagica e
sangue periférico de portadores de esofagite de refluxo
gastroesofagico.

O DNA ndo é uma molécula estavel e
frequentemente estd exposta a diversos agentes,
naturais ou artificiais, que podem provocar-lhe danos®.
Em condi¢des normais, cerca de 99% dos danos do
DNA podem ser reparados, mas aproximadamente
1% pode permanecer no genoma da célula’. Os danos
do DNA néo reparados podem resultar em perda de
informacdo genética, ou interferéncia na transcricdo e
replicacdo, sendo portanto deletérios ao hospedeiro®.

Outro aspecto de grande importancia é que
os danos no DNA podem induzir a mutacao'®#. Tal
instabilidade genética pode estar ligada a varias
doencas, entre elas o cancer?°.

Assim, a deteccdo de danos do DNA constitui
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importante conduta em pesquisas ligadas a genética
toxicologica e epidemiologia moleculart®?,

Nesta pesquisa foi utilizado o ensaio Cometa
ou Single Cell Gel Eletrophoresis, teste indicador de
genotoxicidade, pois quantifica os danos do DNA. O
ensaio Cometa foi utilizado por varios pesquisadores?!4,

A avaliacgo dos danos do DNA no sangue
periférico (Tabela 2 — momento de cauda), mostrou
que nos grupos controle e esofagite leve os valores
ndo diferem. Todavia nos grupos esofagite severa e
cancer os valores sdo maiores que aqueles dos dois
grupos anteriores (diferenga significativa). Nos grupos
esofagite severa e cancer os valores observados nao
mostram diferenca significativa. Ao se considerar o
parametro escores (Tabela 2) foi observado que nos
grupos controle, esofagite leve e esofagite severa os
valores diferem entre si, com danos mais significativos
no grupo esofagite severa (143,6 + 14,82) que no grupo
esofagite leve (42,5 + 28,64). Nos grupos esofagite
severa e cancer os valores observados ndo mostram
diferenca significativa (143,6 + 14,82 X 167,28 + 22,60).
A comparacdo de destes resultados com a literatura
estd prejudicada, pois ndao encontrou-se trabalhos
semelhantes no levantamento bibliografico.

A tabela 3 demonstra que ao se analisar os danos
do DNA na mucosa do es6fago, os valores observados
nos grupos controle, esofagite leve e esofagite severa
diferem entre si, sendo mais elevados no grupo
esofagite severa (4,96 + 1,11) que na esofagite leve
(0,305 + 0,37). Os grupos esofagite severa e cancer
ndo apresentam diferenga significativa (4,96 + 1,11 X
5,24 + 3,29). Estes resultados foram observados ao se
considerar o parametro momento de cauda, os quais
concordam com os publicados por Ladeira, et al.*2
Estes autores estudaram bidpsias da mucosa gastrica
de pacientes com gastrite leve e severa e observaram
que quanto maior a gravidade do processo inflamatorio
maior a intensidade dos danos do DNA.

Nos pacientes dos grupos esofagite severa e
cancer os danos do DNA correspondem ao ensaio
Cometa classe 4, com percentual acima de 95%.

Ao se considerar o parametro escores, os valores
observados nas bidpsias dos pacientes controle,
esofagite leve, esofagite severa e cancer diferem entre
si, sendo mais elevados na esofagite severa (220+
12,64) que na esofagite leve (77,88 + 28).

Nos processos inflamatérios, uma variedade de
fagdcitos (neutrdéfilos, monécitos e macréfagos) é capaz
de gerar radicais livres em respostas a mediadores
pro-inflamatérios?t.  Os radicais livres induzem
consequéncias nocivas ao DNA da célula, podendo
induzir quebras do DNA e outras modificacdes
genéticas que sdo potencialmente carcinogénicas?.

Neste estudo, através da andlise dos dados
obtidos e levando-se em conta o grau de inflamagao
da mucosa, pode-se constatar que o aumento da
frequéncia de quebras do DNA estad relacionado ao
aumento da intensidade de inflamacdo da mucosa,
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com diferengas significativas entre os danos do DNA
na mucosa normal, esofagite leve, severa e cancer.

Deve-se salientar que o ensaio Cometa é uma
técnica muito sensivel, que permite a avaliacdo dos
danos no DNA de diferentes populagdes de células,
além de permitir detectar diferencas existentes na
atuagdo do mecanismo de reparo.

Com base nestes dados sugere-se a possibilidade
de que a prépria inflamacdo exerce forte efeito
genotdxico e consequente instabilidade genémica nas
células, aumentando a probabilidade de degeneragao
maligna.

CONCLUSOES

As frequéncias de quebras no DNA da mucosa
esofagica e nos linfécitos do sangue periférico estdo
diretamente relacionadas ao grau de inflamacédo; a
esofagite severa apresenta praticamente a mesma
frequéncia de danos no DNA do cancer esofagico;
o ensaio Cometa mostrou-se muito sensivel para a
deteccdo dos danos do DNA, parecendo ser promissora
como teste prognostico de susceptibilidade para
degeneracao maligna.
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