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Avaliação do papel dos Corpúsculos Lipídicos na Carcinogênes Esofágica 

RESUMO 

TESE DE DOUTORADO 

 Nina Carrossini Bastos 

O câncer de esôfago (CE) é a sexta causa mais freqüente de morte por câncer. Existem dois 
tipos principais de CE: Carcinoma Epidermóide (CEE) e Adenocarcinoma (ADE). Para o 
desenvolvimento do CEE os principais fatores de risco são o consumo de tabaco e álcool, e para o 
ADE podemos citar o refluxo esôfago-gástrico, obesidade e o esôfago de Barrett (EB), uma condição 
onde o epitélio estratificado do esôfago é substituído por um epitélio colunar metaplásico intestinal. 
Corpúsculos lipídicos (CL) são inclusões citoplasmáticas envolvidas na produção de eicosanóides e 
são mais abundantes em células associadas a reações inflamatórias e neoplasias. Sabendo que o 
processo inflamatório desempenha um papel importante no CE, o objetivo deste trabalho foi avaliar o 
papel dos CLs no CE. Primeiramente foi avaliada a presença de CL em amostras humanas de esôfago. 
Não houve marcação para ADRP nas amostras de esôfago normal, entretanto, houve um aumento 
gradativo na marcação dessa proteína na evolução do ADE e a marcação em CEE foi positiva em 
apenas poucos casos. Avaliamos também linhagens celulares de CE e observamos um aumento no 
número de CL na linhagem de ADE (OE33), quando comparada à linhagem de esôfago normal 
(Het1A) e a linhagem de CEE (OE21), corroborando os resultados anteriores. Para entender como os 
CLs eram formados já nos estágios iniciais de desenvolvimento do ADE, a linhagem Het1a, foi 
submetida a insultos que mimetizam os principais fatores de risco associados ao ADE e foi observado 
um aumento no número de CL quando incubada com pH ácido, ácidos biliares, nicotina e ácido oleico. 
Além disso, esses estímulos foram capazes de induzir aumento na expressão de genes associados à 
resposta inflamatória e também de gene envolvido no desenvolvimento do EB. Avaliamos também 
esses estímulos nas células tumorais e observamos que apenas a linhagem OE33 apresentou aumento 
no número de CL e aumento na expressão de IL-8 e COX-2. Com objetivo de entender melhor a 
diferença do número de CLs entre ADE e CEE foi realizada marcação para COX-2 nessas amostras e 
observamos que não houve diferença na marcação entre esses dois tipos tumorais, no entanto houve 
uma correlação positiva entre a marcação para CL e COX-2 nas amostras de ADE. Seguimos para 
caracterização da expressão de genes associados à reposta inflamatória. Foi observado um aumento da 
expressão de COX-2 e TLR4 na linhagem OE33, que foi acompanhado pelo aumento na produção de 
PGE2 e IL-8, quando comparada à OE21. A ativação de TLR4 induziu aumento de CL, transativação 
de NFκB, produção de IL-8 e PGE2 apenas na linhagem OE33. E a aspirina foi capaz de inibir esses 
efeitos. No entanto, não houve diferença na marcação para NFκB nas amostras humanas de ADE e 
CEE. Nosso próximo passo foi avaliar se os insultos que mimetizam os fatores de risco associados ao 
ADE eram capazes de ativar o receptor TLR4, porém isso não foi confirmado. Uma vez que os CLs 
concentram mediadores inflamatórios e estão presentes em níveis aumentados já em estágios iniciais 
do desenvolvimento do ADE, podemos concluir que os CLs apresentam um papel relevante na 
carcinogênese desse tumor, o que não ocorre para o CEE. 
Palavras-chave: Câncer de Esôfago, Corpúsculos lipídicos, Inflamação 
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Evaluation of the role of Lipid Droplets in Esophageal Carcinogens 

ABSTRACT 

TESE DE DOUTORADO 

 Nina Carrossini Bastos 

Esophageal cancer (EC) is the sixth most frequent cause of cancer death. There are two main 
types of EC: Epidermoid Carcinoma (EEC) and Adenocarcinoma (ADE). For the development of 
CEE, the main risk factors are tobacco and alcohol consumption, and for ADE we can mention 
esophagogastric reflux, obesity and Barrett's esophagus (BE), a condition where the stratified 
epithelium of the esophagus is replaced by an intestinal metaplastic columnar epithelium. Lipid 
droplets (LD) are cytoplasmic inclusions involved in the production of eicosanoids and are more 
abundant in cells associated with inflammatory reactions and neoplasms. As the inflammatory process 
plays an important role in EC, the objective of this work was to evaluate the role of LDs in EC. First, 
the presence of LD was evaluated in human esophageal samples. There was no ADRP staining in the 
normal esophagus samples, however, there was a gradual increase in staining score of this protein in 
the evolution of the ADE and in EEC cases ADRP staining was positive in only a few cases. We also 
evaluated EC cell lines and observed an increase in the number of LD in the ADE cell line (OE33) 
when compared to the normal esophagus cell line (Het1A) and the EEC cell line (OE21), 
corroborating the previous results. To understand how LDs were formed in the early stages of ADE 
development, the Het1a cell line was subjected to insults that mimic the major risk factors associated 
with ADE and an increase in the number of LD was observed when incubated with acidic pH, bile 
acids, Nicotine and oleic acid. In addition, these stimuli were able to induce an increase in the 
expression of genes associated with the inflammatory response and gene involved in the development 
of BE. We also evaluated this stimulus in tumor cells and found that only the OE33 cell line showed 
increased LD number and increased expression of IL-8 and COX-2. In order to understand better the 
difference in the number of LDs between ADE and EEC, marking for COX-2 in these samples was 
performed and we observed that there was no difference in staining between these two tumors types, 
however there was a positive correlation between the labeling for LD and COX-2 in ADE samples. 
We continue to characterize the expression of genes associated with the inflammatory response. An 
increase in COX-2 and TLR4 expression was observed in the OE33 cell line, which was accompanied 
by increased production of PGE2 and IL-8 when compared to OE21. Activation of TLR4 induced 
increase in LD number, NFκB transactivation, IL-8 and PGE2 production only in the OE33 lineage. In 
addition, aspirin was able to inhibit these effects. However, there was no difference in the labeling for 
NFκB in the human samples of ADE and EEC. Our next step was to assess whether the insults that 
mimic risk factors associated with ADE were able to activate the TLR4 receptor, but this was not 
confirmed. Since LDs concentrate inflammatory mediators and are present at increased levels already 
in the early stages of ADE development, we can conclude that LDs play a relevant role in the 
carcinogenesis of this tumor, which does not occur for the EEC. 
Key words: Esophageal Cancer, Lipid Droplets, Inflammation 
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1. Introdução 

1.1 Câncer de Esôfago 

1.1.1 Epidemiologia 

 O câncer de esôfago responde pela oitava posição em incidência e sexta em letalidade 

dentre todos os tipos de tumor. É um dos tumores mais letais do trato gastrointestinal fazendo 

com que suas taxas de mortalidade guardem semelhança às taxas de incidência. Oitenta por 

cento das mortes por este tumor ocorrem em países em desenvolvimento, sendo que a América 

do Sul é uma das áreas de elevada incidência (Hongo et al., 2009; Ferlay et al., 2010; Globocan, 

2012). No Brasil, o câncer de esôfago é o quarto em óbitos entre os homens e o sétimo em 

óbitos entre as mulheres. Para o ano de 2016, estima-se 7.950 casos novos de câncer de esôfago 

em homens e 2.860 casos em mulheres no Brasil (INCA, 2015).  O câncer de esôfago é 

praticamente assintomático. Somente quando há envolvimento circunferêncial ou considerável 

penetração do lúmen, momento onde a doença se encontra em estágios avançados, é que esta se 

torna sintomática, sendo a disfagia o principal sintoma (Lagergren & Lagergren, 2010). Nesta 

circunstância, o tratamento costuma resultar em uma sobrevida média de cinco anos em apenas 

10% dos pacientes, falecendo a maioria devido à disseminação da doença (Craddock, 1993), o 

que demonstra a extrema importância em estudar e compreender detalhadamente a evolução 

desta doença visando um diagnóstico precoce e melhor manejo clínico. 

Existem dois tipos histológicos principais de câncer de esôfago: carcinoma epidermóide 

(CEE) e adenocarcinoma (ADE). Estes dois tipos diferem completamente quanto aos fatores 

etiológicos associados, às populações afetadas, à localização geográfica, às alterações 

moleculares e à evolução da neoplasia (Lagergren & Lagergren, 2010).  

Segundo a Worldwide Esophageal Cancer Collaboration (WECC), o câncer de esôfago 

no mundo é uma doença de homens idosos, mais encontrada na região distal do esôfago e a 

prevalência do tipo histológico difere geograficamente: enquanto que o CEE é mais comum no 

oriente, o ADE está mais presente no ocidente (Figura 1.1) (Hongo et al., 2009; Arnold et al., 

2014) e a idade típica de surgimento varia entre 65-70 anos. 

O CEE representa o principal tipo histológico de câncer de esôfago em países em 

desenvolvimento e uma proporção menor em países do primeiro mundo (Craddock, 1993). Uma 

característica peculiar do CEE é a acentuada variação geográfica de sua incidência, com áreas 
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de alta incidência margeando áreas em que a incidência desta doença reduz em até dez vezes. 

As áreas de maior incidência estão localizadas na China, no Norte do Irã, partes da África 

Oriental, na França e no Brasil (Vizcaio et al., 2002; Arnold et al., 2014) (Figura 1.1). No 

Brasil, a maior incidência de CEE está localizada nas regiões Sul e Sudeste (INCA, 2015). 

O ADE apresenta diferenças em quase todos os parâmetros em relação ao CEE.  

Entretanto, uma das diferenças mais marcantes é a observada quanto às variações nas taxas de 

incidência reportadas nas últimas décadas em relação a estes dois tumores. Enquanto a 

incidência do CEE tem apresentado uma queda ou estabilidade, principalmente em regiões onde 

os fatores etiológicos foram conclusivamente identificados (Vizcaio et al., 2002; Giri et al., 

2015), a incidência de ADE apresentou nas últimas três décadas um crescimento vertiginoso 

(DeMeester, 2009; Arnold et al., 2014). Segundo as estatísticas do Surveillance Epidemiology 

and Ends Results (SEER) entre 1975 e 2004 houve um aumento de 460% na incidência de ADE 

em homens brancos nos Estados Unidos (Rice et al., 2009), apresentando a taxa de crescimento 

mais rápida dentre todos os tipos de câncer e fazendo com que este tipo de câncer de esôfago 

ultrapasse a frequência de CEE em homens brancos com idade inferior a 55 anos nos Estados 

Unidos (Brown et al., 2008). Situação semelhante é observada em outros países desenvolvidos, 

como no Reino Unido, onde a incidência de ADE em homens brancos é a maior do mundo, 

chegando ao dobro daquelas observadas nos EUA e na Austrália: aproximadamente 4.0-7.0 por 

100.000 habitantes (Bollschweiler et al., 2001; BotterWeck et al., 2000). Entretanto, o CEE 

continua sendo o tipo hitopatológico mais prevalente, respondendo por aproximadamente 80% 

dos casos de câncer de esôfago no mundo (Vizcaino et al., 2002). Outra importante diferença 

observada entre o ADE e o CEE é a razão de incidência entre homens e mulheres, enquanto que 

para o ADE essa proporção é de 7:1, no CEE é apenas de 3:1. Não se sabe ainda o porquê dessa 

maior incidência em homens ser mais expressiva em ADE (Rutegard et al., 2010). Em CEE 

essa razão pode ser explicada em parte pela diferença na exposição aos fatores de risco entre os 

sexos (Cook et al., 2009). Dentre as semelhanças entre o ADE e o CEE, uma das poucas 

existentes, é o prognóstico ruim dos pacientes que apresentam estes tumores: a taxa de 

sobrevivência em cinco anos é de somente 13-15% (Spechler et al., 2010), o que faz com que a 

prevenção tanto do CEE quanto do ADE seja de absoluta importância. 

 



 18

Taxa de Incidência
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Adenocarcinoma
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Figura 1.1. Distribuição Geográfica das taxas de incidência para o câncer de esôfago em homens. As taxas de 
incidência para o ADE estão representadas no mapa superior e para o CEE no mapa inferior. Para o ADE a 
incidência é mais elevada em países ocidentais e baixa em países asiáticos, enquanto que, para o CEE, a incidência 
é elevada em países asiáticos e baixa em países ocidentais. A incidência de ADE é elevada nos Estados Unidos, 
Austrália e Reino Unido. Figura adaptada de Arnold et al, 2014. 
  

1.1.2 Etiologia 

 

1.1.2.1 Carcinoma Epidermóide de Esôfago 

 

Diferentes fatores etiológicos já foram associados às elevadas taxas de incidência de 

CEE observadas nas regiões demonstradas na Figura 1.1. No Norte da China, o principal fator 

etiológico associado ao desenvolvimento do CEE é o consumo de alimentos contaminados com 

nitrosaminas (Tran et al., 2005), enquanto que no Nordeste do Irã é o elevado consumo de ópio 

(Nasrollahzadeh et al., 2008) e na França é o consumo exacerbado de álcool (Vizcaino et al., 

2002). Nos países ocidentais, o uso de cigarro e o consumo de álcool são importantes fatores de 

risco primários e são responsáveis por 75-90% dos casos dessa neoplasia (Vizcaino et al., 2002) 
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(Figura 1.2). Análises que reuniram dados de estudos caso-controle mostraram haver interação 

sinérgica entre os hábitos de fumar e de ingerir álcool (Castellsangue et al., 1999; Kamangar et 

al., 2009). As duas exposições, quando presentes em quantidades moderadas, aumentaram o 

risco para o desenvolvimento de CEE em 12 e 19 vezes em homens e mulheres, 

respectivamente (Demeester, 2009).  

O papel carcinogênico do álcool vem de seu produto metabólico, o acetaldeído. O etanol 

é convertido em acetaldeído pela enzima álcool desidrogenase (ADH), que é, por sua vez, 

convertido em acetato pela enzima acetaldeído desidrogenase (ALDH). Então, o consumo de 

grandes quantidades de álcool e polimorfismos que aumentem a atividade de ADH ou 

diminuam a atividade de ALDH resultam em maior exposição ao acetaldeído. O acetaldeído é 

capaz de causar mutações pontuais, proliferação celular, inibir o reparo e a metilação do DNA 

(Choi et al., 1999; Evans & Fenech, 2011; Leon-Buitimea et al., 2012).   

O papel carcinogênico do consumo de tabaco pode ser facilmente explicado, uma vez 

que é uma fonte importante de diversos carcinógenos como os hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPA), nitrosaminas e também de acetaldeído (Choi et al., 1999; Hecht et al., 

2003). Os HPA são capazes de induzir mutações no gene supressor de tumor TP53 (Piusieux et 

al., 1991). Esses carcinógenos são encontrados também na dieta, em carnes defumadas e 

grelhadas (Roshandel et al., 2012), sendo o consumo desse tipo de alimento também associado 

ao desenvolvimento do CEE (Hongo et al., 2009).  

Além dos HPAs, encontramos no tabaco grandes quantidades de nitrosaminas. Como a 

maior parte dos carcinógenos ambientais, as nitrosaminas precisam ser metabolizadas para 

induzir tumores (Pinto et al., 2003). As principais enzimas envolvidas na sua metabolização são 

as Citocromo P450 (CYP), que geram um produto eletrofílico e instável que é capaz de interagir 

com o DNA e, assim, induzir mutações (Pinto et al., 2003; Jakszyn et al., 2006). Nosso grupo 

demonstrou, em uma população brasileira, que o esôfago humano expressa o CYP2A6 e o 

CYP2E1, que são capazes de metabolizar e ativar diversas nitrosaminas. Ambas as enzimas 

foram encontradas expressas no terço médio e distal do esôfago, regiões onde há maior 

prevalência do CEE (Godoy et al., 2002).  

Contudo, o principal conteúdo do cigarro é a nicotina (Russo et al., 2012). Inicialmente, 

acreditava-se que a nicotina era responsável apenas por gerar a dependência ao cigarro, 

contudo, recentes trabalhos demonstraram que a nicotina mesmo não sendo capaz de induzir 
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diretamente o desenvolvimento do câncer é capaz de levar a promoção e progressão tumoral 

(Russo et al., 2012; Ambrosio e Becchetti, 2013; Zhao, 2016). A nicotina se liga ao receptor 

acetilcolínico de nicotina (nAChR) em células musculares e neuronais e é capaz de ativar 

diversas vias, como ativação da quinase serina-treonina (AKT) e da proteína quinase A (PKA) 

(Zhao, 2016). No entanto, já foi demonstrada a expressão desses receptores em várias células 

não neuronais e musculares, como queratinócitos, células epiteliais brônquicas, orais e do trato 

gastrointestinal, linfócitos e macrófagos (Wessler et al., 2008; Fu et al., 2009; Ecleton et al., 

2013). Em um trabalho realizado pelo nosso grupo, foi demonstrado que o esôfago normal 

humano expressa diversos tipos de nAChRs (Chianello et al., 2016). Os receptores nicotínicos 

também são encontrados em diversas células tumorais, incluindo câncer de pulmão, câncer 

pancreático e câncer de esôfago (Ecleton et al., 2013; Zhao et al., 2014; Zhao, 2016).  A ligação 

da nicotina ao seu receptor é capaz de induzir proliferação celular, migração celular e 

angiogênese em diversos tipos de tumores (Heeschen et al., 2002; Guo et al., 2008; Dagupta et 

al., 2009). No esôfago, já foi visto que a nicotina é capaz de induzir migração e invasão em 

linhagens celulares de CEE, e que essa indução ocorre, em parte, através da ativação da via de 

COX-2 (Liu et al., 2008; Zong et al., 2009). Em outro trabalho, também foi demonstrado que a 

nicotina é capaz de levar à metilação de genes supressores de tumor em linhagem celular de 

epitélio esofágico normal (Soma et al., 2006). As nitrosaminas derivadas da nicotina, como a 4-

(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanone (NNK) e a N'-nitrosonornicotine (NNN), também 

são capazes de ativar os nAChR (Ambrosio e Becchetti, 2013). Em um estudo realizado com a 

linhagem celular de esôfago normal imortalizada Het1a, foi observado que tanto a NNK quanto 

a NNN são capazes de ativar os nAChR e levar ao aumento da proliferação, além de produzir 

um efeito anti-apoptótico (Arredondo et al., 2006).   

Outro fator de risco importante para o CEE é o consumo de bebidas quentes, como o 

consumo de chá mate (chimarrão) nas regiões do sul da América do Sul, incluindo o Brasil, e o 

consumo de chá na China e no Irã (Castellsague et al., 2000; Islami et al., 2009; Lubin et al., 

2013). Dois recentes trabalhos de meta análise demonstraram risco aumentado para CEE entre 

os consumidores de bebidas quentes, tanto na América do sul quanto na Ásia (Andrici et al., 

2015; Chen et al., 2015) Há duas possíveis explicações para a participação do consumo de 

chimarrão na carcinogênese do CEE: a lesão térmica causada pelas altas temperaturas nas quais 

a bebida é ingerida e a exposição consequente a HPA presente na erva mate (Islami et al., 
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2009). Em um trabalho recente do nosso grupo foi demonstrado que a injuria térmica é capaz de 

levar à displasia do epitélio esofágico normal em modelo animal (Rapozo et al., 2016). Além 

disso, vários trabalhos encontraram grandes quantidades de HPA na erva mate processada e 

também marcadores de HPA na urina de consumidores de erva mate (Schlemitz et al., 1997; 

Fagundes et al., 2006). No entanto, mais trabalhos devem ser realizados para confirmar o 

possível papel carcinogênico do consumo de chimarrão.  

 Um fator de risco controverso em CEE é o Papiloma Vírus Humano (HPV) (Syrjanen, 

2002; Koh et al., 2008). Sabe-se que o HPV é um vírus com potencial oncogênico, que já foi 

associado a diversas neoplasias, sendo o carcinoma de células escamosas do colo uterino o mais 

importante (Bansal et al., 2016). A detecção do HPV em outros tumores de células escamosas, 

como o tumor de orofaringe, levou a pesquisa da presença desse vírus no CEE por diversos 

grupos. Esses estudos demonstraram que a taxa de infecção por HPV em CEE no mundo varia 

entre 11,7 e 38,9 % (Liu et al., 2013; Yong et al., 2013; Hardefeld et al., 2014). Essa grande 

variação na taxa de infecção se deve principalmente a diferenças regionais, sendo que em 

regiões do mundo onde há maior incidência de CEE, também foi observada maior taxa de 

infecção por HPV (Syrjanen et al., 2002; Ludmir et al., 2014).  No entanto, poucos trabalhos 

conseguiram associar a infecção com a atividade oncogênica causada pelo HPV em CEE 

(Herbster et al., 2012; Ludmir et al., 2014). Em trabalho do nosso grupo, realizado em 

população brasileira, foi demonstrado que esse fator não é importante para formação do CEE 

(Herbster et al., 2012). Recentemente o IARC declarou que as evidências existentes sobre a 

relação entre o HPV e o CEE são inadequadas.  

Além desses fatores etiológicos, uma nutrição deficiente em vitaminas e minerais, 

resultante diretamente de uma baixa condição sócio-econômica ou indiretamente associada ao 

alcoolismo, tem sido enfatizada como uma condição que parece estar presente em todas as 

diferentes áreas geográficas com alta prevalência de CEE (Craddock, 1993). Já o consumo de 

frutas e vegetais parece exercer um fator protetor (Hongo et al., 2009). 
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1.1.2.2 Adenocarcinoma de Esôfago 

 

O ADE possui uma etiologia complexa no que diz respeito ao seu desenvolvimento 

(Figura 1.2). Entre os principais fatores de risco podemos destacar: refluxo gastroesofágico, 

esôfago de Barrett (EB), obesidade e tabaco (Badrreddine & Wang, 2010).  

O EB é uma condição clínico-patológica que foi primeiramente descrita em 1956 por 

Norman Barrett como um epitélio gástrico cobrindo a parte distal do esôfago (Gilbert et al, 

2011; Barrett, 1956). Atualmente, a definição mais amplamente aceita é a de substituição do 

epitélio estratificado pavimentoso não-queratinizado do esôfago distal por um epitélio colunar 

com evidências histológicas da presença de metaplasia intestinal em amostras de biópsia (Wang 

et al., 2008). Este epitélio colunar metaplásico é caracterizado pela presença de células 

intestinais, como a célula de Goblet. A prevalência de EB na população geral é estimada em 

1,6% a 6,8% (Saadi & Fitzgerld, 2006; Gilbert et al., 2011). Esta alteração é mais comum em 

pacientes que apresentam refluxo gastresofágico crônico (7% da população), sendo 10-20% dos 

casos de EB detectados em pacientes apresentando essa condição. O EB pode ser classificado 

de acordo com o grau de displasia em: sem displasia, displasia de baixo grau ou displasia de 

alto grau. A presença de displasia de baixo grau é um indicador de risco aumentado para 

desenvolver displasia de alto grau e ADE (Conio et al., 2003), sendo que, pacientes com EB 

apresentam um risco 100 vezes maior de desenvolver ADE (Sharma et al., 2006; Yousef et al., 

2008). Dessa forma, diferentemente do que é observado para o CEE, o ADE apresenta uma 

evolução bem definida de metaplasia-displasia-carcinoma, oferecendo, assim, uma 

oportunidade para a investigação da gênese deste tumor. 

O refluxo gastresofágico é uma doença e já foi provado ser o principal fator de risco 

para o desenvolvimento do EB. Acredita-se que o dano agudo da mucosa esofágica causado 

pelo refluxo ácido leva a um processo de cicatrização que favorece a formação de um epitélio 

colunar metaplásico, já que esse é mais resistente ao ácido do que o epitélio pavimentoso, no 

entanto, é mais predisposto à carcinogênese. Ou seja, o EB aparece como uma forma de 

proteção do epitélio esofágico ao refluxo ácido crônico (Shaheen et al., 2009; Sharma, 2009; 

Spechler et al., 2010). Além disso, já foi descrito que indivíduos com sintomas de refluxo 

recorrentes apresentam um aumento de 7-8 vezes no risco de desenvolver ADE (Lagergren et 

al, 1999).  
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Em relação ao conteúdo do refluxo ácido de pacientes com doença do refluxo 

gastroesofágico, já foi descrito que diferentes ácidos biliares estão presentes no mesmo, entre 

eles: ácido cólico, ácido glicocólico e, principalmente, os ácidos biliares secundários como o 

ácido desoxicólico e ácido taurodesoxicólico (Nehra et al., 1999). Os ácidos biliares são 

sintetizados a partir do colesterol no fígado e são liberados no intestino onde facilitam a 

absorção de lipídios e de vitaminas lipossolúveis da dieta. A maior parte desses ácidos biliares é 

reabsorvida no intestino, voltando para o fígado e são, então, resecretados pela bile. No entanto, 

uma parte atinge o colón onde são convertidos pelas enzimas da flora bacteriana de ácidos 

biliares primários, aqueles sintetizados no fígado, como ácido cólico (AC) e ácido 

chenodeoxicólico (CDCA), em ácidos biliares secundários, mais hidrofóbicos e tóxicos, como o 

ácido desoxicólico (DCA) e ácido litocólico, respectivamente. Os ácidos biliares em alta 

concentração são tóxicos e por isso sua síntese, metabolismo e transporte são bem regulados. O 

dano causado pela exposição prolongada a altas concentrações de ácidos biliares induz uma 

proliferação tecidual reparativa (Souza et al., 2008). No esôfago, o dano causado pelos ácidos 

biliares e o ácido clorídrico (HCl), presentes no refluxo, levam à irritação do epitélio induzindo 

uma reação inflamatória e proliferativa. Parte desses efeitos está relacionada a alterações nas 

principais vias celulares, incluindo: COX-2, CDX2, PI3K, JNK, MAPK, Akt, algumas citocinas 

como TNFα, IL1β e IL6, além de alguns fatores de crescimento e seus receptores como EGFR 

(Jiang et al., 2006; Souza et al., 2008; Wu et al., 2008; Huo et al., 2011). Além disso, os ácidos 

biliares são capazes de causar danos ao epitélio esofágico e levar ao desenvolvimento do EB 

através da indução de alterações mitocondriais, de estresse oxidativo e dano ao DNA (Bernstein 

et al., 1999; Payne et al., 2005; Bernstein et al., 2005). O dano causado pelos ácidos biliares 

ainda é potencializado pela presença do ácido no conteúdo do refluxo (Jankowski et al., 2000). 

Além do refluxo gastroesofágico e do EB, a obesidade é um fator de risco já bem 

estabelecido para o ADE. Diversos estudos caso-controle e coortes já descreveram essa 

associação (Lagergren, 2011; Kant & Hull, 2011). Uma recente revisão sistemática da literatura 

resume essa associação positiva entre o índice de massa corporal (IMC) e o ADE, 

demonstrando que pacientes com sobrepeso (IMC de 25-29,9) apresentam risco aumentado em 

1,5 vezes para o desenvolvimento deste câncer podendo chegar a 2,4 vezes em pacientes obesos 

(IMC>30Kg/m²) (Kubo et al, 2006). No entanto, trabalhos mais recentes associaram a 

obesidade abdominal, e não o IMC, ao aumento do risco para desenvolver EB (Corley et al., 
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2007; Eldestein et al., 2007). Esse tipo de obesidade é mais comum em homens e foi, então, 

levantada à hipótese de que a obesidade central poderia explicar a significativamente mais 

elevada prevalência de ADE em homens do que em mulheres. De uma forma geral, a obesidade 

é associada ao risco aumentado para o desenvolvimento de diversos tipos de cânceres, como o 

de tireóide, colón, rim, mama, pâncreas e endométrio (Kant & Hull, 2011). No entanto, a 

associação entre obesidade e ADE parece ser mais forte do que nos outros tumores acima 

citados (Lagergren et al., 1999; Calle et al., 2003; Renehan et al., 2008). Essa relação se torna 

ainda mais preocupante devido ao alarmante crescimento da obesidade no ocidente. Um estudo 

realizado entre 1999 e 2010 pelo National Health and Nutrition Examination Survey confirmou 

que mais de 32% dos adultos eram considerados obesos nos EUA (Ogden et al., 2012). No 

Brasil os dados também são preocupantes, pois de acordo com o IBGE, metade da população 

adulta está com sobrepeso. Além disso, também foi reportado que 12,5% dos homens e 16,9% 

das mulheres eram obesos em 2008-2009, comparados a 2,8% dos homens e 8% das mulheres 

em 1974 (IBGE).  

Os mecanismos que ligam a obesidade ao desenvolvimento do ADE não estão muito 

bem estabelecidos. Existem na literatura duas principais linhas que tentam explicar os 

mecanismos dessa associação: uma física e outra metabólica. Na primeira, o aumento da 

pressão abdominal causada pelo excesso de peso levaria a um aumento do refluxo nesses 

indivíduos, e conseqüente elevação no risco de desenvolvimento de EB. No entanto, diversos 

trabalhos demonstraram que a associação entre o IMC e o ADE era independente de qualquer 

sintoma de refluxo (Chow et al., 1998; Lindblad et al., 2005; Whiteman et al., 2008). A 

segunda explicação seria a metabólica. O tecido adiposo abdominal é um tecido 

biologicamente ativo e é capaz de secretar diversos fatores,  dentre esses, a interleucina-6 (IL-

6), fator de necrose tumoral α (TNFα), leptina, grelina, adiponectina entre outros (Arita et al., 

1999; Yildiz et al., 2004). A leptina é um hormônio preferencialmente secretado por 

adipócitos e atua na regulação do apetite e na homeostase energética (Denver et al., 2011; Li, 

2011). Seus níveis estão aumentados no soro de indivíduos obesos (Yildiz et al., 2004). In 

vitro, já foi demonstrado que a Leptina é mitogênica em diversos tipos celulares (Hardwick et 

al., 2001; Ogunwobi et al., 2006). A adiponectina é um peptídeo secretado primariamente de 

adipócitos viscerais e seus níveis séricos são inversamente associados à obesidade. A 

adiponectina inibe a inflamação e promove a apoptose, tendo sido sua deficiência já 
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relacionada ao desenvolvimento de diversos tumores (Kelesidis et al., 2006; Perrier & Jardé, 

2012). No esôfago, já foi detectado um aumento dos níveis séricos de leptina em pacientes 

com ADE e diminuição dos níveis de adiponectina (Rubenstein et al., 2008). Além disso, foi 

observado um aumento na expressão do receptor de leptina em ADE (Howard et al., 2010). In 

vitro, a adiponectina foi capaz de induzir apoptose numa linhagem celular de ADE (Konturek 

et al., 2008), enquanto que a leptina induziu o crescimento celular quando administrada junto 

com ácido em linhagem de ADE, além de acarretar aumento na proliferação celular via 

ativação de COX-2 (Ogunwobi et al., 2006; Beales & Ogunwobi, 2007).  

Enquanto que para o CEE o fumo representa, junto ao consumo de álcool, o principal 

fator de risco, em ADE a associação com fumo é moderada. Os fumantes apresentam um 

aumento de duas vezes no risco de desenvolver o ADE (Anderson et al., 2007; Whiteman et 

al, 2008). Em estudos caso-controle e coorte foi observado uma associação dose resposta entre 

o consumo de tabaco e o desenvolvimento de ADE, demonstrando uma possível relação 

causal (Wu et al., 2001; Freedman et al., 2007). No entanto, nenhum estudo foi realizado para 

descrever os mecanismos pelos quais o tabaco induz ADE. 

Também existem fatores protetores para o desenvolvimento do ADE. A infecção por 

Helicobacter pylori apresenta associação inversa com a presença de EB e ADE (Rokkas et al., 

2007). Os mecanismos que levam a essa proteção ainda não estão totalmente esclarecidos, 

mas acredita-se que, como a infecção por H.pylori leva a uma diminuição na produção do 

suco gástrico, o dano causado por um eventual refluxo gastresofágico seria menor (Xu et al., 

2015). Outro fator protetor, que também é comum ao CEE, é o uso de anti-inflamatórios não 

esterioidais (AINEs), como a aspirina. Em uma revisão sistemática recente de trabalhos 

observacionais avaliando o uso de aspirina ou outros AINEs e a incidência de câncer de 

esôfago (CEE e ADE), foi demonstrada uma redução de 33% no risco relativo para 

desenvolver câncer de esôfago em pacientes que faziam uso dessas drogas (Das et al., 2009). 
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Figura 1.2. Etiologias conhecidas comuns e específicas de Adenocarcinoma de Esôfago (ADE) e Carcinoma 
Epidermóide de Esôfago (CEE). O ADE apresenta como fatores etiológicos exclusivos o refluxo ácido e biliar, 
hérnia de hiato, ausência de infecção com Helicobacter pylori, obesidade e Esôfago de Barrett. O CEE tem como 
fatores etiológicos exclusivos o consumo de álcool, tilose, acalase, estatus sócio econômico baixo e deficiência 
nutriconal de zinco, magnésio, riboflavina. Em comum a ambas as neoplasias, figuram como fatores de risco 
associados o consumo de tabaco, predominância em homens e falta de frutas e vegetais na dieta. Adaptado 
Cohen et al., 2011 
 
 
1.1.3 Principais Alterações Moleculares em Câncer de Esôfago 

 

 Diversas alterações moleculares que garantem a aquisição dos ‘hallmarks’ do câncer já 

foram descritas em câncer de esôfago (Saadi & Fiyzgerald, 2006). 

  O gene TP53 é o gene mais freqüentemente mutado em cânceres humanos (Shimada 

et al., 1997; Hanahan & Weinberg, 2011) e codifica uma proteína cuja principal função é se 

ligar especificamente ao DNA e agir como fator de transcrição. Em células normais esta 

proteína é sintetizada continuamente, mas não se acumula em níveis significativos. No 

entanto, quando as células são expostas a agentes que causam danos ao DNA, a proteína se 

torna estável e passa a transativar diversos genes que codificam efetores do ciclo celular, 
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realizando uma parada em G1, e genes efetores da apoptose (Hainaut  & Hollstein., 2000). 

Mutações em TP53 são as alterações mais comumente encontradas em câncer de esôfago, 

estando presente em aproximadamente 70% dos casos (Bellini et al., 2012). 

 As mutações em TP53, presentes em diversos tipos tumorais, deixam as impressões 

digitais dos carcinógenos a que as células foram expostas. Em cada região geográfica e 

subtipo histopatológico é encontrado um perfil mutacional que reflete os fatores etiológicos 

associados ao desenvolvimento do câncer de esôfago. Em amostras de CEE provenientes da 

Europa, é observada uma grande proporção de transições A:T (31%) no gene TP53, que são 

reflexos da exposição a metabólitos do álcool, enquanto que, na China, há uma alta 

prevalência de mutações G:C, relacionadas à exposição as nitrosaminas e ao consumo de chá 

quente (Liang et al., 1995; Sepehr et al., 2001). No Brasil, o perfil mutacional de TP53 varia 

de acordo com a região analisada. Na região Sudeste, o tipo de mutação mais freqüentemente 

encontrada no TP53 é a transição A:T, enquanto que, na região Sul, é a mutação G:C (Putz et 

al., 2002; Rossini et al., 2010). Dessa forma, o tipo de mutação em TP53 da região Sudeste do 

Brasil se assemelha ao encontrado na Europa, onde os principais fatores de risco associados 

são o fumo e o consumo de álcool, enquanto que, as mutações encontradas em TP53 na 

Região Sul do Brasil se assemelham às encontradas na China e em ambas as regiões o 

consumo de bebidas quentes é o fator de risco que parece desempenhar o papel mais 

importante para o desenvolvimento de CEE (Putz et al., 2002; Rossini et al., 2010). 

As mutações mais freqüentes no gene TP53 em ADE são as transições em 

dinucleotídeos CpG (69%). Estas mutações possivelmente surgem espontaneamente, 

sugerindo um mecanismo mutacional endógeno, cuja causa mais provável é a inflamação 

(Montesano et al., 1996; 1998; Madami et al., 2010). Existe um aumento gradual no número 

de mutações no gene TP53 durante a transformação do EB para o ADE (Moore et al., 1994; 

Ireland et al., 1997), sugerindo que as alterações nesse gene possam ocorrer como um evento 

precoce na evolução de EB a ADE (Montesano et al., 1996).  

Além disso, diversos genes envolvidos na regulação da proliferação celular encontram-

se alterados em ADE e CEE. Dentre eles, podemos citar a ciclina D1, cuja expressão protéica 

nuclear é encontrada aumentada em até 71% dos casos de CEE, 64% dos casos de ADE e já é 

encontrada alterada em EB; níveis baixos da expressão protéica de p27 são observados em 

83% dos casos de ADE e redução na expressão do gene p16 é encontrada em 62% casos de 
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CEE e em 54% dos casos de ADE (Arber et al., 1999; Bani-Kani, 2000; Simão et al., 2006; 

Wang et al., 2009; Taghavi et al., 2010). A redução na expressão da maioria desses genes 

ocorre através de alterações epigenéticas. 

A alteração epigenética mais comumente descrita e estudada na carcinogênese é a 

metilação aberrante do DNA. Em ADE, alterações no padrão de metilação de promotores de 

diversos genes já foram descritas, como a hipermetilação de genes envolvidos na regulação do 

ciclo celular (Rb, p16 e APC), no reparo de DNA (como MGMT) e na adesão celular (E-

caderina) (Corn et al., 2001; Wang et al., 2009; Kuester et al., 2009; Poehmann et al., 2012; 

Kaz & Grady, 2012). Em CEE, um trabalho recente do nosso grupo demonstrou, através da 

análise do perfil de metilação da região promotora de mais de 800 genes, alterações no perfil 

de metilação tanto das amostras de CEE analisadas quanto das mucosas adjacentes a esses 

tumores, mostrando que essas alterações já ocorrem precocemente no desenvolvimento do 

tumor (Lima et al., 2011).  

Apesar da semelhança em relação às alterações em genes que regulam o ciclo celular 

entre ADE e CEE, existem alterações moleculares específicas para cada subtipo 

histopatológico. A principal diferença ocorre na expressão de receptores de fatores de 

crescimento da família dos receptores epidermais de fatores de crescimento (EGFR). Esses 

receptores atuam, principalmente, na proliferação e sobrevivência celular, através da ativação 

das vias de PI3K, STAT3 e Ras-Raf-MAPK. Os principais membros dessa família de 

receptores que se encontram alterados em câncer são EGFR1 (também conhecido com HER1) 

e EGFR2 (também conhecido com HER2) (Sergina & Moasser, 2007). Em tumores de 

esôfago, já foi descrita a amplificação gênica de EGFR2 em 15-20% dos casos de ADE e em 

apenas 0-5% dos casos de CEE (Reichelt et al., 2007; Schoppmann et al., 2010; Maresch et 

al., 2011; Gonzaga et al., 2012). Em relação ao EGFR1, já foi observado um aumento da 

expressão proteica de EGFR1 em 46% dos casos de ADE e em apenas 4% dos casos de CEE 

(Gonzaga et al., 2012; Navarini et al., 2012; Pretto et al., 2013). Além do aumento da 

expressão, mutações em EGFR1 também são encontradas em tumores. Em trabalho recente do 

nosso grupo, não foi observada nenhuma mutação do gene EGFR1 (Gonzaga et al., 2012) e 

em trabalho realizado com população asiática foi observado apenas 2,6% de casos com 

mutações já descritas no gene de EGFR1, ambos em amostras de CEE (Abedi-Ardekani et al., 
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2012). Juntos esses dados sugerem que as vias ativadas pelos receptores EGFR1 e EGFR2 são 

mais importantes para o desenvolvimento do ADE do que do CEE. 

Outra alteração especifica e de extrema importância para formação do EB e evolução 

para o ADE ocorre no gene CDX2. Esse gene dirige e mantém a diferenciação intestinal 

durante o desenvolvimento desse órgão e normalmente não é expresso no esôfago, no entanto, 

possui expressão ectópica aumentada em metaplasias intestinais como o EB (Souza et al., 

2008; Delinger & Thompson, 2012). Já foi reportado um aumento de 400 vezes na expressão 

protéica de CDX2 no EB em relação ao esôfago normal adjacente, que tinha níveis de 

expressão quase indetectáveis. Esse aumento já era observado desde amostras de EB sem 

displasia até amostras de ADE (Phillips et al., 2003; Groisman et al., 2004; Vallbohmer et al., 

2006). O gene CDX2 codifica um fator de transcrição homônimo que ativa a expressão de 

diversos genes ligados ao fenótipo intestinal como: Mucina-2, Vilina, entre outros, que 

também foram descritos como superexpressos no EB (Braunstein et al., 2002; Steininger et 

al., 2005; Delinger & Thompson, 2012). Estudos recentes demonstraram que a indução da 

expressão de CDX2 em células epiteliais esofágicas humanas e murinas ocorre após a 

exposição dessas células aos ácidos biliares (Marchetti et al., 2003; Kazumori et al., 2006; Hu 

et al., 2007; Avissar et al., 2009). Além disso, foi visto que a ativação da expressão de CDX2 

pelos ácidos biliares em linhagem de epitélio escamoso esofágico ocorre através da 

transativação de EGFR1 (Avissar et al., 2009). Em modelos murinos de refluxo crônico foi 

observado aumento da expressão de CDX2 em epitélio esofágico escamoso (Tatsuta et al., 

2005; Pera et al., 2007). A construção de um camundongo transgênico cuja expressão de 

CDX2 no epitélio escamoso era dirigida pelo promotor da queratina 14 demonstrou que CDX2 

tem papel importante no desenvolvimento do EB. Primeiro foi observado que a expressão de 

CDX2 estava associada a uma redução na proliferação das células epiteliais basais e alteração 

na sua morfologia e, segundo, foram detectadas células intermediarias entre o fenótipo 

escamoso e o colunar. Por fim, foi visto que a expressão de CDX2 estava associada ao 

aumento do espaço entre as células basais e diminuição da adesão entre as células (Kong et 

al., 2011).  

Podemos observar então que o CEE e ADE apresentam alterações moleculares comuns 

e alterações específicas, muito provavelmente associadas às diferenças em relação as 

exposições aos fatores de risco associados.  
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1.1.4 Inflamação e câncer de esôfago 

 

1.1.4.1 Inflamação e câncer 

 

A conexão entre inflamação e o câncer não é recente. Desde meados do século XIX, 

foi demonstrado que a irritação crônica poderia levar ao desenvolvimento do câncer e que 

células inflamatórias estavam presentes em amostras humanas de tumores (Balkwill & 

Mantovani, 2001; Abel-Latif et al., 2009; Poehmann et al., 2012). Após esse trabalho, 

diversos estudos epidemiológicos já demonstraram que doenças caracterizadas por terem 

reações inflamatórias predispõem os órgãos em questão ao desenvolvimento do câncer 

(Coussens & Werb, 2002; Zhao et al., 2016). Além disso, 25% de todos os cânceres humanos 

têm seu desenvolvimento e/ou progressão associados à inflamação (Hussain & Harris, 2007). 

A inflamação é causada por diversos fatores como, por exemplo, diferentes danos 

químicos e exposição a irritantes. Esses danos desencadeiam uma série de eventos, como 

infiltração de células imunes e liberação de citosinas, que culminam na resposta inflamatória e 

dano tecidual (Coussens & Werb, 2002; Hussain & Harris, 2007; Zhao et al., 2016). As 

células imunes inflamatórias geram espécies reativas de oxigênio (ROS) que podem levar a 

mutações que potencialmente acarretam a ativação de oncogenes e inativação de genes 

supressores de tumor no tecido afetado, contribuindo para o desenvolvimento do câncer 

(Abel-Latif et al., 2009). Além disso, já foi demonstrado que inflamação também pode induzir 

alterações epigenéticas que participam do processo de carcinogênese (Hahn et al., 2008). A 

persistência da inflamação leva ao aumento da liberação de mediadores pró-inflamatórios 

como citosinas, prostaglandinas, quimiocinas e ROS. Esses mediadores são capazes de 

promover o crescimento celular, invasão celular, induzir mutagênese e aumentar a 

angiogênese (Abel-Latif et al., 2009). 

Alguns componentes da inflamação tem seu papel já bem estabelecido na 

carcinogênese, dentre eles podemos citar o fator de transcrição Fator Nuclear Kappa B 

(NFκB). NFκB é encontrado no citoplasma em sua forma inativa, como um heterodímero 

composto pelas subunidades p50 e p65, ligado a sua molécula inibidora (IκB). Uma série de 

estímulos são capazes de induzir a degradação de IκB, liberando NFκB para translocar para o 
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núcleo e induzir a expressão de diversos genes (Baeuerle & Henkel, 1994). Estes genes 

ativados por NFκB incluem aqueles envolvidos na promoção da proliferação celular, evasão 

da apoptose, promoção da angiogênese, invasão e metástase (Karin et al., 2002) (Figura 1.3).  

O NFκB pode ser ativado por uma variedade de agentes, incluindo estímulos oxidativos e 

inflamatórios, mas também pode ser induzido por sinais do microambiente (Karin et al., 

2002). 

Dentre os receptores que são capazes de induzir a ativação de NFκB e que 

recentemente tem apresentado papel importante na carcinogênese, são os receptores Toll-like 

(TLR). Os TLRs são uma família de receptores transmembrana, atualmente com 13 membros, 

que reconhecem vários padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) e à danos 

celulares (DAMPs) (Dajon et al., 2016). São principalmente expressos em células imunes e 

apresentam um papel importante na inflamação, pois são conhecidos ativadores do fator de 

transcrição NFκB (O’Neill & Bowie, 2007) (Figura 1.3). Podemos encontrar TLR também em 

células endoteliais, epiteliais e mais recentemente em tumores (Dajon et al., 2016). 

A ativação de TLR é capaz também de induzir a expressão gênica de COX-2, que 

apresenta sítios de ligação para NFκB em sua região promotora (Abdel-Latif et al., 2009). 

COX-2 é a enzima chave na biosíntese de prostaglandinas, mediadores centrais da inflamação 

(Smith et al., 2000). Diversos trabalhos epidemiológicos e funcionais já estabeleceram o papel 

de COX-2 na carcinogênese (Wu et al., 2010; Liu et al., 2015). Os mecanismos pelos quais 

COX-2 atua no desenvolvimento de tumores são: aumento da proliferação, resistência a 

apoptose, indução da angiogênese e a modulação da capacidade invasiva das células tumorais 

(Tsuji et al., 1998; Nzeako et al., 2002; Sharma et al., 2003; Wu et al., 2010). Já foi descrito 

também, que o aumento da expressão de COX-2 induz o acúmulo de Prostaglandina E2 

(PGE2) em tecidos neoplásicos (Wang & Dubois, 2006).  Podemos observar o resumo dessa 

via na Figura 1.3. 
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Figura 1.3. Esquema gráfico da via de sinalização envolvendo a ativação do receptor Toll-Like 4 (TLR). O 
Receptor TLR4 é ativado por seu ligante específico, o lipopolisacarídeo (LPS). Esta ativação irá desencadear 
uma cascata de sinalização envolvendo a ativação de MyD88. Este por sua vez irá induzir a ativação da via de 
NFκB, que irá translocar para o núcleo levando a ativação de genes envolvidos da resposta inflamatória, como 
aqui exemplificado, o gene de COX-2. Adaptado de Condamine & Gabrilovich, 2011 
 

1.1.4.2 Inflamação em câncer de esôfago 

 

Diversos trabalhos têm sido realizados com intuito de melhor entender o papel da 

inflamação na carcinogênese esofágica (Anderson et al., 2006; Abel-Latif et al., 2009; 

Rousseau et al., 2013; Abdel-Latif et al., 2016;).  

No desenvolvimento de ADE foi visto que: pacientes com refluxo gastresofágico 

crônico e EB, a exposição aos ácidos biliares e a acidez podem causar dano tecidual e 

inflamação crônica. No epitélio esofágico normal a inflamação pode ser resolvida de duas 

maneiras, ou pela regeneração de novas células escamosas ou pela reposição das células 

danificadas por células colunares, como acontece no EB (Abel-Latif et al., 2009). O dano 

crônico associado aos ácidos biliares e a acidez podem induzir a produção de ROS no tecido 

esofágico, causando dano ao DNA e levando a ativação de vias de sinalização que culminam 
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com a expressão de COX-2 (Song et al., 2007). Além disso, como dito anteriormente, a 

inflamação causa a infiltração do tecido por células inflamatórias e liberação de citosinas. No 

esôfago, já foi descrito a presença de linfócitos T e B, células dendríticas e macrófagos em 

amostras de EB (Bobryshev et al., 2009) e níveis elevados das citosinas pró-inflamatórias IL-8 

e IL-1β em biópsias de esofagite e EB, além de um aumento mais drástico em amostras de 

ADE (O’Riordan et al., 2005). Em CEE, foi demonstrada a presença aumentada de eosinófilos 

e macrófagos, em relação ao tecido normal. Esse aumento observado estava associado ao 

potencial metastático do tumor. Casos com metástase linfonodal apresentavam maior número 

de células inflamatórias infiltradas do que aqueles casos sem (Ohashi et al., 2000). Em outro 

trabalho, foi observado que o aumento de neutrófilos intra-tumorais em amostras de CEE, 

estava associado a uma menor sobrevida livre de doença (Wang et al., 2014). 

Em linhagens de ADE foi visto que os ácidos biliares e a acidez eram capazes de 

induzir a ativação de NFκB (Abdel-Lati et al., 2004; Jenkins et al., 2004; Duggan et al., 2006; 

Abdel-Lati et al., 2015; Abdel-Lati et al., 2016). Em amostras humanas, foi descrito que 

NFκB não é encontrado ativado no epitélio normal e na esofagite, no entanto, sua ativação 

está aumentada no EB e ADE (Abdel-Lati et al., 2004; O’Riordan et al., 2005; Abdel-Lati et 

al., 2015). Além disso, a expressão de NFκB em amostras de ADE foi correlacionada com o 

estágio da doença e a baixa ativação de NFκB esta associada a uma melhor resposta a 

quimioterapia (Abdel-Lati et al., 2004; O’Riordan et al., 2005). Recentemente, foi 

demonstrado que existem dois sítios putativos de ligação de NFκB na região promotora de 

CDX2 e que os ácidos biliares são capazes de levar a ativação de NFκB que por sua vez leva à 

transativação de CDX2 em células esofágicas (Jenkins et al., 2004; Kazumori et al., 2006; Wu 

et al., 2008). Outros genes alvos de NFκB, como as citocinas pró-inflamatórias interleucina 8 

(IL-8) e interleucina 1β, foram descritas aumentadas em amostras de BE e ADE (Jenkins et 

al., 2004; O’Riordan et al., 2005). Esses trabalhos sugerem um mecanismo pelo qual a 

inflamação poderia estar induzindo a metaplasia intestinal no esôfago. E ainda ressalta a 

importância do estudo em ADE dessa via, um potencial alvo terapêutico.  

A expressão de CDX2 é um evento precoce e importante para o desenvolvimento de 

EB (Souza et al., 2008), logo o estudo de como sua ativação ocorre em EB é de extrema 

importância. Já foi demonstrado, como descrito acima, que os ácidos biliares e a acidez, 

através da ativação NFκB, eram capazes de induzir a expressão de CDX2 em células 
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esofágicas (Jenkins et al., 2004; Kazumori et al., 2006; Wu et al., 2008). Outro trabalho 

relacionou a indução da expressão de CDX2 também a estímulos inflamatórios em células 

epiteliais dos canais biliares. Nesse trabalho foi demonstrado que uma variedade de padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs), como o lipopolisacarideo (LPS), eram capazes 

de induzir a expressão de CDX2 via ativação dos TLRs e NFκB em células epiteliais dos 

canais biliares, e que isso poderia estar relacionado com o desenvolvimento da metaplasia 

intestinal nos canais biliares (Ikeda et al., 2007). Logo, o trabalho demonstrou uma ligação 

direta entre inflamação e a expressão de CDX2 através da ativação de NFκB via TLR. No 

entanto, em esôfago existem poucos trabalhos avaliando a expressão de TLR, tanto no tecido 

saudável quanto em tumores do esôfago. No estudo realizado por Mulder e colaboradores em 

2011, foi observada a expressão de TLR2 e TLR3 em linhagens de ADE e somente TLR3 

estava presente em linhagem esofágica epitelial normal. Em outro trabalho a expressão de 

TLR3, TLR4, TLR7 e TLR9 foram descritas estarem aumentadas em amostras humanas de 

CEE em comparação com tecido normal adjacente (Sheyhidin et al., 2011).  

O papel de COX-2 na carcinogênese esofágica é bastante estudado. Já foi demonstrado 

um aumento significante na expressão da proteína COX-2 durante a progressão do EB para 

EB com displasia de baixo grau ou alto grau e para ADE, enquanto que em tecido normal 

nenhuma expressão foi detectada (Shirvani et al., 2000; Morris et al., 2001; Ling et al., 2007). 

E ainda, a expressão de níveis elevados de COX-2 em ADE foi associada a uma diminuição 

na taxa de sobrevida dos pacientes (Bhandari et al., 2006).  Inclusive em um trabalho de meta-

análise COX-2 foi considerado o marcador com maior efeito negativo na sobrevida de 

pacientes com ADE (McCormick et al., 2015). Experimentos realizados em linhagens 

celulares de epitélio esofágico normal demonstrou que a exposição destas aos ácidos biliares 

resulta em aumento da expressão de COX-2 (Shirvani et al., 2000; Looby et al., 2009). Já foi 

reportado que os ácidos biliares são capazes de induzir a expressão de COX-2 através da 

ativação da via de PI3K mediada pela geração de ROS em linhagens celulares de EB e ADE 

(Song et al., 2007). A confirmação do importante papel desempenhado pela COX-2 na 

carcinogênese esofágica é proveniente, principalmente, dos resultados sobre o uso de NSAID 

e a redução do risco para o desenvolvimento de ADE (Anderson et al., 2006). Ainda, 

experimentos em linhagens celulares e modelos murinos também confirmaram o papel de 

AINEs e inibidores específicos de COX-2 como fatores importantes na quimioprevenção do 
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EB e do ADE (Buttar et al., 2002; Oyama et al., 2005). Em CEE também há um aumento na 

expressão de COX-2, já em epitélio esofágico com displasia de alto grau, em relação ao 

epitélio esofágico normal (Shamma et al., 2000). Além disso, a superexpressão de COX-2 e o 

conseqüente aumento dos níveis de PGE2 estão associados a um pior prognóstico para os 

pacientes com CEE (Zimmermman et al., 1998; Hashimoto et al., 2007; Takatori et al., 2008). 

Nesse tipo tumoral, já foi descrito que a expressão de COX-2 é regulada por metilação do 

promotor em resposta ao extrato de tabaco (Meng et al., 2012). 

Por fim, o consumo de bebidas em altíssimas temperaturas também é capaz de induzir 

inflamação no epitélio esofágico e predispõem ao desenvolvimento do CEE (Islami et al., 

2009). Em trabalho realizado pelo nosso grupo, utilizando um modelo murino com consumo 

de água quente (70°C) associado à administração de nitrosamina (NDEA), foi observado um 

aumento de células positivas para o marcador de proliferação Ki67 na camada basal do 

epitélio esofágico e o surgimento de lesões proliferativas pré-malignas (Rapozo et al., 2016).  

No entanto, mais estudos devem ser realizados para melhor entender os mecanismos 

envolvidos nesse processo. 

 

1.2 Corpúsculos Lipídicos 

 

Corpúsculos lipídicos (CL) são organelas ricas em lipídios presentes em todos os 

organismos, incluindo plantas, leveduras, procariotos e células animais. São organelas 

formadas por um centro rico em lipídio neutro e colesterol, cercado por uma membrana 

monocamada de fosfolipídios com composição peculiar e exibindo diversas proteínas 

associadas (Figura 1.4) (Bozza et al., 2011; Welfe, 2015). Os CLs seqüestram ácidos graxos 

dentro da célula para posterior utilização como combustível metabólico, componente de 

membranas, modificações pós-translacional de proteínas e moléculas sinalizadoras (Bickel et 

al., 2009). Apesar de no passado terem sido atribuídos unicamente ao transporte e 

armazenamento de lipídios, os CLs são organelas ativas, altamente reguladas, dinâmicas e 

funcionais (Bozza et al., 2007; Bozza et al., 2009; Welfe, 2015). Em eucariotos, quase todas 

as células apresentam CLs, seja em condições basais, como os adipócitos e hepatócitos, seja 

quando cultivadas com ácidos graxos livres (Walter & Farese, 2012; Welfe, 2015).  
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A composição de proteínas associadas aos CLs pode variar entre os CLs de uma 

mesma célula, de acordo com as diferentes condições metabólicas. As principais proteínas 

encontradas nos CLs são as proteínas da família PAT (Perilipina, proteína relacionada à 

diferenciação de adipócitos -ADRP- e TIP47), que compartilham similaridade de seqüência 

proteica e a habilidade de se ligar aos CLs (Londos et al., 2005). Os membros dessa família de 

proteínas diferem entre si em relação ao tamanho, expressão tecidual, afinidade aos CLs, 

estabilidade quando ligadas aos CLs e regulação transcricional. Essas diferenças demonstram 

que cada membro da família PAT de proteínas apresentam funções celulares distintas, no 

entanto é comum a todos os membros a regulação da interface entre os CLs e o ambiente 

celular (Wolins et al., 2006). As proteínas dessa família não são essenciais para a formação 

dos CLs, mas são de extrema importância na regulação do metabolismo lipídico dos CLs 

(Bulankina et al., 2009). 

A Perilipina foi a primeira proteína descrita na membrana dos CLs e é um marcador da 

diferenciação de adipócitos. A perilipina só é estável quando ligada aos CLs e quando há 

excesso de perilipina não ligada aos CLs elas são degradadas. Sua principal função é proteger 

o depósito lipídico dos CLs, restringindo o acesso de enzimas que hidrolizam lipídios ou que 

facilitam o acesso das mesmas a estas organelas, dependendo da condição metabólica. A 

regulação da Perilipina para controlar esse acesso aos lipídeos presentes dentro dos CLs 

ocorre através da sua fosforilação pela PKA em sítios específicos. Quando desfosforilada, a 

Perilipina previne o acesso das lípases aos lipídeos neutros dos CLs e quando fosforilada 

facilita a ação das lípases (Londos et al., 1999; Bickel et al., 2009). Dois diferentes grupos de 

pesquisa construíram camundongos deficientes para Perilipina, de forma independente, e em 

ambos os trabalhos, foi observado que os animais apresentavam peso normal, no entanto havia 

redução entre 65-75% do tecido adiposo. Além disso, esses animais consumiam alimento 

normalmente e eram resistentes à obesidade induzida pela dieta (Martinez-Botas et al., 2000; 

Tansey et al., 2001). Os primeiros trabalhos realizados sobre a caracterização da Perilipina 

identificaram que esta era expressa somente em tecido adiposo amarelo e marrom e tecidos 

esterogênicos, no entanto, trabalhos recentes identificaram a expressão da Perilipina no 

cérebro, mama e diversos tumores (Persson et al., 2007; Jung et al., 2015; Jung et al., 2016).  
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Corpúsculo Lipídico

Lipídeos Neutros

Monocamada lipídicas

Proteínas associadas 

Figura 1.4 Representação esquemática da estrutura de um Corpúsculo Lipídico (CL). O CL é formado por 
um centro rico em lipídeos neutros, envolto numa monocamada lipídica. Nessa membrana são encontras diversas 
proteínas associadas, como as proteínas da família PAT (Perilipina, proteína relacionada à diferenciação de 
adipócitos -ADRP- e TIP47) e Caveolina-1. Adaptado de Walther e Farese, 2012. 
 
 A ADRP é uma proteína de 50kDa, expressa em uma variedade de células. Em 

adipócitos sua expressão reduz conforme a diferenciação progride, em contraste com a 

expressão da Perilipina que aumenta conforme ocorre à diferenciação do adipócito (Londos et 

al., 1999; Gross et al., 2006). E, assim com a Perilipina, proteínas ADRP não ligadas aos CLs 

são degradas pela via do proteossomo (Xu et al., 2005). De forma geral, ambas as proteínas 

atuam como proteínas constitutivas dos CLs. Diferente da expressão mais restrita da 

Perilipina, a proteína ADRP é expressa em uma variedade de células, com exceção de 

adipócitos maduros. A principal função de ADRP é limitar a interação de lípases com os 

lipídeos neutros presentes nos CLs, promovendo dessa forma o acúmulo de lipídeos (Bickel et 

al., 2009). O aumento da expressão de ADRP em diversos tipos celulares foi associado ao 

aumento do número de CLs (Imamura et al., 2002; Listenberger et al., 2007). O animal 

deficiente em ADRP, apesar de apresentar diferenciação normal de adipócitos, apresenta uma 

redução do conteúdo lipídico do fígado e atenuação da esteatose hepática decorrente de uma 

dieta rica em gordura (Chang et al., 2006). 
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 A proteína TIP47 também faz parte da composição dos CL e, de forma diferente ao 

que ocorre com a ADRP e Perilipina, é expressa em todos os tecidos e é estável quando não 

ligada aos CLs Sua função, assim como a ADRP, é proteger os CLs contra lipólise (Fugimoto 

et al., 2008). 

 Os CLs podem ser formados de novo ou por processo de fissão de CLs já existentes 

(Jacquier et al., 2011; Long et al., 2012). A formação de novo de CL em eucariotos ocorre no 

Retículo Endoplasmático (RE) e o modelo de formação supõe a seguinte seqüência de 

eventos: os lipídeos recém-sintetizados se acumulam na membrana do RE, entre as duas 

camadas, e, conforme ocorre o acumulo de lipídeos excedendo o limite que a membrana 

suporta, a nova massa de lipídeos brota da membrana mãe do RE formando um novo CL ( 

Ploegh et al., 2007; Ohsaki et al., 2008; Bulankina et al., 2009). No entanto, evidências 

científicas que expliquem cada uma das etapas de formação dos CLs através do mecanismo 

descrito acima são bastante escassas. 

Para acumular mais lipídeos, as células formam novos CLs ou há crescimento de CLs 

já existentes por adição de lipídeos a estes. A adição de novos lipídeos a CLs já existentes 

requer síntese local ou transferência do RE (Walther & Farese, 2012). A enzima que 

cataboliza a última etapa da síntese de triacilglicerol, a diacilglicerol-aciltransferase-2 

(DGTA2), normalmente encontrada na membrana do RE, também é encontrada na membrana 

de CLs, demonstrando que há síntese local de lipídeos nessas organelas (Moessinger et al., 

2011). De fato, enzimas envolvidas na síntese de fosfolipídeos, triacilglicerol e seus 

intermediários, e também lípases e reguladores lipolíticos, são encontrados na membrana dos 

CLs (Wilfling et al., 2014). Ademais, também já foi descrito através de experimento com 

imagens em tempo real que os CLs podem crescer através da fusão de dois ou mais CLs já 

existentes (Bostrom et al., 2005). 

 A função canônica dos CLs é armazenar lipídeos. Estes lipídeos armazenados podem 

ser utilizados na β-oxidação, síntese de membrana, modificação de proteínas, geração de 

moléculas sinalizadoras e outros produtos lipídicos (Walter & Farese, 2012; Wilfling et al., 

2014; Welfe, 2015). Os lipídeos armazenados nos CLs dos adipócitos representam uma 

reserva energética para o corpo, enquanto que, os armazenados em CLs de células 

esterogênicas são utilizados para síntese de esteroide e os dos macrófagos para síntese de 

eicosanóides (Fujimoto et al., 2008). De forma geral, o armazenamento de lipídeo é 
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importante para defesa celular, já que, o excesso de ácidos graxos livres é tóxico para célula 

(Schaffer et al., 2003). 

Diversas doenças já foram caracterizadas como decorrentes do acúmulo excessivo de 

lipídeos em CLs. Atualmente, a que vem trazendo maiores preocupações em termos de saúde 

pública é a obesidade. A obesidade é um estado de acúmulo excessivo de lipídeos em CLs no 

tecido adiposo e não adiposo (Walther & Farese, 2012). Outra característica muito comum da 

obesidade é a esteatose hepática, representada pelo acumulo de CL nos hepatócitos. A 

capacidade do hepatócito de acumular lipídeos nos CLs pode atingir um limite, promovendo 

inflamação e levando ao desenvolvimento de fibrose e até insuficiência hepática (Nagle et al., 

2009). Além disso, já foi demonstrado que adipocitocinas, como a leptina e a resistina, que se 

encontram aumentadas em obesos são capazes de induzir a formação de CL em macrófagos 

(Maya-Monteiro et al., 2008; Maya-Monteiro et al., 2008b). Adicionalmente, a formação de 

CLs induzida por leptina é acompanhada por um aumento nos níveis proteicos de ADRP em 

macrófago (Maya-Monteiro et al., 2008). 

Além de seu conhecido papel no metabolismo lipídico, existem evidencias que os CLs 

também participam no processo de degradação de proteínas, resposta ao stress de reticulo 

endoplasmático, glicosilação de proteínas e infecção de patógenos e também em  aspectos 

celulares como: ativação celular, metabolismo celular, tráfico de membrana, controle da 

síntese e secreção de mediadores inflamatórios e também no processo de carcinogênese (Fei et 

al., 2009; Bozza & Viola, 2010; Hartman et al., 2010; Olzmann et al., 2013; Krahmer et al., 

2013; Wilfling et al., 2014). Também são encontrados nos CLs uma gama de diferentes 

proteínas além das proteínas estruturais da família PAT como citosinas (TNFα,IL-6,bFGF), 

enzimas envolvidas no metabolismo do colesterol e quinases (MAP, PKC e PI3K), entre 

outras (Yu et al., 1998; Yu et al., 2000). Mais recentemente foi demonstrado que os CLs são o 

sítio de localização tanto do substrato como de toda maquinaria enzimática necessária para a 

síntese de eicosanóides, constituindo, então, o principal sítio intracelular de formação de 

LTC4, LTB4 e PGE2 (Bozza et al., 2009).  

 

1.2.1 Corpúsculos Lipídicos e inflamação 

 
 Os CLs são caracteristicamente mais abundantes em células associadas a reações 

inflamatórias. O aumento do número de CLs já foi observado em diferentes processos 
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inflamatórios, incluindo artrite, síndrome de angústia respiratória aguda e sepse (Bozza et 

al.,1996; Pacheco et al., 2002). Além disso, os CLs são encontrados em diversas células 

associadas à inflamação, como leucócitos e macrófagos, entre outros, sendo essas as mesmas 

células que estão envolvidas na produção de mediadores lipídicos na inflamação (Bozza et al., 

2009).  

Os CLs encontrados nos leucócitos contêm reservas de ácido araquidônico (Dvorak et 

al., 1992; Yu et al., 1998). Além disso, são encontrados nos CLs, de diversos tipos celulares, 

as enzimas específicas envolvidas na mobilização e também no metabolismo oxidativo do 

ácido araquidônico, incluindo a ciclooxigenase (Dvorak et al., 1992; Dvorak et al.,1994; 

Pacheco et al., 2002), a fosfolipase A2 e a lipoxigenase (Yu et al., 1998; Pacheco et al., 2002; 

Assis et al. 2003). Diversos estudos indicam que os CLs funcionam como domínios 

intracelulares envolvidos na formação de eicosanóides, incluindo leucotrienos e 

prostaglandinas, por células participantes da resposta inflamatória (Bandeira de Melo et al., 

2001; Pacheco et al., 2007; Accioly et al., 2008; D’Ávila et al.,2008). Os eicosanóides são 

moléculas chaves tanto em situações fisiológicas quanto em patológicas, como na homeostase 

tecidual, inflamação e câncer. Em conjunto, estes resultados sugerem que os CLs são sítios 

intracelulares específicos envolvidos na produção de eicosanóides por leucócitos durante o 

processo inflamatório. 

Além dos eicosanóides, encontramos nos CLs outro grupo de moléculas inflamatórias: 

as citosinas. Essas moléculas representam uma família de glicoproteínas com diversas 

atividades biológicas como crescimento celular, inflamação, imunidade, diferenciação e 

reparo (Bozza et al., 2009). As citosinas são produzidas, secretadas e armazenadas por uma 

variedade de células inflamatórias, como leucócitos e macrófagos (Bandeira de Melo & 

Weller, 2005). As citosinas armazenadas podem ser encontradas em diferentes 

compartimentos celulares, como grânulos, vesículas e CLs. Entre as citosinas já encontradas 

nos CLs, podemos citar TNF-α, RANTES, IL-16, entre outras (Bozza et al., 2009). 

A formação de CLs em leucócitos ocorre através de vários estímulos, dentre eles: 

inflamação induzida pela obesidade, lipopolisacarídeo (LPS) e infecção por bactérias (Bozza 

et al., 2009). Componentes presentes na parede bacteriana, como o LPS em E. coli, Bacillus 

Calmette-Guérin (BCG) em M. bovis e Lipoarabinomannan (LAM) em M. tuberculosis, são 

capazes de induzir o acúmulo de CLs de forma dose e tempo dependentes (Pacheco et al., 
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2002; D’Avila et al., 2006; Pacheco et al., 2007). Os receptores TLR apresentam um papel 

importante na regulação da biogênese dos CLs durante a infecção (D’Avila et al., 2008). Já foi 

demonstrado que o LPS induz a formação de CLs em macrófagos, via TLR4 (Pacheco et al., 

2002). Em animais deficientes para TLR2, tanto BCG quanto LAM foram incapazes de 

induzir a formação de CLs, demonstrando a importância desse receptor na formação de CLs 

em reposta a uma infecção (D’Avila et al., 2006). No entanto, a produção de eicosanóides em 

CLs não é restrita a leucócitos ou células inflamatórias. Células que produzem grandes 

quantidades de eicosanóide em condições fisiológicas também os produzem em CLs como, 

por exemplo, células granulosas do folículo pré-ovulatorio. Além dessas, as células endoteliais 

e epiteliais envolvidas em condições patológicas como câncer, hipóxia e infecção apresentam 

aumento de CLs sintetizando eicosanóides (Scarfo et al., 2001; Accioly et al., 2008; 

Plotkowski et al., 2008). 

De uma forma geral, mecanismos que aumentam a produção de eicosanóides são alvos 

terapêuticos para drogas anti-inflamatórias. Não existe um inibidor específico de C.L., no 

entanto, diversos trabalhos já demonstraram que aspirina e AINEs inibem a formação de CLs 

tanto in vivo quanto in vitro (Bozza et al., 1996b). Ainda, essa inibição ocorre de forma 

independente de COX-2, já que, em macrófagos deficientes para essa enzima também 

apresentam inibição da formação de CLs após tratamento com aspirina e AINEs (Bozza et al., 

1996b).  

 

1.2.2 Corpúsculos Lipídicos e Câncer 

 

A inflamação é uma condição fisiopatológica já bem associada ao desenvolvimento de 

tumores, sendo o processo inflamatório parte do microambiente tumoral que gera condições 

propícias para a transformação e progressão maligna (Balkwill & Mantovani, 2001; Abel-

Latif et al., 2009; Poehmann et al., 2012). Os CLs estão envolvidos na produção de 

eicosanóides (leucotrienos e prostaglandinas), mediadores inflamatórios, que controlam 

processos celulares importantes como ativação celular, migração, proliferação e apoptose 

(Bozza & Viola, 2010). Além disso, os CLs são caracteristicamente mais abundantes em 

células associadas a reações inflamatórias e neoplasias (Fujimoto et al, 2008; Bozza & Viola, 

2010), corroborando a importância dessas moléculas no processo de carcinogênese.  
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Diversos trabalhos demonstram que há aumento do número de CLs em células 

proliferativas presentes em processos neoplásicos, quando comparado às células normais 

(Accioly et al., 2008; Straub et al., 2010; Moritane et al., 2011; Boussahmain et al., 2013;  

Goswami & Walia, 2016). Mais recentemente foi demonstrado maior número de CLs em 

células tronco tumorais de cólon, quando comparado às células epitelias normais ou tumorais 

diferenciadas do cólon (Tirinato et al., 2014). No entanto, o papel e função dos CLs em 

células tumorais são pouco conhecidos. Diferentes proteínas sinalizadoras que desempenham 

papéis já bem estabelecidos na inflamação e no câncer como PI3K, ERK1, ERK2, PKC, Cav-

1 já foram detectadas nos CLs (Yu et al., 1998; Yu et al., 2000; Pol et al., 2001; Fujimoto et 

al., 2001). Demonstrando que essas organelas devem apresentar papel importante na 

carcinogênese. 

Em trabalho realizado em adenocarcinoma de cólon foi observado correlação positiva 

entre o número de CLs e proliferação celular (Accioly et al., 2008). Nesse trabalho, Accioly e 

colaboradores descreveram um aumento do número e tamanho dos CLs em linhagens 

celulares e amostras humanas de adenocarcinoma de cólon quando comparado ao tecido ou 

linhagem de epitélio normal do cólon. Esse fato foi associado a um aumento da proliferação 

celular e da expressão de COX-2. Ainda nesse trabalho, foi visto que os CLs eram o sítio de 

produção de PGE2 e que os efeitos observados eram revertidos pela adição de aspirina e 

inibidores da enzima ácido graxo sintetase (FASN), enzima responsável pela formação de 

CLs. Recentemente, padrão parecido foi observado em câncer de mama. Goswami e Walia 

descreveram um aumento da via COX-2/ PGE2 em linhagens de câncer de mama em relação a 

uma linhagem epitelial normal de mama. Sendo que o aumento dessa via estava associado ao 

aumento da expressão protéica de FASN e também de um aumento do número de CLs. E 

assim como foi observado em adenocarcinoma de cólon, COX-2 e PGE2 co-localizavam com 

os CLs, e o uso de inibidores de COX-2 e FASN diminuíram o número de CLs nas linhagens 

de câncer de mama (Goswami & Walia, 2016). Mais uma vez demonstrando a importância 

dos CLs na carcinogênese. 

Outro processo celular importante no desenvolvimento de neoplasias, a apoptose, foi 

associado aos CLs. Apesar de ser esperado a inibição da síntese celular de lipídeos durante o 

processo de morte celular, já foi descrito que a indução de apoptose leva ao acúmulo de CLs 
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(Hakumaki & Kauppinem, 2000). No entanto, os mecanismos envolvidos nesse fenômeno 

ainda não foram totalmente esclarecidos. 

A observação que algumas neoplasias apresentavam um aumento do número de CLs 

levou a avaliação da expressão de diversos membros da família PAT, marcadores da presença 

de CLs, em alguns tipos tumorais. Já foi descrito que os diferentes membros da família PAT 

encontram-se superexpressos em hepatocarcinoma, adenocarcinoma de cólon e carcinoma de 

células renais (Straub et al., 2010). A expressão de Perilipina também já foi detectada em 

glândulas sebáceas e, mais recentemente, foi utilizada como marcador em carcinoma 

mioepitelial sebáceo da glândula parótida (Muthusamy et al., 2006; Shinozaki et al., 2008). 

Recentemente, a proteína ADRP foi descrita como biomarcador de linfoma de Burkitt 

(Ambrosio et al., 2012). Contudo nenhum trabalho avaliou de forma contundente a presença 

de CLs em câncer de esôfago, um tumor fortemente associado ao processo inflamatório.  

Em conjunto, o papel dos CLs no desenvolvimento dos tumores parece ser importante, 

entretanto, os mecanismos envolvidos nesse processo ainda não estão esclarecidos. Isso 

mostra como é importante estudar CLs, especialmente em tumores que carecem de um 

conhecimento molecular mais aprofundado e de biomarcadores, como é o caso do câncer de 

esôfago, enfatizando a importância de estudar essa organela na carcinogênese esofágica. 
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2. Objetivos 

 

2.1 Objetivo Principal 

 

Avaliar a presença e participação dos CLs no desenvolvimento do câncer de esôfago. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Analisar a presença de CL em amostras humanas de esôfago normal de não-obesos, esôfago 

normal de obesos, EB, ADE e CEE; 

2. Avaliar se a presença de CL se correlaciona com a proliferação nas amostras humanas de EB, 

ADE e CEE; 

3. Analisar a presença de CL em linhagens celulares humanas de esôfago normal, ADE e CEE; 

4. Analisar a influência dos fatores de risco associados ao ADE na formação de CL, na 

proliferação celular e na expressão de genes associados ao desenvolvimento do ADE em 

linhagens celulares humanas de esôfago normal, ADE e CEE; 

5. Avaliar se a presença de CL correlaciona com o processo inflamatório nas amostras humanas 

de EB, ADE e CEE e nas linhagens celulares de esôfago; 

6. Avaliar a participação de vias envolvidas no processo inflamatório na formação de CL em 

linhagens celulares e amostras humanas de ADE e CEE; 

7. Avaliar o impacto da ativação de vias inflamatórias na proliferação e produção de mediadores 

inflamatórios em linhagens celulares humanas de ADE e CEE; 

8. Investigar se os fatores de risco associados ao desenvolvimento do ADE levam à formação de 

CL através da ativação de vias inflamatórias; 
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3. Materias e Métodos 

 

3.1 Amostras Humanas 

 

As amostras humanas utilizadas nesse estudo para as análises de imuno-histoquímica 

foram constituídas por vinte e cinco amostras de CEE e sessenta e quatro amostras de ADE, 

provenientes do INCA (Instituto Nacional do Câncer) e da UFRGS (Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul) e trinta amostras de EB provenientes do UFRGS. O uso das amostras foi 

aprovado pelo Comitê de Ética do INCA (protocolo de aprovação nº. 115/10) e pelo Comitê 

de Ética da UFRGS/HCPA (protocolo de aprovação nº 02223). As amostras utilizadas já 

haviam sido anteriormente coletadas e encontravam-se fixadas em formalina e embebidas em 

parafina. Os critérios utilizados para seleção das amostras foram: laudo histopatológico e/ou 

laudo endoscópico confirmando a presença da lesão, ausência de tratamento prévio e material 

em boa qualidade. As amostras tumorais (CEE e ADE) utilizadas foram provenientes de 

biópsias ou de cirurgias e as amostras de EB foram provenientes somente de biópsias. Todas 

as amostras utilizadas foram reavaliadas por três patologistas, de maneira independente, para 

confirmar a presença da lesão. Nas amostras de EB foi realizada marcação com Alcian Blue e 

Hematoxilina para confirmar o diagnóstico (Figura 3.1). Nesse estudo, também foram 

utilizadas dez amostras de esôfago normal de indivíduos não obesos e vinte e uma amostras de 

esôfago de indivíduos obesos obtidas no serviço de endoscopia da UERJ (Universidade 

Estadual do Rio de Janeiro) e provenientes de indivíduos saudáveis submetidos à endoscopia 

por motivos outros que não a presença de alguma lesão no esôfago. Para o grupo de obesos 

incluídos no estudo, o critério de inclusão foi ter índice de massa corporal (IMC) acima de 30. 

Dentre os indivíduos obesos incluídos no estudo, foi observada mediana de IMC de 

41,65kg/cm2, com intervalo de 35,9-52,5kg/cm2. No momento da coleta do material também 

foram coletados os dados clínicos patológicos dos indivíduos. Essas amostras, coletadas 

especificamente para esse trabalho, foram fixadas em formol 10% e embebidas em parafina 

para posterior avaliação. O uso das amostras foi aprovado pelo Comitê de Ética da 

HUPE/UERJ (protocolo de aprovação nº 416).  
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3.2 Análises Imuno-histoquímicas  

 

Os tecidos das amostras selecionadas, que tinham sido previamente fixados com 

formol e embebidos em parafina, foram submetidos à marcação imuno-histoquímica para 

ADRP (AP125; Research Diagnostics Inc., Flanders, NJ, USA), Ki67 (MIB-1, Dako), COX-2 

(policlonal, Cayman Chemicals), NFkB (F6 anti-p65; Santa Cruz Biotec.) e TLR4 

(monoclonal 76B357.1, ABCAM). Os blocos contendo os tecidos foram cortados em cortes de 

4µm e posicionados em lâminas tratadas com 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTS) 4% 

(Thermo Scientific). As lâminas foram incubadas à 60ºC, por 16h em estufa e seguiu-se a 

etapa de desparafinização que foi realizada em cinco banhos seqüenciais de 5 minutos em 

xilol, seguida da reidratação em cinco banhos sequencias de 3 minutos em concentrações 

decrescentes de etanol (100% à 50%), e banho em água corrente por 10 minutos. Em seguida, 

foi realizada a recuperação antigênica que ocorreu em solução EDTA pH 9.0 à 98°C por 40 

min para COX-2, em solução citrato pH 6.0 à 98°C por 40 min para ADRP, NFkB e TLR4 e 

em panela de pressão em solução citrato pH 6.0 por 3 min para  Ki67. O kit de amplificação 

de sinal utilizado foi o NOVOLINK (NovoCastra). Neste kit temos o inibidor da peroxidase 

endógena, o bloqueio das ligações inespecíficas, a amplificação do sinal e o revelador DAB 

que foram utilizados seguindo o protocolo do fabricante. Os anticorpos primários foram 

incubados por 12 horas à 4°C.  Ao final da coloração, os cortes foram contra corados com 

hematoxilina por 30 seg, desidratados em 5 banhos de etanol absoluto e embebidos em 5 

banhos de xilol. As lâminas foram, então, montadas utilizando meio Erv-Mount (EasyPath). 

As reações de imunohistoquímica foram avaliadas por três patologistas de forma 

independente. Para Ki67 e ADRP foi determinado o percentual de células com marcação 

positiva. Para COX-2 e NFkB (subunidade p65), além da avaliação do percentual de células 

positivas, foi avaliada também a intensidade de marcação. Para intensidade fraca era atribuído 

o valor 1, para marcação moderada o valor 2 e para marcação forte o valor 3. Na ausência de 

marcação era atribuído o valor zero. Os valores dos percentuais de células positivas foram, 

então, multiplicados pelo valor da intensidade resultando no valor final da marcação para 

COX-2 e NFkB, conforme descrito por Bhandari et al., 2006. O valor final utilizado para cada 

marcação foi a mediana dos valores atribuídos por cada um dos 3 patologistas que realizaram 

a leitura das lâminas.  
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Figura 3.1. Marcação com Alcian Blue e Hematoxilina em amostra humana de esôfago de Barrett. Imagem 
representativa de marcação de tecido de esôfago de barrett humano fixado em formalina e embebido em parafina 
com Alcian Blue e Hematoxilina. Foto tirada em microscópio de campo claro (40x). 
 
 
3.3 Cultura de células 
 

Todas as linhagens celulares utilizadas foram cultivadas em estufa à 37°C e 5% de 

CO2. As linhagens OE21, OE33 e CACO-2 foram cultivadas com o meio de cultura RPMI 

(Invitrogen). Foram adicionados ao meio de cultura RPMI: 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) 

(GIBCO), 2mM de L-Glutamina (GIBCO) e os antibiótico Estreptomicina (100mg) e 

Penicilina (100.000 unidades) (Sigma). A linhagem Het1a foi cultivada com meio BEBM 

adicionado dos seus suplementos específicos (Lonza). As características específicas das 

linhagens utilizadas neste trabalho estão detalhadas abaixo (Tabela 3.1): 

 

Tabela 3.1. Tabela das características específicas das linhagens celulares utilizadas.  

Linhagem 
Celular  

Tecido Origem 

Het1a Linhagem celular derivada de autópsia do epitélio esofágico humano e 
imortalizada com o vírus SV-40. 

ATCC 

OE21 Linhagem celular estabelecida a partir de um carcinoma epidermóide do 
terço médio do esôfago humano em estágio IIA e diferenciação 
moderada. 

ECACC 

OE33 Linhagem celular estabelecida a partir de um adenocarcinoma do terço 
distal do esôfago humano, em metaplasia de Barrett, estágio IIA e 
pouco diferenciado. 

ECACC 
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As linhagens celulares OE21 e OE33 são aderentes e para soltá-las das placas de 

cultivo foi utilizado Tripsina 0,25% e 4mM EDTA. As células foram incubadas por 

aproximadamente 5 minutos com esta solução, que foi inativada com meio contendo 10% 

SFB. Todas as células foram congeladas em solução de SFB 6%DMSO. 

A linhagem celular de esôfago normal imortalizada Het1a também é uma célula 

aderente. Porém para soltá-la da placa foi utilizada tripsina 0,05% com 0,53mM de EDTA e 

0,5% de PVP. Para inativar a tripsina, foi usado um inibidor de Tripsina de grão de soja 0,1% 

(Invitrogen). Além disso, seu congelamento foi feito em meio Leibovitz's L-15 com adição de 

2mM de L-glutamina, 10mM de HEPES, 1% PVP, 10%SFB e 7.5% DMSO.  

 

3.4 Coloração de Corpúsculos Lipídicos por Oil Red O 

 

 As diferentes linhagens celulares de esôfago (OE21, OE33 e Het1a) foram cultivadas 

(2 x 104 células/ poço)  por 24h em lamínulas tratadas com gelatina em placas de 24 poços 

com 500µL de meio de cultivo, tratadas ou não com diferentes substancias. Para linhagem 

celular Het1a, esperou-se 16h após o cultivo nas lamínulas tratadas com gelatina para 

adicionar os tratamentos com diferentes substâncias.  Após esse período, as células foram 

fixadas para análise. Ao final da incubação com os diferentes tratamentos, as células foram 

lavadas com PBS e, então, fixadas por 10 min em Formalina 3,7%. Em seguida, as células 

foram novamente lavadas 3 vezes com PBS e, então, incubadas por 5 min com Propileno 

Glicol 100% (Sigma). Ao final dos 5 min foi retirado todo excesso de Propileno Glicol e as 

células foram incubadas por 10 min com Oil Red O (ORO) (Sigma) pré-aquecido por 15 min 

à 60ºC. Ao final dessa incubação as células foram incubadas com Propileno Glicol 85% por 5 

min, seguida de 2 lavagens com PBS.  Para contra corar o núcleo das células, estas, foram 

incubadas por mais 5 min com 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Molecular Probes-

Invitrogen) e, em seguida, foram lavadas mais 2 vezes com PBS. As lamínulas foram, então, 

montadas em lâminas com meio VECTASHIELD (Vector Laboratories Inc.). 
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3.5 Contagem de Corpúsculos Lipídicos  

 

 A contagem dos CL das diferentes linhagens celulares de esôfago utilizadas (OE21, 

OE33 e Het1a) com seus diferentes tratamentos foi feita a partir de fotos tiradas das células 

coradas com ORO e DAPI como descrito no tópico anterior. Segue detalhamento da técnica. 

 

3.5.1 Microscopia de Fluorescência 

 

 As células coradas com ORO e DAPI foram avaliadas no Microscópio de 

Fluorescência em lente objetiva de imersão de 100x. Para cada linhagem celular e condição de 

tratamento foram tiradas fotos de 50 células com o tempo de exposição fixo. A seleção das 

células nas lamínulas foi feita através da fluorescência do DAPI e de forma aleatória. As fotos 

foram salvas separadamente para cada marcador (ORO, adquirido em 540-580nm e DAPI, 

adquirido em 461nm). Dessa forma, a foto do ORO foi usada para contar os C.L. enquanto 

que a foto do DAPI, da mesma imagem, foi usada para contar o número de células que haviam 

em cada foto tirada.  

 

3.5.2 Tratamento das Imagens  

 

 As fotos tiradas no Microscópio de Fluorescência das células marcadas com ORO 

passaram por um tratamento de imagens para o qual foi utilizado o software Photoshop antes 

dos CL serem contados. Nesse tratamento de imagem utilizando o software Photoshop, o 

padrão de cores foi invertido de forma que os CL aparecessem como pontos pretos em um 

fundo branco. Essa inversão foi necessária para que as imagens pudessem ser avaliadas pelo 

software utilizado para contar o número de CL.  

 

3.5.3 Software utilizado para a contagem de CL 

 

 Para contar os CL, as imagens tratadas foram avaliadas utilizando o software 

ImageQuant TL (GE Healthcare) na opção contagem de colônias. Somente as fotos do ORO 

foram analisadas utilizando esse software. Foram fixados os valores de: Sensibilidade (9800), 
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Tamanho (31), Background (1000), Noise Factor (25) e Spliting (09). Cada uma das imagens 

que representavam as 50 células foram avaliadas pelo software. Ao final, para a elaboração 

dos gráficos, foram utilizados os valores obtidos a partir da média do número de CL das 50 

células avaliadas em cada linhagem celular e tratamento em no mínimo 3 experimentos 

independentes. 

 

3.6 Tratamentos das Linhagens Celulares 

 

 Para a avaliação do efeito dos fatores de risco associados ao desenvolvimento dos 

tumores de esôfago na alteração do numero de CL, as linhagens celulares (OE21, OE33 e 

Het1a) foram incubadas por 24h com os tratamentos específicos, enquanto que para, avaliar a 

proliferação celular, esse tempo variou entre 48 e 96h, dependendo do tratamento. O 

tratamento com o inibidor de TLR4, CLI95, foi adicionado à cultura 6h antes dos estímulos 

adicionais. Segue Tabela 3.2 com os tratamentos utilizados: 

Tabela 3.2. Tabela com as substâncias e suas concentrações utilizadas para o tratamento 

das linhagens celulares de esôfago. 

Nome da Substância Concentração utilizada Fabricante 

Nicotina  50, 100 e 200µg/mL Sigma 

Ácido Oleico (AO) 1, 2 e 5µM Sigma 

Ácido Desoxicólico (DCA) 200µM Sigma 

Ácido acetil salicílico (ASA) 500µg/mL Sigma 

Meio ácido  pH 5.0 LONZA 

Lipopolysaccharides (LPS) 0,5µg/mL Sigma 

Leptina 0,3 e 0,6µg/mL Sigma 

CLI095 2µg/mL InVivoGen 

 

 Os tratamentos com o ácido biliar (DCA) e com o meio com pH ácido tiveram como 

objetivo simular o refluxo gástrico-esofágico e, por isso, foram realizados na forma de pulsos. 

Esses pulsos consistiam em 3 min de incubação com cada um dos tratamentos sozinhos à 37ºC 

e 5% de CO2, intercalados por 30min em meio sem adição dos tratamentos à 37ºC e 5% de 

CO2. A quantidade de pulsos realizados variou de 1 até 8 pulsos. O período de incubação de 
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24h, nesse caso, foi contado a partir do primeiro pulso. Também foram realizados 

experimentos na forma de pulsos com as possíveis combinações de meio com pH ácido e 

DCA.  

Para o co-tratamento com DCA e o inibidor de TLR4, não foi possível realizar pulsos 

de incubação com DCA. Isso porque o inibidor deve ser adicionado a cultura 6h antes do 

estímulo, e a cada pulso de incubação com DCA o meio de cultura é trocado. A alternativa 

empregada foi então expor as células a um tratamento constante com DCA. Inicialmente, a 

linhagem celular OE33 foi incubada com a mesma concentração utilizada para realização dos 

pulsos de incubação com DCA, 200µM, no entanto, houve grande morte celular, 

impossibilitando a contagem dos CL. Seguimos, então, para avaliação de outras 

concentrações. Utilizamos, então, 50 e 100µM de DCA por 24h na linhagem OE33.  

 

3.7 Proliferação Celular 

 

 As diferentes linhagens celulares (OE21, OE33 e Het1a) foram plaqueadas (6 x 10 4 

células/ poço) em placas de 12 poços e incubadas por diferentes tempos, que variavam entre 

48 e 96h, com ou sem tratamentos (para detalhes dos tratamentos, ver tópico 3.6). O 

tratamento foi adicionado somente 16h após as células serem plaqueadas, para garantir que 

todas as células estivessem aderidas. Ao final do período de incubação, o número de células 

foi contado. As células foram contadas utilizando o equipamento de contagem de células 

Countess (Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante. Esse equipamento conta o número 

de células vivas baseado no método de coloração por Tripan 0,4%.  

 

3.8 Ensaio de Cristal Violeta 

 

As linhagens celulares de esôfago, OE21 e OE33, (5 x 103 células/poço) foram 

cultivadas em placa de 96 poços à 37°C e 5% de CO2, por 96h. Ao final desse período, o 

sobrenadante foi retirado, as células lavadas com PBS e fixadas por 10 min com etanol. Em 

seguida, as células foram coradas com cristal violeta 0,05% em etanol 20% por 10 min e, 

então, lavadas com água destilada. O cristal violeta presente nas células coradas foi 
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solubilizado em metanol absoluto e a leitura da placa realizada em espectofotômetro à 595nm. 

A absorbância à 595nm é proporcional ao número de células vivas fixadas. 

 

3.9 Dosagem de Prostaglandina E2 e Interleucina 8  

  

 As linhagens celulares de esôfago (OE21, OE33 e Het1a) foram cultivadas (2 x 105 

células/poço) em placa de 24 poços em 500µL de meio à 37°C e 5% de CO2, por 48h ou 72h. 

Ao final desse período, o meio de cultivo de cada linhagem celular foi recolhido, centrifugado 

para retirar qualquer vestígio de células e, então, congelado à -20°C até o momento da 

dosagem de Prostaglandina E2 (PGE2) e Interleucina 8(IL-8). A dosagem foi realizada em 

placa de 96 poços utilizando o kit Prostaglandina E2 EIA KIT- Monoclonal (Cayman 

Chemicals) e o kit IL-8 EIA KIT- Monoclonal (Cayman Chemicals), seguindo o protocolo do 

fabricante. A leitura da placa foi realizada em espectofotômetro à 420nm. O resultado foi dado 

em pg/µL, correlacionando a absorbância das amostras com a da curva padrão fornecida.  

  

3.10 Imunofluorescência 

 

 As diferentes linhagens celulares (OE21, OE33 e Het1a) foram cultivadas (2 x 104 

células/ poço)  em placas de 24 poços sobre lamínulas tratadas com gelatina por 24h. Após 

esse período, as células foram ou estimuladas por mais 24h ou lavadas em PBS e então fixadas 

por 30min com Formalina 3,7%.  Após a fixação, as células foram lavadas por 3 vezes com 

PBS e permeabilizadas em PBS/Saponina 0,05% por 30 min para a marcação para ADRP ou 

permeabilizadas em PBS/Triton 0,04% para a marcação de NFkB. Após essa incubação, as 

células foram novamente lavadas 3 vezes com PBS e incubadas por 20 min em solução para 

bloqueio das ligações inespecíficas (PBS/SFB 1%). O anticorpo primário anti-ADRP (AP125; 

Research Diagnostics Inc., Flanders, NJ, USA) foi diluído em PBS/Saponina 0,05% e o 

anticorpo primário anti-NFkB (F6; Santa Cruz Biotec.) foi diluído em PBS/Triton 0,04%. 

Ambos os anticorpos foram incubados por 2h, logo após o bloqueio das ligações inespecíficas, 

sem lavagens entre as incubações. Após 3 lavagens com PBS, o anticorpo secundário anti-

mouse Alexa Fluor 568 (Life Tecnologies) foi, então, adicionado e incubado por 45 min. Na 

marcação para ADRP, juntamente com o anticorpo secundário foi incubado o BODIPY (Life 
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Technologies). Seguiram-se 3 lavagens com PBS. Ao final, as células foram contra coradas 

com DAPI (Molecular Probes-Invitrogen) por 5min e lavadas mais 2 vezes com PBS. As 

lamínulas foram, então, montadas em lâminas com VECTASHIELD (Vector Laboratories 

Inc.). As imunofluorescências foram avaliadas em Microscópio Confocal com aumento de 

100x. 

 

3.11 Análise da expressão gênica 

3.11.1 Extração de RNA 

 

 Para as análises de expressão gênica, as diferentes linhagens celulares (OE21, OE33 e 

Het1a) foram plaqueadas (1 x 106 células/ poço) em placas de 6 poços, deixadas aderir por 

16h e, então, estimuladas ou não por mais 24 ou 48h com os diferentes tratamentos 

especificados anteriormente. Ao final desse período, os poços foram lavados com PBS e 

adicionado 1mL de TRIzol (Ambion) para a coleta das células. O RNA total foi extraído com 

o reagente TRIzol, conforme descrito pelo fabricante. Ao final da extração, o RNA foi 

ressuspendido em água DEPC e dosado no espectofotometro NanoDrop (Thermo). O RNA foi 

considerado de boa qualidade para uso, quando a relação 260/280 e 260/230 obtida 

encontrava-se próxima de 2. 

 

3.11.2 Reação de Transcrição Reversa 

 

 O cDNA foi construído a partir de 1µg de RNA pela reação de transcrição reversa. 

Antes da reação de transcrição reversa, o RNA foi tratado com DNAse (Invitrogen), seguindo 

o protocolo do fabricante. Para a construção do cDNA, foram utilizados primers randômicos 

(Invitrogen), dinucleotídeos trifosfatos (DNTPs) e a enzima transcriptase reversa SuperScript 

II (Invitrogen), de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. 

 

3.11.3 Reação de PCR em tempo real 

 

 A análise da expressão do RNAm dos genes avaliados foi realizada pela técnica de 

qRT-PCR. Foi utilizado o termociclador Illumina - ECO e o sistema de amplificação SYBR 
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Green (Invitrogen). O cDNA foi diluído entre 5 e 10 vezes dependendo do gene analisado e 1 

µL de cDNA diluído foi utilizado para a amplificação gênica. A concentração usada dos 

primers foi 10µM e o volume final da reação foi de 10µL. O programa utilizado foi: 10min à 

95ºC, seguido de 40 ciclos de 95ºC por 15s, 60ºC por 30s e 72ºC por 30s, ao final foi realizada 

uma curva de dissociação que consistia em 15s à 95ºC, 1min e 30s à 60ºC e 15s à 95ºC. Segue 

Tabela 3.3 contendo a sequencia dos pares de primers utilizados: 

 

Tabela 3.3. Sequência dos primers utilizados no trabalho. 

Gene Primer Senso Primer Anti-senso 

GAPDH 5`CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA3’  5’AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT 3´ 

CDX2 5’ CAGCAGCTCTGCAGTACGTC 3’ 5’ CTCAGGCCTTGGAAGAAGTG 3’ 

IL-8 5' CACCGGAAGGAACCATCT CACT 3' 5' TGCACCTTCACACAGAGCTGC3' 

COX-2 5' GCCCTTCCTCCTGTGCC 3' 5' AATCAGGAAGCTGCTTTT TAC 3' 

TLR-2 5' TAGTTGTGGGTTGAAGCACTGGA 3' 5' GTGAGCCCTGAGGGAATGGA 3' 

TLR-3 5' TGCCACACACTTCCCTGAT 3' 5' ATGATTCTGTTGGATGACTGGT3' 

TLR-4 5' CGGTCAGACGGTGATAGC3' 5' TAGGAACCACCTCCACGC3' 

TLR-5 5' TCACCAAACCAGGGATGCTA3' 5' TCTCCAGGTTCGGACAGC 3' 

 

3.11.4 Análise dos resultados de PCR em tempo real 

 

 A análise da expressão do RNAm dos genes estudados nas linhagens celulares sob as 

diferentes condições experimentais foi feita utilizando o método comparativo do CT (número 

de ciclos em que a fluorescência emitida por uma amostra ultrapassa um limiar fixo acima da 

linha de base), que avalia a diferença de expressão entre as amostras considerando a diferença 

entre o valor do ∆CT  do gene alvo e do ∆CT do controle endógeno. 

 

3.12 Análise da Expressão Proteica por Western Blot 

3.12.1 Extração e Dosagem de Proteínas 

  

As diferentes linhagens celulares (Het1a, OE21, OE33) foram cultivadas (1 x 106 

células/ poço) em placas de 6 poços por 24h. Após esse período, as células foram 
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tripsinizadas, centrifugadas e ressuspensas em 20 µL de tampão de ressuspensão (40mM de 

Tris-Cl pH 7.5, 10mM EDTA e 60mM pirofosfato de sódio) com adição de 20 µL de SDS 

10% e então incubadas à 100°C por 15 minutos. Os extratos foram estocados a –80°C. 

 As proteínas dos extratos foram então dosadas, utilizando o kit DC Protein Assay 

seguindo protocolo do fabricante (BIORAD).  

 

3.12.2 Western Blot 

 

Foram utilizados 30µg de proteína. Os extratos proteicos foram separados em um gel 

de poliacrilamida SDS-PAGE 8% (30% bis-acrilamida (29:1) e tampão de separação 4x pH 

8.8 à 25mA. Junto com os extratos, foi aplicado o padrão de peso molecular (Kaledoscope 

Prestained Standards-BIORAD). Após a corrida, o gel foi transferido para uma membrana de 

nitrocelulose em tampão de transferência (10% Metanol), por corrente elétrica (15 volts), por 

1 hora à temperatura ambiente (Trans-Blot® Semi-Dry electrophoretic transfer cell - BioRad) 

Após transferência, as membranas foram bloqueadas por 2 horas com TBS 1x 

contendo 5% de leite desnatado. Depois do bloqueio, as membranas foram lavadas com TBS-

Tween 0,05% e então incubadas por 2 horas com os anticorpos primários: anti-ADRP (1:1000, 

Fitzgerald- monoclonal), anti-GAPDH (1:1000, Santa Cruz, clone 6C5). Após a incubação, as 

membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-Tween 0,05% e incubadas por 1 hora com os 

respectivos anticorpos secundários conjugados à peroxidase (HRP). Foram utilizados os 

seguintes anticorpos secundários: anti-guinea pig HRP (Invitrogen) e anti-mouse HRP 

(Amersham Biosciences) ambos na diluição 1:10000. Em seguida, as membranas foram 

lavadas 6 vezes com TBS-Tween 0,05% e incubadas com o substrato da peroxidase pelo kit 

“ECL Western blotting detection reagent” (Amersham Biosciences), como indicado pelo 

fabricante e autoradigrafadas. 

 

3.13 Marcação dupla com Iodeto de Propideo e BrDU 

 

A linhagem celular Het1a foi cultivadas (1 x 106 células/garrafa) em garrafas pequenas 

por 24h. Após esse período, as células foram ou não estimuladas por mais 48h com AO e 

Nicotina. As células foram então pulsadas com BrDU 3h antes do final do período de 
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incubação de 48h. Após esse período as células foram tripsinizadas, lavadas em PBS, fixadas 

em etanol 70% e então mantidas à –20°C por 16h. Ao final desse período as células foram 

lavadas e incubadas em solução HCl 2N com TritonX-100 0,5% por 30min a temperatura 

ambiente. Em seguida as células foram centrifugadas e ressuspendidas em uma solução 

neutralizadora de Borax 0,1M (Sigma). As células forma novamente centrifugadas, lavadas 

em PBS 0,1% BSA e então incubadas com anti-BrDU marcado com FITC (Fabricante) por 

60min a temperatura ambiente. Ao final as células foram centrifugadas, lavadas em PBS 0,1% 

BSA e então marcadas com solução de Iodeto de Propídeo a 20µg/mL contendo 1mg/mL de 

RNAse em PBS com 0,1% TritonX-100 por 16h a 4°C.  

As diferentes amostras marcadas foram então analisadas por Citometria de Fluxo no 

FACSCalibur (Becton Dickinson). As populações de células em cada perfil de marcação foi 

delimitado e o percentual de células em cada perfil foi obtido. 

 

3.14 Análises Estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 

(GraphPad Software Incorporated, São Diego, CA, EUA). Foram utilizados o teste t-Student 

não pareado e o teste exato de Fisher para determinar diferenças na análise das amostras, as 

quais foram consideradas significativas quando p≤ 0,05. Para as análises das amostras 

humanas foi utilizado o teste ANOVA e Person R. 
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4. Resultados 

 

4.1 Avaliação da presença de CL em amostras humanas de tecidos esofágicos 

 

 A primeira etapa do trabalho foi avaliar a presença de CL na evolução do câncer de 

esôfago. Para responder essa questão foi avaliada a expressão da proteína ADRP pela técnica 

de imunohistoquímica em dez amostras de esôfago normal de não obesos, 22 amostras de 

esôfago normal de indivíduos obesos, 19 amostras de indivíduos com EB, 59 amostras de 

pacientes com ADE e 25 amostras de pacientes com CEE. O perfil sócio demográfico dos 

pacientes, assim como as características patológicas das amostras utilizadas no trabalho 

encontram-se descritas na Tabela 4.1. Como controle positivo da marcação para ADRP foi 

utilizada uma amostra de adenocarcinoma de cólon.  

 Na Figura 4.1 podemos ver imagens representativas da marcação para ADRP nos 

diferentes grupos de amostras humanas avaliados. Podemos observar que não houve marcação 

para ADRP no epitélio escamoso de esôfago normal de não-obeso, no entanto, no epitélio 

escamoso do esôfago normal de obesos houve marcação. E esta marcação foi citoplasmática, 

difusa e fraca. Já nas amostras de EB e ADE, houve marcação para ADRP nas células 

metaplásicas e tumorais, respectivamente, e essa marcação também ocorreu no citoplasma, 

porém de forma mais intensa e concentrada na região apical da célula. O mesmo padrão de 

marcação foi observado na amostra de adenocarcinoma de cólon. Nas amostras de CEE foi 

observada marcação fraca e difusa para ADRP em apenas poucos casos. Na Figura 4.2 

podemos ver imagens representativas da marcação para ADRP nas diferentes amostras de 

ADE avaliadas pelos patologistas associados ao estudo e classificadas como: marcação fraca, 

menos de 10% de células marcadas; marcação média, entre 10% e 50% de células marcadas; e 

marcação forte, onde houve mais de 50% das células marcadas. Na Figura 4.3, está 

representada graficamente a avaliação do percentual de células positivas para ADRP em cada 

um dos grupos avaliados. Podemos observar que houve um aumento progressivo no 

percentual de células ADRP positivas na evolução do ADE (não-obesos sem alteração no 

esôfago→ obesos sem alteração no esôfago→ EB→ ADE). Já nas amostras de CEE, foi 

observada uma baixa freqüência de células ADRP positivas, com uma média de 4,2% de 

células esofágicas marcadas. Podemos observar também que o percentual de células positivas 
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para ADRP em amostras de ADE foi significativamente maior que nas amostras de esôfago 

normal de não-obesos e CEE. Entretanto, não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre as amostras de EB e ADE quanto ao percentual de células esofágicas 

marcadas para ADRP.  

 Seguimos, então, para a investigação de uma possível associação entre a expressão de 

ADRP nas amostras de ADE, CEE e EB e as características clínico-patológicas dos pacientes. 

O resultado dessas análises está descrito na Tabela 4.2. Houve uma correlação positiva entre o 

aumento do percentual de células expressando ADRP e a idade dos pacientes com CEE. Além 

disso, nas amostras de EB houve uma associação estatisticamente significativa entre a 

marcação positiva para ADRP e a presença de displasia nas amostras. 
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n % p n % p n % p n % n % p
Número de 
indivíduos

10 22 19 59 25

Mediana 55 34,5 64 62 56
Intervalo 28 – 84 27 – 60 16 – 83 34 – 83 36 – 84

  

Mediana 12,13 31,56
Intervalo 0,86 – 139,53 0,5 – 122,4

Feminino 4 40,0% 11 50,0% 10 52,6% 7 11,8% 6 24,0%
Masculino 6 60,0% 11 50,0% 9 47,3% 52 88,2% 19 76,0%
SI 0 0 0 0 0

Não 7 70,0% 14 63,6% 4 21,0% 14 23,7% 5 20,0%
Sim 0 0,0% 2 9,1% 3 15,7% 20 33,8% 16 64,0%
Ex 3 30,0% 6 27,3% 3 15,7% 24 40,6% 2 8,0%
SI 0 0 9 47,3% 1 1,7% 2 8,0%

Não 2 20,0% 9 40,9% 6 31,6% 23 38,9% 14 56,0%0,22

Sim 8 80,0% 13 59,1% 4 21,0% 21 35,6% 8 32,0%
SI 0 0 9 47,3% 15 25,4% 3 12,0%

Superior 0 0,0% 1 4,0%
Médio 10 16,9% 13 52,0%
Inferior 37 62,7% 10 40,0%
SI 12 20,3% 1 4,0%

Bem 2 3,4% 2 8,0%
Moderadamente 34 57,6% 16 64,0%
Pouco 19 32,2% 5 20,0%
SI 4 6,7% 2 8,0%

I 3 5,1% 2 8,0%
II 11 18,6% 4 16,0%
III 16 27,1% 7 28,0%
IV 2 3,4% 4 16,0%
SI 27 45,7% 8 32,0%

Não 7 70,0% 17 77,3% 63 66,3%
Sim 3 30,0% 5 5,3% 14 14,7%
SI 0 0 18 18,9%

Estadiamento do 
Tumor

0,76

Histórico de Refluxo

Localização Central do 
Tumor

0,006

Diferenciação do 
Tumor

0,41

0,32

1

Consumo de bedidas 
alcoólicas

0,30 1,00 0,30

Tabagismo 0,007 0,0015 0,43

Tempo de Seguimento 
(meses)  

0,12

Gênero 0,04
0,0006 0,0006

0,19

<0,0001 0,69

Tabela 4.1:  Características sócio-demográficas e clínico-patológicas dos pacientes incluídos no estudo
Esôfago Normal 
de Não Obesos

Esôfago Normal de 
Obesos

Esôfago de Barrett Adenocarcinoma
Carcinoma 

Epidermoide

0,13Idade (anos)  
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Esôfago de não-obeso Esôfago de Obesos Esôfago de Barrett

ADE CEE Adenoc. Colón

Figura 4.1. Avaliação da expressão de ADRP em amostras humanas de tecidos esofágicos e em 
adenocarcinoma de cólon. Imagens representativas da marcação de ADRP que foi realizada utilizando a técnica 
de imunohistoquímica em 10 amostras de esôfago normal de não-obesos, 22 amostras de esôfago normal de 
obesos, 19 amostras de BE, 25 amostras de CEE, 61 amostras humanas de ADE e uma amostra humana de 
adenocarcinoma de cólon, provenientes do HUPE, INCA e UFRGS. Fotos feitas em microscópio de campo claro 
com aumento de 40X em amostras com marcação para ADRP.  

Marcação Fraca Marcação Média Marcação Forte

 
Figura 4.2. Fotos representativas da marcação para ADRP em amostras de ADE. Fotos representativas em 
microscópio de campo claro (40x) de amostras de ADE com marcação para ADRP fraca, com menos de 10% de 
células marcadas; marcação média, com mais de 10% de células marcadas e menos de 50% de células marcadas; 
e marcação forte, com mais de 50% de células marcadas. 
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Figura 4.3. Avaliação do percentual de células positivas para ADRP em amostras humanas de tecidos 
esofágicos. Representação gráfica da distribuição do percentual de células esofágicas com marcação positiva 
para ADRP nas amostras humanas. Foram análisadas dez amostras de esôfago normal de não obesos, 22 
amostras de esôfago normal de indivíduos obesos, 19 amostras de indivíduos com EB, 59 amostras de pacientes 
com ADE e 25 amostras de pacientes com CEE. As amostras foram avaliadas por 3 patologistas de forma 
independente. Foi feita mediana dos valores obtidos de cada patologista. *p<0,05; **p<0,01. ANOVA 
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Tabela 4.2: Associação entre os dados clinico-patológicos e a marcação para ADRP nas 
amostras de Adenocarcinoma de Esôfago, Carcinoma Epidermóide de Esôfago e Esôfago 
de Barrett 

r 0,003 0,47 0,355
p 0,98 0,017 0,1357

Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo

Feminino 4 3 2 4 7 3
Masculino 34 18 8 11 6 3

p 0,691 1 1

Nunca 8 6 3 2 3 1
Sim 29 15 6 12 6 0

p 0,7504 0,3428 0,4

Nunca 9 14 4 4 5 1
Sim 23 13 5 9 4 0

p 0,1071 0,6619 1

Médio 2 3 6 8
Inferior 30 13 3 7

p 0,3164 0,6785

Bem 1 1 1 1
Moderadamente 24 12 7 9

Pouco 12 7 1 4
p 0,8739 0,6033

Precoce 11 3 2 4
Tardio 9 9 4 7

p 0,1467 1

Displasia Sim 7 0
Não 6 6

p 0,0436

Adenocarcinoma Carcinoma Epidermóide Barrett

Idade (anos)    

Diferenciação do 
Tumor      

Estadiamento do 
Tumor    

Gênero    

Tabagismo      

Consumo de Bedidas 
alcoólicas    

Localização Central do 
Tumor (terço)     
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Além da marcação para ADRP foi realizada também a marcação para Ki67 por 

imunohistoquímica nas amostras humanas de EB, ADE e CEE, com objetivo de avaliar o 

perfil proliferativo das amostras e comparar à marcação para ADRP. Na Figura 4.4 estão 

representadas as marcações para Ki67 em amostras de ADE (foto da esquerda) e de CEE (foto 

da direita), demonstrando que a marcação foi observada, como esperado, no núcleo das 

células. Houve diferença significativa no percentual de células positivas para Ki67 entre os 

grupos avaliados (Figura 4.5A), sendo o grupo de amostras de ADE aquele com maior número 

de casos com percentual elevado de células positivas para Ki67 (Figura 4.5A). Podemos ver 

na figura 4.5B que não houve correlação entre o percentual de células positivas para Ki67 com 

o percentual de células positivas para ADRP nas amostras de ADE. O mesmo resultado foi 

observado para as amostras de EB (dado não mostrado). Apesar de não ter ocorrido tal 

correlação, o ADE foi o grupo que teve tanto um maior número de casos com alta positividade 

para ADRP quanto para Ki67. 

 

ADE CEE

BA

 

Figura 4.4. Avaliação da expressão de Ki67 em amostras de Adenocarcinoma de esôfago e Carcinoma 
Epidermóide de esôfago. Fotos representativas em microscópio de campo claro (40x) de marcação positiva para 
Ki67 em (A)  amostra de ADE e (B) amostra de CEE.  
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A B

 
 
Figura 4.5. Avaliação do percentual de células positivas para Ki67 em amostras humanas de Esôfago de 
Barrett, Adenocarcinoma de esôfago e Carcinoma Epidermóide de esôfago. Foi realizada marcação por 
Imuno-histoquímica para Ki67 nas amostras humanas de EB (19 amostras), ADE (59 amostras) e CEE (25 
amostras). (A) Representação gráfica da distribuição do percentual de células com marcação positiva para Ki67 
em amostras humanas de EB, ADE e CEE. (B) Gráfico de correlação entre o percentual de células com marcação 
positiva para ki67 com o percentual de células com marcação positiva para ADRP em amostras humanas de 
ADE. * p<0,05, *** p<0,001. ANOVA e Person r 
 
 
4.2. Avaliação da presença de CL em linhagens celulares de esôfago. 

 

Com objetivo de investigar a diferença significativa no número de CL observada entre 

os grupos de amostras humanas de esôfago estudados, fomos avaliar o número de CL 

presentes em diferentes linhagens celulares de esôfago, através da marcação com Oil Red O 

(ORO). Foram utilizadas as seguintes linhagens celulares: Het1a, que é uma linhagem de 

esôfago normal imortalizada, a linhagem OE33, derivada de ADE, e a OE21 que é uma 

linhagem celular de CEE. Na Figura 4.6A, vemos fotos representativas da marcação com 

ORO, marcador de lipídeos neutros, e DAPI, um marcador nuclear, nas linhagens celulares de 

esôfago. Nas Figuras 4.6 A e B é possível observar que a linhagem celular de ADE, OE33, 

apresentou um número elevado de CL que foi estatisticamente maior que o número observado 

na linhagem celular de esôfago normal (Het1a) e de CEE (OE21). Esse resultado corrobora a 

observação prévia nas amostras humanas, onde obtivemos uma marcação mais intensa para 

CL nas amostras de ADE em relação às amostras de CEE e de esôfago normal de não-obesos. 

O perfil proliferativo das linhagens celulares de esôfago também foi avaliado 

utilizando a técnica de coloração por Tripan 0,4%. A Figura 4.6C mostra que as linhagens 
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celulares OE33 e OE21 apresentaram maior taxa de proliferação do que a linhagem celular 

Het1a e que não houve diferença na taxa de proliferação entre as linhagens OE33 e OE21. 

A

B C

Het1a OE33 OE21

  

Figura 4.6.  Avaliação do número de CL e proliferação nas linhagens celulares de esôfago (A) Fotos 
representativas em microscopia confocal (100x) da marcação com Oil Red O e DAPI das linhagens de células 
Het1a, OE33 e OE21. (B) Gráfico representando número médio de CL nas linhagens Het1a, OE33 e OE21. Este 
gráfico representa a média de quatro experimentos independentes. (C)  Gráfico representa a média de quatro 
experimentos independentes de contagem do número de células após 96h de cultivo das linhagens celulares 
Het1a, OE33 e OE21 . * p<0,05 ANOVA 
 

Ainda com o objetivo de caracterizar a presença de CL nas linhagens celulares de 

esôfago, foi investigada a expressão da proteína ADRP pela técnica de Western Blot, nas 

linhagens celulares Het1a, OE21, OE33. Na Figura 4.7 vemos que dentre as linhagens 

celulares de esôfago, somente a linhagem celular OE33 apresentou expressão de ADRP. O 

passo seguinte foi avaliar a localização de ADRP nas linhagens celulares de esôfago e, para 

isso, realizamos uma dupla marcação por imunofluorescência para a proteína ADRP e para 

um marcador de lípideos neutros (Bodipy). Para corar o núcleo celular utilizamos o marcador 

fluorescente DAPI. Na Figura 4.8, imagens de microscopia confocal mostram o campo claro, 

cada uma das marcações separadas e a sobreposição das marcações realizadas nas diferentes 
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linhagens de esôfago avaliadas. Podemos observar que todas as linhagens apresentaram 

marcação para Bodipy no citoplasma em forma de pontos, indicando a presença de CL. No 

entanto, a quantidade de pontos em cada linhagem foi diferente. Conforme observado na 

marcação para ORO, a linhagem OE33 foi a que apresentou maior número de pontos 

marcados no citoplasma e a única que apresentou também marcação para ADRP. Além disso, 

a marcação observada para ADRP na linhagem celular OE33 se sobrepôs à marcação para 

Bodipy (Figura 4.8), mostrando que a proteína está localizada nos CLs, organelas ricas em 

lipídeos neutros. 

Os resultados observados nas linhagens celulares de esôfago corroboram aqueles 

obtidos nas amostras humanas de tecido esofágico, indicando que essas células são um bom 

modelo para estudar o papel dos CLs na carcinogênes esofágica in vitro. 

 

Het1a OE21OE33

ADRP

GAPDH

 
Figura 4.7.  Avaliação da expressão proteica de ADRP nas linhagens celulares de esôfago. A linhagem de 
esôfago normal imortalizada (Het1a) e as linhagens celulares de ADE (OE33) e CEE (OE21) tiveram a expressão 
da proteína ADRP avaliada pela técnica de Western Blot utilizando anticorpo anti-ADRP. Este resultado é 
representativo de dois experimentos independentes.   
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Figura 4.8. Avaliação da localização da proteina ADRP nas linhagens celulares de esôfago. A linhagem de 
esôfago normal imortalizada (Het1a) e as linhagens celulares de ADE (OE33) e CEE (OE21) foram cultivadas e 
marcadas com anticorpo anti-ADRP (Alexa Fluor 568), Bodipy (Verde) e DAPI (azul). Fotos representativas em 
microscopia confocal (100x) das linhagens em campo claro, das marcações separadas e em sobreposição. Este 
resultado é representativo de três experimentos independentes. 
 
 
4.3. Avaliação do papel dos fatores de risco associados ao ADE na formação de CL e suas 
consequências funcionais em linhagem celular de esôfago normal 
 
 O aumento na quantidade de CL observado nos grupos de amostras humanas que 

representam a evolução do ADE (não-obesos sem alteração no esôfago→obesos sem alteração 

no esôfago→EB→ADE), levantou a hipótese de que o aumento no número de CL poderia 

estar ocorrendo desde estágios iniciais da carcinogênese esofágica e que os fatores de risco 

associados ao desenvolvimento do ADE poderiam ter participação nessa alteração. Dessa 

forma, a etapa seguinte foi avaliar o número de CL e a modulação de funções celulares 

cruciais em células de tecido esofágico normal submetidas aos fatores de risco associados ao 

ADE. 
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4.3.1 Influência dos fatores de risco associados ao ADE na formação de CL em linhagem 

celular de esôfago normal 

 
Com o objetivo de avaliar a possível participação dos fatores de risco associados ao 

desenvolvimento do ADE na alteração do número de CL na progressão do câncer de esôfago, 

estimulamos a linhagem celular de esôfago normal, Het1a, com: 1. ácido oléico (AO) ou 

leptina, como estímulos associados a obesidade; 2. ácido desoxicólico (DCA), um ácido biliar, 

e meio com pH ácido (pH 5.0), ajustado com ácido clorídrico (HCl), simulando in vitro o 

refluxo gástrico-esofágico; e 3. nicotina, como estímulo associado ao tabagismo. Ao final de 

cada um dos estímulos, contamos o número de CL, através da marcação por ORO.  

Como ilustrado na figura 4.9A e 4.9B, as diferentes concentrações de ácido oléico 

utilizadas foram capaz de induzir um aumento significativo, dose-dependente no número de 

CL na linhagem Het1a, enquanto que a Leptina, nas doses empregadas, não foi capaz. 

O ácido biliar (DCA) e o meio com pH ácido foram capazes de induzir um aumento no 

número de CL (Figuras 4.9C e 4.9D) e esse aumento foi proporcional ao número de pulsos de 

incubação com DCA e pH ácido, ajustado com HCl. O DCA pareceu ser mais eficiente em 

induzir aumento no número de CL na linhagem celular Het1a do que o meio com pH ácido, já 

que, com menor número de pulsos de incubação o DCA já foi capaz de levar à formação de 

um número maior de CL. Além disso, a combinação do DCA com o meio com pH ácido 

acentuou o aumento do número de CL, quando comparamos aos estímulos isolados, na 

linhagem celular Het1a (Figura 4.9E).  

Por último, observamos que a nicotina também induziu aumento do número de CL na 

linhagem celular Het1a, na maior concentração utilizada (Figura 4.9F). Esses resultados 

demonstram que os fatores de risco associados ao desenvolvimento do ADE, com exceção da 

leptina, são capazes de induzir um aumento no número de CL em linhagem celular de esôfago 

normal. 
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Figura 4.9. Avaliação do número de CL na linhagem de esôfago normal quando exposta aos fatores de 
risco associados ao Adenocarcinoma de Esôfago. O número de C.L. foi avaliado através da marcação para Oil 
Red O e determinados através do software ImageQuant TL (GE Healthcare) na linhagem Het1a submetida aos 
seguintes estímulos: (A) concentrações crescentes (1,2 e 3µM)  de ácido oleico. (B) concentrações crescentes 
(1,2, 2,4 e 4,8µg/mL) de Leptina. Gráfico representativo da média de 2 experimentos independentes. (C) a 
diferentes quantidades (1, 3, 5 e 8) de exposições de 3 min com meio ajustado para pH 5.0 com HCl. O intervalo 
entre cada exposição era de 30min. (D) exposta a diferentes quantidades (1, 3, 5 e 8) de exposições de 3 min com 
DCA à 200µM. O intervalo entre cada exposição era de 30min. (E) exposta a diferentes quantidades de 
exposições de 3 min com meio ajustado para o pH5.0 com HCl, com meio com DCA à 200µM e meio ajustado 
para o pH5.0 com HCl e DCA. O intervalo entre cada exposição era de 30min. Ao final da última exposição às 
células foram mantidas por mais 24h em meio pH7.2. (F) concentrações crescentes (50, 100 e 200µg/mL) de 
Nicotina. Gráficos representativo da média de 3 experimentos independentes. * p<0,05; ** p<0,01 ANOVA 
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4.3.2 Influência dos fatores de risco associados ao ADE na modulação de parâmetros 

celulares associados ao processo carcinogênico em linhagem celular de esôfago normal 

 

  Tendo observado que os fatores de risco associados ao desenvolvimento do ADE 

foram capazes de induzir um aumento no número de CL, fomos avaliar se esses estímulos 

também eram capazes de modular outras características associadas a carcinogênese. 

Primeiramente, avaliamos a proliferação, por coloração com Tripan 0,4%, e o perfil do ciclo 

celular, através da marcação com iodeto de propídeo (PI) e análise por citometria de fluxo, na 

linhagem celular Het1a submetida aos estímulos anteriormente citados.  

Na figura 4.10A pode ser observado que a administração de AO nas concentrações mais 

baixas (1 e 2µM), onde já havia sido detectado um aumento no número de CL, não foi capaz 

de aumentar a proliferação celular, comparando com o controle não tratado. Na concentração 

mais elevada (5µM) de AO, onde houve a maior indução no número de CL, observamos um 

pequeno aumento no número de células. Seguimos, então, para avaliar se o AO era capaz de 

alterar o perfil do ciclo celular na linhagem celular Het1a, através da marcação com PI. 

Podemos ver na Figura 4.10B que não houve alteração no percentual de células nas diferentes 

fases do ciclo celular, quando comparamos as diferentes concentrações de AO utilizadas e o 

controle. Com intuito de melhor elucidar o papel do AO na proliferação e ciclo celular, 

seguimos para uma análise mais específica e realizamos uma marcação dupla de PI e BrDU na 

linhagem celular Het1a. Podemos ver na Figura 4.11 que o AO não alterou o percentual de 

células nas diferentes fases do ciclo celular, na concentração de 5µM, quando comparado ao 

controle, confirmando o resultado obtido com a marcação simples para PI. 
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Figura 4.10. Avaliação da proliferação e perfil de ciclo celular da linhagem celular de tecido esofágico 
normal Het1a após estímulo com diferentes concentrações de ácido oléico.  A linhagem Het1a foi incubada 
com diferentes concentrações de ácido oleico e, após 48h, (A) as células foram contadas com Tripan blue 0,4% 
no Countess (Invitrogen). Gráficos representativos de três experimentos independentes. * p<0,05 ANOVA (B) e 
marcadas com tampão de Iodeto de Propídeo e analisada por citometria de fluxo.  
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Figura 4.11. Avaliação do perfil de ciclo celular da linhagem celular de tecido esofágico normal Het1a após 
estímulo com ácido oléico.  A linhagem Het1a foi incubada com ácido oleico 5µM e após 48h, as células foram 
incubadas por 3h com BrDU. Seguiu-se então para marcação com tampão de Iodeto de Propídeo e anti-BrDU e 
analise por citometria de fluxo. (A) Gráfico demonstrativo do percentual de células nas diferentes fases do ciclo 
no controle e estimulado com ácido oleico. Gráfico representa a média de três experimentos independentes. (B) 
Gráfico de citometria de fluxo representativo de três experimentos independentes. 
 
  Em seguida, avaliamos a influência do meio com pH ácido, ajustado com HCl, 

e do DCA na proliferação da linhagem celular Het1a. Na Figura 4.12 é possível observar que 

tanto o meio com pH ácido, ajustado com HCl (pH5,0) quanto o DCA, como a combinação 

dos dois tratamentos foram capazes de induzir um aumento no número de células, quando 

comparado ao controle. No entanto, não houve diferença entre o número de células detectado 

nos tratamentos isolados e na combinação deles.  

Avaliamos também o papel da nicotina na proliferação e ciclo celular na linhagem 

celular Het1a. Na Figura 4.13A é possível observar que a nicotina, nas diferentes 

concentrações utilizadas (50, 100 e 200µg/mL), não foi capaz de alterar o número de células, 

quando comparado ao controle. No entanto, a análise do perfil do ciclo celular (Figura 4.13B) 

revelou um aumento de 15% no número de células nas fases S e G2/M quando tratadas com a 

concentração mais alta de nicotina utilizada (200µg/mL), em relação às células controle. O 

passo seguinte foi a avaliação da dupla marcação para PI e BrDU que mostrou que a nicotina 
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(200µg/mL) foi capaz de levar a um aumento de 18% no percentual de células nas fases S e 

G2/M, quando comparamos com o controle, corroborando o resultado observado na marcação 

simples para PI (Figura 4.14). 
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Figura 4.12. Avaliação da proliferação celular nas células de tecido esofágico normal Het1a após pulsos de 
meio ácido, meio contendo DCA 200µM e meio ácido e DCA. A linhagem Het1a foi incubada com 3 pulsos de 
meio ajustado para o pH5.0 com HCl, meio contendo DCA 200µM e meio ajustado para o pH5.0 com HCl e 
DCA 200µM. Após 48h, as células foram contadas com Tripan blue 0,4% no Countess (Invitrogen). Gráfico 
representa a média de cinco experimentos independentes. * p<0,05. ANOVA 
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Figura 4.13. Avaliação da proliferação e perfil de ciclo celular da linhagem celular de tecido esofágico 
normal Het1a após estímulo com diferentes concentrações de Nicotina.  (A) A linhagem Het1a foi incubada 
com diferentes concentrações de Nicotina (50, 100 e 200µg/mL). Após 48h, as células foram contadas com 
Tripan blue 0,4% no Countess (Invitrogen). Gráfico representa a média de três experimentos independentes. (B) 
A linhagem Het1a foi incubada com diferentes concentrações de Nicotina. Após 48h, as células foram marcadas 
com tampão de Iodeto de Propídeo e analisadas por citometria de fluxo. Gráfico representativo de três 
experimentos independentes. 
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 Figura 4.14. Avaliação do perfil de ciclo celular da linhagem celular de tecido esofágico normal Het1a 
após estímulo com Nicotina. A linhagem Het1a foi incubada com Nicotina 200µg/mL. Após 48h, as células 
forma incubadas por 3h com BrDU e então seguiram para marcação com tampão de Iodeto de Propídeo e anti-
BrDU e analisada por citometria de fluxo. (A) Gráfico demonstrativo do percentual de células nas diferentes 
fases do ciclo no controle e estimulado com Nicotina. Gráfico representa a média de dois experimentos 
independentes. (B) Gráfico representativo de dois experimentos independentes.  
 

4.3.3 Influência dos fatores de risco associados ao ADE na expressão de genes envolvidos 

nas etapas iniciais da carcinogênese esofágica em linhagem celular normal de esôfago 

 

Ainda na avaliação das possíveis alterações moduladas pelos estímulos associados ao 

desenvolvimento do ADE, partimos para avaliar a expressão de genes já descritos como 

alterados em momentos iniciais da carcinogênese esofágica, como COX-2, IL-8 e CDX2, por 

qRT-PCR.  

O AO, utilizado na concentração de 5µM, induziu um aumento significativo na 

expressão gênica de COX-2 e CDX2 na linhagem de esôfago normal Het1a, quando 

comparamos ao controle (Figura 4.15A e B). Ainda, a concentração de 2µM de AO já foi 

capaz de induzir um aumento significativo de CDX2 na linhagem celular Het1a, quando 

comparamos com o controle (Figura 4.15B). Além disso, a expressão de IL-8 também sofreu 
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um aumento no tratamento com 5µM de AO na linhagem celular Het1A, entretanto, esse 

aumento não foi estatisticamente significativo (Figura 4.15C). Realizamos, também, a 

dosagem de IL-8 no meio de cultura da linhagem celular Het1a estimulada com AO e 

observamos um leve aumento na produção do mesmo após o tratamento com 5µM de AO, 

quando comparado ao controle (Figura 4.15D), corroborando o resultado observado na 

expressão gênica.  
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Figura 4.15. Análise da expressão de genes associados ao desenvolvimento do Adenocarcinoma de Esôfago 
na linhagem celular de esôfago normal (Het1a) estimulada com diferentes doses de ácido oleico. A 
linhagem Het1a foi incubada com diferentes concentrações de ácido oleico por 24h. Ao final da incubação as 
células foram colocadas em TRIZol e o RNA foi extraído e  passou pela reação da transcriptase reversa. (A) O 
cDNA formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes COX-2 e GAPDH. (B) O cDNA 
formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes CDX2 e GAPDH. (C) O cDNA formado foi 
utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes IL-8 e GAPDH. (D) A linhagem Het1a foi estimulada 
com diferentes concentrações de ácido oleico. Após 24h o sobrenadante foi recolhido e usado para dosagem de 
IL-8 por ELISA. Gráficos representam a média de três experimentos independentes. *p<0,05 ANOVA 
 

Seguimos, então, para a avaliação da influência do meio com pH ácido, ajustado com 

HCl, em combinação com DCA na expressão dos genes acima citados na linhagem celular 

Het1a. Podemos ver nas Figuras 4.16A, B e C que a combinação do meio com pH ácido 

(pH5,0) com o DCA (200µM) foi capaz de induzir um aumento significativo na expressão de 
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COX-2, que foi acompanhado por um aumento na produção de PGE2, bem como um aumento 

na expressão de CDX2, quando comparamos ao controle. Na Figura 4.16D e E podemos 

observar um aumento significativo na expressão e produção de IL-8 após estímulo com o 

meio com pH ácido e DCA na linhagem celular Het1a. 
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Figura 4.16. Análise da expressão de genes associados ao desenvolvimento do Adenocarcinoma de Esôfago 
na linhagem celular de esôfago normal (Het1a) estimulada com a combinação de meio com pH ácido com 
DCA. A linhagem Het1a foi incubada com 3 pulsos de meio com pH5.0, ajustado com HCl, meio contendo DCA 
200µM e meio com pH5.0, ajustado com HCl, e DCA 200µM. Ao final da incubação as células foram colocadas 
em TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação da transcriptase reversa. (A) O cDNA formado foi utilizado 
para realizar PCR em tempo real para os genes COX-2 e GAPDH. (B e E) A linhagem Het1a foi estimulada com 
3 pulsos de meio com pH5.0, ajustado com HCl, meio contendo DCA 200µM e meio com pH5.0, ajustado com 
HCl, e DCA 200µM. (B) Após 24h o sobrenadante foi recolhido e usado para dosagem de PGE2 por ELISA. (C) 
O cDNA formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes CDX2 e GAPDH. (D) O cDNA 
formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes IL-8 e GAPDH. Gráficos representam a 
média de três experimentos independentes. (E) Após 24h o sobrenadante foi recolhido e usado para dosagem de 
IL-8 por ELISA. Gráfico representa a média de dois experimentos independentes. *p<0,05 ** p<0,001 ANOVA 
 

Por fim, o tratamento com a nicotina foi capaz de alterar apenas a expressão do gene 

COX-2 na linhagem Het1a, na concentração de 200µg/mL (Figura 4.17A). Apesar de ter sido 

capaz de alterar a expressão de COX-2, o tratamento com nicotina não foi capaz de modular a 

expressão de CDX2 e IL-8, bem como induzir aumento na produção de PGE2 e IL8 em 

nenhuma das doses utilizadas na linhagem Het1a (Figura 4.17B-E). 
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Figura 4.17. Análise da expressão de genes associados ao desenvolvimento do Adenocarcinoma de Esôfago 
na linhagem celular de esôfago normal (Het1a) estimulada com diferentes doses de Nicotina. A linhagem 
Het1a foi incubada com diferentes concentrações de Nicotina por 24h. Ao final da incubação as células as células 
foram colocadas em TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação da transcriptase reversa. (A) O cDNA 
formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes COX-2 e GAPDH. (B e E) A linhagem 
Het1a foi estimulada com diferentes concentrações de Nicotina. (B) Após 24h o sobrenadante foi recolhido e 
usado para dosagem de PGE2 por ELISA. (C) O cDNA formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real 
para os genes CDX2 e GAPDH. (D) O cDNA formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os 
genes IL-8 e GAPDH. (E) Após 24h o sobrenadante foi recolhido e usado para dosagem de IL-8 por ELISA. 
Gráficos representam a média de três experimentos independentes. p<0,05 ANOVA 
 
 
4.4 Avaliação do papel dos fatores de risco associados ao ADE na formação de CL e suas 

consequências funcionais em linhagens celulares de ADE e CEE 

 
 Uma vez que observamos que os fatores de risco associados ao ADE são capazes de 

levar a um aumento no número de CL, bem como alterar a proliferação e perfil de ciclo 

celular e modular a expressão de genes envolvidos em processos iniciais da carcinogênese 

esofágica, nas células Het-1a, provenientes de tecido esofágico normal, o passo seguinte foi 

avaliar esses mesmos parâmetros em linhagens celulares de ADE e CEE, após os estímulos 

com os fatores de risco. 
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4.4.1 Influência dos fatores de risco associados ao ADE na formação de CL em linhagens 

celulares de ADE e CEE 

 

O objetivo seguinte do trabalho foi avaliar se os estímulos associados ao 

desenvolvimento do ADE poderiam levar à alterações no número de CL nas linhagens 

celulares de ADE e CEE. Para responder essa questão, incubamos as linhagens OE33 e OE21, 

respectivamente de ADE e CEE, com AO, meio com pH ácido, ajustado com HCl, mais DCA 

e nicotina e avaliamos o número de CL.  

Podemos observar na Figura 4.18A que o AO foi capaz de induzir aumento no número 

de CL, na maior concentração empregada (5µM), somente na linhagem de ADE, OE33, 

quando comparamos ao controle. Para o estímulo com DCA (200µg/mL), meio com pH ácido 

(pH5,0) e a combinação dos dois, observamos novamente que somente a linhagem celular 

OE33 apresentou um aumento do número de CL, quando comparado ao controle (Figura 

4.18B). De forma semelhante, foi observado um aumento do número de CL na linhagem 

celular OE33 após o estímulo dessas células com 200µg/mL de nicotina (Figura 4.18C). Esses 

resultados demonstram que apenas a linhagem celular de ADE, OE33, apresenta um aumento 

no número de CL após os estímulos empregados. 
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Figura 4.18. Avaliação do número de CL nas linhagens celulares de Adenocarcinoma de Esôfago (OE33) e 
Carcinoma Epidermóide de Esôfago (OE21) após incubação com ácido oleico, meio com pH ácido, DCA e 
Nicotina. As linhagens (OE21 e OE33) foram cultivadas e incubadas com diferentes tratamentos por 24h. Ao 
final da incubação com os respectivos agentes as células foram fixadas, incubadas com Oil Red O e contra-
coradas com DAPI. O número de CL por célula foi determinado através do software ImageQuant TL. (A) As 
linhagens foram incubadas com diferentes concentrações de AO (1, 2 e 5µM). (B) As linhagens foram expostas a 
3 pulsos de exposições com DCA à 200µM em meio pH5.0, ajustado com HCl. (C) As linhagens foram 
incubadas com diferentes concentrações de Nicotina (50, 100 e 200µg/mL) Gráficos representam a média de 3 
experimentos independentes. *p<0,05  ANOVA  

 

4.4.2 Influência dos fatores de risco associados ao ADE na expressão de genes envolvidos 

nas etapas iniciais da carcinogênese esofágica em linhagens celulares de ADE e CEE  

 

Continuando a avaliação do papel dos fatores de risco associados ao ADE nas 

linhagens OE33 e OE21, seguimos para a avaliação da expressão gênica de COX-2, CDX2 e 

IL-8, por qRT-PCR, após os mesmos estímulos anteriormente utilizados nas linhagens 

celulares de ADE e CEE.  

Na Figura 4.19A podemos ver que com as concentrações de AO utilizadas, houve um 

aumento na expressão de COX-2 somente na linhagem OE33, quando comparado ao controle. 

Além disso, é possível observar que a linhagem celular OE33 apresenta níveis de expressão de 
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RNAm de COX-2 duas vezes maiores do que a linhagem celular OE21 (Figura 4.19A). 

Observamos, também, que o AO parece não ser capaz de alterar a expressão de CDX2 de 

forma significativa nas concentrações utilizadas em ambas as linhagens avaliadas (Figura 

4.19B). Entretanto, a linhagem celular OE33 apresenta expressão basal de CDX2 quase 400 

vezes mais alta do que a linhagem celular OE21 (Figura 4.19B). Já para IL-8, vemos que o 

AO foi capaz de induzir aumento na expressão em todas as doses utilizadas, quando 

comparamos ao controle, somente na linhagem celular OE33 (Figura 4.19C).  

A combinação de meio com pH ácido (pH5,0) e DCA (200µg/mL), além do DCA 

isoladamente, foram capazes de induzir aumento na expressão de COX-2, quando comparado 

ao controle, na linhagem celular OE33 e na linhagem celular OE21. No entanto, esse aumento 

não foi estatisticamente significativo (Figura 4.20A). Não foi observada alteração na 

expressão de CDX2 após estimulo com meio com pH ácido e DCA tanto na linhagem celular 

OE33, quanto na linhagem celular OE21 (Figura 4.20B). Para IL-8, também não foi observada 

alteração na expressão gênica nem após estimulo somente com DCA nem com a combinação 

do meio com pH ácido e DCA, em ambas as linhagens (Figura 4.20C). No entanto, a 

expressão basal de IL-8 foi mais de 10 vezes maior na linhagem celular OE33 do que na 

linhagem celular OE21 (Figura 4.20C). 

 



 81

A B

C

0

1

2

3

4

5 OE21
*

OE33

C
O

X
-2

/G
A

P
D

H

CT 1µM 2µM 5µM

Ác. Oleico

0

10

20
200

500

800

1100
OE21
OE33

CT 1µM 2µM 5µM

Ác. Oleico

C
D

X
2/

G
A

P
D

H

0

2

4

6

8 *
OE21

CT 1µM 2µM 5µM

Ác. Oleico

OE33

IL
-8

/G
A

P
D

H

 
Figura 4.19. Avaliação da expressão de genes envolvidos no desenvolvimento do Adenocarcinoma de 
Esôfago nas linhagens de Adenocarcinoma de Esôfago (OE33) e Carcinoma Epidermóide de Esôfago 
(OE21) após incubação com diferentes doses de ácido oleico. As linhagens (OE21 e OE33) foram incubadas 
com diferentes concentrações de AO (1, 2 e 5µM) por 24h. Ao final da incubação as células foram colocadas em 
TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação da transcriptase reversa. (A) O cDNA formado foi utilizado 
para realizar PCR em tempo real para os genes COX-2 e GAPDH. (B) O cDNA formado foi utilizado para 
realizar PCR em tempo real para os genes CDX2 e GAPDH. (C) O cDNA formado foi utilizado para realizar 
PCR em tempo real para os genes IL-8 e GAPDH. Gráficos representam a média de quatro experimentos 
independentes. *p<0,05 ANOVA  
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Figura 4.20. Avaliação da expressão de genes envolvidos no desenvolvimento do Adenocarcinoma de 
Esôfago nas linhagens de Adenocarcinoma de Esôfago (OE33) e Carcinoma Epidermóide de Esôfago 
(OE21) após incubação com meio com pH ácido e DCA. As linhagens (OE21 e OE33) foram expostas a 3 
pulsos de exposições com DCA à 200µM em meio com pH5.0 por 24h. Ao final da incubação com os 
respectivos agentes as células foram colocadas em TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação da 
transcriptase reversa. (A) O cDNA formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes COX-2 e 
GAPDH. (B) O cDNA formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes CDX2 e GAPDH. 
(C) O cDNA formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes IL-8 e GAPDH. Gráfico 
representativo de 4 experimentos independentes.  
 

O tratamento das linhagens celulares OE21 e OE33 com concentrações crescentes de 

nicotina não induziu alterações significativas na expressão de COX-2, CDX2 e IL-8, quando 

comparamos ao controle (Figura 4.21). Mais uma vez vale ressaltar que a linhagem celular 

OE33 apresenta expressão de CDX2 aproximadamente 100 vezes maior que a linhagem 

celular OE21. 
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Figura 4.21. Avaliação da expressão de genes envolvidos no desenvolvimento do Adenocarcinoma de 
Esôfago nas linhagens de Adenocarcinoma de Esôfago (OE33) e Carcinoma Epidermóide de Esôfago 
(OE21) após incubação com nicotina. As linhagens (OE21 e OE33) foram incubadas com diferentes 
concentrações de nicotina (50, 100 e 200µg/mL) por 48h. Ao final da incubação com nicotina as células foram 
colocadas em TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação da transcriptase reversa. (A) O cDNA formado 
foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes COX-2 e GAPDH. Gráfico representa a média de 
dois experimentos independentes. (B) O cDNA formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os 
genes CDX2 e GAPDH. (C) O cDNA formado foi utilizado para realizar PCR em tempo real para os genes IL-8 e 
GAPDH. Gráfico representa a média de quatro experimentos independentes.  
 
4.5 Avaliação de vias envolvidas no processo inflamatório e correlação com a presença 

de CL no câncer de esôfago.  

 

 Os resultados obtidos até então demonstram que ocorre um aumento no número de CL 

ao longo da evolução do ADE e que os fatores de risco associados à gênese e/ou progressão 

desse tumor são capazes de induzir um aumento no número dessas organelas, bem como 

modular funções celulares e a expressão de genes envolvidos com etapas iniciais da 

carcinogênese esofágica, tanto em linhagem celular de tecido esofágico normal quanto de 

ADE. Além disso, o papel do processo inflamátorio na carcinogênese já é bem estabelecido 

(Balkwill & Mantovani, 2001; Abel-Latif et al., 2009; Poehmann et al., 2012). No câncer de 
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esôfago, a inflamação apresenta um papel central e várias vias envolvidas no processo 

inflamatório já foram descritas participarem em diversas etapas da carcinogênese esofágica, 

tanto em ADE quanto em CEE (Anderson et al., 2006; Song et al., 2007; Abel-Latif et al., 

2009). Os CLs são organelas também envolvidas de forma ativa no processo inflamatório, 

sendo sítios envolvidos na produção de eicosanoides (Fujimoto et al., 2008). Com isso, o 

passo seguinte deste trabalho foi avaliar a expressão de fatores envolvidos em vias 

inflamatórias e que participam da carcinogênese esofágica, tanto em amostras humanas quanto 

nas linhagens celulares de ADE e CEE, com intuito de encontrar possíveis alterações que 

possam explicar a diferença observada no número de CL entre os dois subtipos 

histopatológicos de câncer de esôfago. 

 Primeiramente, fomos avaliar a expressão proteica de COX-2 nas amostras humanas 

de esôfago normal de não-obesos (10 amostras), esôfago normal de obesos (11 amostras), EB 

(19 amostras), CEE (25 amostras) e ADE (54 amostras), por imunohistoquímica. Como 

podemos ver na Figura 4.22, a marcação de COX-2 é citoplasmática e, em alguns casos, 

perinuclear. No esôfago normal de indivíduos não-obesos houve marcação em alguns casos 

para COX-2 no citoplasma na região apical. Também podemos ver que houve marcação de 

células do infiltrado inflamatório. Essa marcação foi utilizada como controle positivo interno 

da marcação para COX-2. Na figura 4.23A, vemos a representação gráfica do percentual de 

células positivas para COX-2 nos grupos de amostras avaliados. Podemos ver que houve um 

maior número de casos com elevado número de células positivas para COX-2 nos grupos de 

EB, ADE e CEE e, que esse número foi significativamente maior do que o observado para o 

grupo de esôfago normal de obesos. Somente o grupo de ADE teve percentual de células 

positivas para COX-2 significativamente maior que no grupo do esôfago normal de não-

obesos. Não houve diferença significativa entre os grupos EB, ADE e CEE em relação às 

células positivas para COX-2 (Figura 4.23A). Quando consideramos a intensidade de 

marcação, juntamente com o percentual de células positivas para COX-2, vemos que não 

houve diferença significativa em relação à avaliação feita somente com o percentual de células 

positivas. Os grupos EB, ADE e CEE permaneceram com maior marcação para COX-2 em 

relação ao grupo de esôfagos normais de obesos e, diferente da avaliação feita somente com o 

percentual de células positivas, observamos que o grupo EB apresentou maior marcação para 

COX-2 em relação ao esôfago normal de não-obesos (Figura 4.23B). 
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Esôfago de não obesos CEE+ normal adjacente CEE

Esôfago de Barrett ADE Infiltrado Inflamatório

Figura 4.22. Fotos representativas da marcação de COX-2 por Imuno-histoquímica em amostras humanas 
de esôfago. Dez amostras de esôfago normal de não obesos, 11 amostras de esôfago normal de obesos, 19 
amostras de BE, 25 amostras de CEE, 54 amostras humanas de ADE, provenientes do HUPE, INCA e UFRGS, 
foram selecionadas e realizada marcação por Imuno-histoquímica para COX-2. Fotos representativas em 
microscópio de campo claro (40x) de amostras com marcação para COX-2. 
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Figura 4.23. Avaliação da marcação para COX-2 em amostras de esôfago normal, Esôfago de Barrett, 
Adenocarcinoma de Esôfago e Carcinoma Epidermóide de Esôfago. Dez amostras de esôfago normal de não 
obesos, 11 amostras de esôfago normal de obesos, 19 amostras de BE, 25 amostras de CEE, 54 amostras 
humanas de ADE, provenientes do HUPE, INCA e UFRGS, foram selecionadas e realizada marcação por Imuno-
histoquímica para COX-2. Todas as amostras foram avaliadas de forma independente por três patologistas. (A) 
Representação gráfica da distribuição do percentual de células com marcação positiva para COX-2 nas amostras 
humanas. (C) Representação gráfica da avaliação do percentual de células positivas para COX-2 vezes o valor de 
intensidade para COX-2 nas amostras humanas. * p<0,05; ** p<0,01 ANOVA 
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Além disso, como nessas mesmas amostras já havia sido realizada a marcação para 

ADRP, também por imunohistoquímica (Figura 4.1), realizamos uma análise de correlação 

entre o percentual de células marcadas para ADRP e COX-2 e observamos uma correlação 

positiva entre o percentual de células positivas para COX-2 e o percentual de células positivas 

para ADRP nas amostras de ADE (Figura 4.24A), no entanto, para os casos de CEE essa 

correlação não foi observada (Figura 4.24B). 

A B

 
Figura 4.24. Análise da correlação entre as marcações para COX-2 e para ADRP nas amostras de 
Adenocarcinoma de Esôfago e Carcinoma Epidermóide de Esôfago. (A) Gráfico de correlação entre o 
percentual de células com marcação positiva para COX-2 com o percentual de células com marcação positiva 
para ADRP em amostras humanas de ADE. Correlação teve valor de p<0,046 e R2 0,80 (B) Gráfico de 
correlação entre o percentual de células com marcação positiva para COX-2 com o percentual de células com 
marcação positiva para ADRP em amostras humanas de CEE. Correlação teve valor de p<0,5656 e R2 0,014. 
Pearson 
 

Seguimos, então, para a avaliação da expressão gênica, por qRT-PCR, de COX-2 e da 

produção de PGE2, por ELISA, nas linhagens celulares de esôfago normal (Het1a), de ADE 

(OE33) e de CEE (OE21). Como pode ser observado, a linhagem celular OE33 foi a que mais 

expressou COX-2, quando comparada às outras linhagens celulares avaliadas (Figura 4.25A). 

Além disso, observamos, também, que a linhagem celular OE33 também foi a que mais 

produziu PGE2 (Figura 4.25B), demonstrando que, além da expressão gênica, a atividade da 

COX-2 também estava aumentada nessas células. 
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Figura 4.25. Avaliação da expressão de COX-2 e produção de PGE2 nas linhagens celulares de esôfago. (A) 
As linhagens celulares de tecido esofágico normal (Het1a), de ADE (OE33) e de CEE (OE21) foram cultivadas 
por 24h e, ao final desse período, foram colocadas em TRIZol (Invitrogen). O RNA foi extraído e passou pela 
reação da transcriptase reversa. O cDNA sintetizado foi utilizado para realizar RT-PCRq para os genes COX-2 e 
GAPDH. Gráfico representa média de 4 experimentos independentes. (B) As diferentes linhagens foram 
cultivadas por 72h, ao final desse período, o sobrenadante foi recolhido. O sobrenadante foi utilizado para 
dosagem de Prostaglandina E2, pelo kit Prostaglandina E2 EIA KIT. Foi realizado apenas um experimento. 
*p<0,05 ANOVA 
 

A expressão de COX-2 pode ser induzida através de diversas vias celulares, a partir da 

ativação de vários receptores. Dentre os receptores que ativam a via de COX-2, podemos 

ressaltar os receptores Toll-Like (TLR) (Pacheco et al., 2002; D’Avila et al., 2006). Com 

objetivo de avaliar a possível participação dos TLRs na ativação da expressão de COX-2 nas 

linhagens celulares de câncer de esôfago, o passo seguinte do trabalho foi avaliar a expressão 

gênica de diversos membros da família dos TLRs nas linhagens celulares OE21 e OE33, por 

qRT-PCR. Como podemos ver na Figura 4.26, a linhagem celular OE33 apresentou maior 

expressão dos genes TLR2, TLR4 e TLR7 do que a linhagem celular OE21. 

 
Figura 4.26.  Avaliação dos receptores TLR nas linhagens celulares OE21 e OE33. As diferentes linhagens 
(OE21 e OE33) foram cultivadas por 24h e, após esse período, as células foram colocadas em TRIZol 
(Invitrogen), RNA foi extraído e passou pela reação da transcriptase reversa. O cDNA sintetizado foi utilizado 
para realizar RT-PCRq para os genes TLR2, TLR3, TLR4,TLR5, TLR7 e GAPDH . **p<0,01 Teste T 
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Em seguida, avaliamos se a diferença encontrada na expressão gênica dos TLRs e 

COX-2 estaria relacionada à formação de CL. Para tal, ativamos o TLR4 nas linhagens 

celulares OE21 e OE33 através do tratamento das mesmas com 0,5µg/mL de LPS, seu ligante 

específico. Além disso, para avaliarmos se a ativação de TLR4 nas linhagens celulares OE21 e 

OE33 e as possíveis alterações no número de CL ocorrem via COX-2, utilizamos também um 

inibidor de COX, o ácido acetil salicílico (ASA), na concentração de 500µg/mL e verificamos 

o número de CL pela marcação com Oil Red O, a proliferação celular, pela marcação com 

crital violeta, a expressão gênica de IL-8 por RT-PCRq e a produção de PGE2 e de IL-8, 

empregando a técnica de ELISA.  

Como podemos ver na figura 4.27, o LPS foi capaz induzir um aumento no número de 

CL na linhagem OE33, quando comparamos ao controle não tratado. A adição de ASA à 

linhagem OE33 tratada com LPS inibiu esse aumento do número de CL induzido por LPS, 

demonstrando que a inibição de COX é capaz de reverter o fenômeno. No entanto, o mesmo 

resultado não foi observado para linhagem celular OE21. Nesta linhagem celular, todos os 

tratamentos foram incapazes de alterar o número de CL de forma significativa. Entretanto, a 

ativação de TLR4 por LPS nas linhagens OE21 e OE33, levou ao mesmo fenótipo em relação 

à proliferação, produção de PGE2 e expressão gênica de IL-8. Como podemos ver nas figuras 

4.28A, B e C, o LPS foi capaz de induzir um aumento na proliferação, produção de PGE2 e 

expressão gênica de IL-8, e a ASA foi capaz de reverter esse aumento, em ambas as linhagens 

celulares. Porém, para produção de PGE2, a diferença observada na linhagem celular OE21 

não foi estatisticamente significativa. No entanto, quando avaliamos a produção de IL-8 nas 

linhagens celulares de câncer de esôfago, vimos que o estímulo com LPS só foi capaz de 

induzir aumento na produção de IL-8 na linhagem celular OE33, enquanto que na linhagem 

celular OE21 nenhum dos estímulos foi capaz de alterar de forma significativa a produção de 

IL-8. Ainda, a quantidade de IL-8 induzida por LPS na linhagem celular OE33 foi quase 3 

vezes maior do que na linhagem celular OE21. A ASA foi capaz de reverter a produção de IL-

8 induzida por LPS na linhagem celular OE33 (Figura 4.28D).    
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Figura 4.27. Avaliação do número de CL após ativação de TLR4 com LPS e inibição de COX-2 com ASA 
nas linhagens celulares OE21 e OE33. As linhagens celulares OE21 e OE33 foram cultivadas com ou sem 
adição de LPS (0,5µg/mL), ASA (500µg/mL) e LPS mais ASA por 24 horas. Após esse período foram fixadas 
com formaldeído 3,7% e incubadas com Oil Red O e contra-coradas com DAPI. O número de CL por célula foi 
determinado através do software ImageQuant TL (GE Healthcare). Gráfico representa a média de cinco 
experimentos independentes. *p<0,05 ANOVA  
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Figura 4.28. Avaliação da proliferação, produção de PGE2, expressão e produção de IL-8, após ativação de 
TLR4 com LPS nas linhagens de câncer de esôfago. (A) As linhagens OE21 e OE33 foram cultivadas por 48h 
com ou sem adição de LPS (0,5µg/mL), ASA (500µg/mL) e LPS mais ASA. Ao final desse período, as células 
foram fixadas e então coradas com Cristal Violeta. A absorbância foi obtida a 595nm. (B e D) As linhagens 
OE21 e OE33 foram cultivadas por 72h com ou sem adição de LPS (0,5µg/mL), ASA (500µg/mL) e LPS mais 
ASA e, ao final desse período, o sobrenadante foi recolhido.  (B) O sobrenadante foi utilizado para dosagem de 
PGE2.  (C) As linhagens OE21 e OE33 foram cultivadas por 48h com ou sem adição de LPS (0,5µg/mL), ASA 
(500µg/mL) e LPS mais ASA, ao final desse período as células foram colocadas em TRIZol , o RNA foi extraído 
e passou pela reação da transcriptase reversa. O cDNA sintetizado foi utilizado para realizar RT-PCRq para os 
genes IL-8 e GAPDH. (D) O sobrenadante foi utilizado para dosagem de IL-8. Gráficos representam a média de 
três experimentos independentes. *p<0,05, **p<0,01 ANOVA  
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Uma vez que observamos que a ativação de TLR4 por LPS foi capaz de induzir um 

aumento no número de CL e que COX-2 parece estar envolvida nesse processo, partimos para 

avaliar como a ativação dessa via poderia estar ocorrendo. Um dos principais fatores de 

transcrição induzidos pela ativação de TLR4 é o NFκB, que por sua vez é capaz de ativar 

transcricionalmente diversos genes, incluindo COX-2 (Baeuerle & Henkel, 1994; Abdel-Latif 

et al., 2009). Com isso, fomos avaliar se LPS seria capaz de ativar NFκB nas linhagens 

celulares de câncer de esôfago.  

  Avaliamos a ativação de NFκB através da sua translocação nuclear, pela técnica de 

imunofluorescência. Como podemos ver na Figura 4.29, o tratamento das células com LPS foi 

capaz de levar à translocação nuclear da subunidade p65 de NFκB, na linhagem celular de 

ADE, OE33, enquanto que na linhagem celular de CEE, OE21, esse fenômeno foi observado 

de forma mais discreta. 
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Figura 4.29. Avaliação da translocação nuclear de p65 após ativação com LPS nas linhagens celulares 
OE21 e OE33. As linhagens OE21 e OE33 foram cultivadas (2 x 104 células) em lâminas redondas forradas com 
gelatina com ou sem adição LPS por 45min. Após esse período as células foram fixadas e marcadas com 
anticorpo anti-p65 (Vermelho) e com o marcador nuclear DAPI (azul) e, então, avaliadas por microscopia 
confocal. Fotos representativas de 3 experimentos independentes. 
 

Com intuito de melhor elucidar a importância do NFκB na formação de CL, fomos, 

então, avaliar a expressão proteica de p65 nas amostras humanas de CEE (25 amostras) e 

ADE (56 amostras), por imunohistoquímica. Como podemos ver na Figura 4.30A, C e D, a 

marcação de p65 foi predominantemente citoplasmática e, em alguns casos tanto de ADE 

quanto de CEE, nuclear. Além disso, houve marcação de células do infiltrado inflamatório nas 

amostras de ambos os tumores avaliados (Figura 4.30B e C). Na Figura 4.31, vemos a 

representação gráfica do percentual de células positivas para p65 multiplicada pela intensidade 

da marcação nos grupos de amostras avaliados. Podemos ver que não houve diferença de 
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marcação para p65 entre os grupos de ADE e CEE. Também, não houve diferença entre o 

percentual de células com marcação nuclear entre os dois tipos de câncer de esôfago. 

A B

C D

50 µm 50 µm

50 µm 50 µm

 Figura 4.30.  Fotos representativas da marcação de p65 por Imunohistoquímica em amostras humanas de 
esôfago. Vinte e cinco amostras de CEE e 56 amostras humanas de ADE, provenientes do INCA e UFRGS, 
foram selecionadas e realizada marcação por Imuno-histoquímica para p65. Fotos representativas em 
microscópio de campo claro (20x) de amostras com marcação para p65. (A) Foto representativa de amostra de 
ADE em área tumoral e inflamatória com forte marcação citoplasmática para p65. (B) Foto representativa de 
amostra de ADE com marcação nuclear para p65 em área tumoral. (C) Foto representativa de amostra de CEE 
em área tumoral e inflamatória com forte marcação citoplasmática e nuclear para p65. (D) Foto representativa de 
amostra de CEE em área tumoral marcada para p65 junto a área de estroma com marcação fraca. Régua 
representa 50µm. 
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 Figura 4.31.  Representação gráfica do percentual de células marcadas vezes a intensidade de marcação 
para p65 nas amostras Adenocarcinoma de Esôfago e Carcinoma Epidermóide de Esôfago. Vinte e cinco 
amostras de CEE e 56 amostras humanas de ADE, provenientes do INCA e UFRGS, foram selecionadas e 
realizada marcação por Imuno-histoquímica para p65. Representação gráfica da avaliação do percentual de 
células positivas para p65 vezes o valor de intensidade para p65 nas amostras humanas. Todas as amostras foram 
avaliadas por um patologista. 
 
 Por último, realizamos marcação de TLR4 na amostras humanas de CEE e ADE por 

IHQ. Podemos ver na Figura 4.32 que a marcação de TLR4 foi tanto citoplasmática, quanto 

membranar. Em alguns casos também foi observado marcação nuclear para TLR4 (Figura 

4.32). Foi avaliado o percentual de células tumorais marcadas positivamente para TLR4 e a 

intensidade da marcação. Obsevamos, no entanto que não houve diferença nem no percentual 

de células marcadas, nem na intensidade de marcação entre os grupos de amostras avaliados 

(Figura 4.33). 
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Figura 4.32.  Fotos representativas da marcação de TLR4 por Imuno-histoquímica em amostras humanas 
de esôfago. Vinte e cinco amostras de CEE e 56 amostras humanas de ADE, provenientes do INCA e UFRGS, 
foram selecionadas e realizada marcação por, Imuno-histoquímica, para TLR4. Fotos representativas em 
microscópio de campo claro de amostras com marcação para TLR4. (A) Foto representativa de amostra de ADE 
em área tumoral com forte marcação citoplasmática e nuclear (40x). (B) Foto representativa de amostra de ADE 
com marcação citoplasmática forte em área tumoral (60x). (C) Foto representativa de amostra de CEE em área 
tumoral com forte marcação citoplasmática junto a área de estroma com marcação fraca. (40x). (D) Foto 
representativa de amostra de CEE em área tumoral marcada (60x). (A e C) Régua representa 50µm. (B e D) 
Régua representa 25µm. 
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Figura 4.33.  Representação gráfica da marcação para TLR4 nas amostras Adenocarcinoma de Esôfago e 
Carcinoma Epidermóide de Esôfago. Vinte e cinco amostras de CEE e 56 amostras humanas de ADE, 
provenientes do INCA e UFRGS, foram selecionadas e realizada marcação por Imuno-histoquímica para TLR4. 
(A) Representação gráfica da avaliação do percentual de células positivas para TLR4 nas amostras humanas de 
câncer de esôfago. (B) Representação gráfica da avaliação do percentual de células positivas para TLR4 vezes o 
valor de intensidade para TLR4 nas amostras humanas de câncer de esôfago. Todas as amostras foram avaliadas 
por duas patologistas 
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4.6 Avaliação do envolvimento dos fatores de risco associados ao ADE na ativação e 

modulação da expressão do receptor TLR4. 

 
 Uma vez que nossos resultados sugerem o envolvimento do TLR4 no aumento do 

número de CL no ADE, a etapa seguinte do trabalho foi avaliar se os estímulos simulando os 

fatores de risco associados ao desenvolvimento do ADE estariam induzindo a formação de CL 

através da ativação direta e/ou indução da expressão do receptor TLR4. Alguns trabalhos já 

descreveram que ácidos graxos (Lager et al., 2012; Mutoh & Ueda, 2013; Hwang et al., 

2016), nicotina (Lin et al., 2010) e ácidos biliares (Awla et al., 2011) são capazes de ativar 

e/ou induzir a expressão do receptor TLR4 em diferentes tipos celulares. Para avaliar essa 

questão, utilizamos um inibidor de TLR4, o CLI095. Como podemos ver na Figura 4.33A, o 

LPS foi capaz de induzir o aumento de CL na linhagem celular OE33 e o inibidor de TLR4, 

CLI095, foi capaz inibir esse aumento. Podemos ver, também, que o inibidor sozinho não 

alterou o número de CL nem a proliferação celular da linhagem OE33 (Figura 4.34A e B).   
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Figura 4.34. Avaliação da inibição da ativação de TLR4 com LPS na formação de CL pelo inibidor de 
TLR4, CLI095 na linhagem celular OE33. (A) A linhagem OE33 foi cultivada com ou sem adição de LPS 
(50µg/mL), CLI095 (2µg/mL) e LPS mais CLI095 por 24 horas. Após 24h as células foram fixadas e incubadas 
com Oil Red O e contra-coradas com DAPI e o número de CL foi determinado. Gráfico representa a média de 
quatro experimentos independentes (B) Gráfico representa a média de dois experimentos independentes de 
contagem do número de células após 24h de cultivo da linhagem OE33 com ou sem CLI095 (2µg/mL). * p<0,05 
ANOVA 
 
 Seguimos para avaliar se o inibidor de TLR4, o CLI095, seria capaz de inibir a 

formação de CL induzida pelo AO, nicotina e DCA. Podemos ver na Figura 4.35A, que o AO 

foi capaz de induzir aumento na formação de CL na linhagem OE33, como já tinha sido 
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observado anteriormente. No entanto, o inibidor CLI095 não foi capaz de reverter esse 

aumento (Figura 4.35A). Conforme ilustrado na Figura 4.35B, o mesmo fenômeno foi 

observado após o tratamento das células OE33 com nicotina: houve um aumento no número 

de CL que não foi revertido pela administração do inibidor CLI095.  

O estímulo com DCA não pode ser realizado na forma de pulsos, como anteriormente, 

devido a grande toxicidade observada, mas em uma incubação por 24h seguidas, o que não 

resultou em indução de CLs (Figura 4.36) (como observado quando o tratamento foi na forma 

de pulsos), impossibilitando a avaliação do inibidor de TLR4, o CLI095, na formação de CL 

induzida por DCA. 
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Figura 4.35.  Avaliação do inibidor de TLR4, CLI095 na formação de CL, após ativação da linhagem 
celular OE33 com ácido oléico e nicotina. (A) A linhagem OE33 foi cultivada com ou sem adição de AO 
(5µM), CLI095 (2µg/mL) e AO mais CLI095 por 24 horas. (B) A linhagem OE33 foi cultivada com ou sem 
adição de Nicotina (200µg/mL), CLI095 (2µg/mL) e Nicotina mais CLI095 por 24 horas. (A e B) Após 24 horas, 
as células foram fixadas e incubadas com Oil Red O e contra-coradas com DAPI e o número de C.L. foi 
determinado. Gráficos representam a média de três experimentos independentes. * p<0,05 ANOVA 
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Figura 4.36. Avaliação do número de CL após estimulo com diferentes concentrações de DCA por 24h na 
linhagem OE33.  A linhagem OE33 foi cultivada com ou sem adição de DCA (50 e 100µM) por 24 horas e, 
após esse período, foram fixadas e incubadas com Oil Red O e contra-coradas com DAPI e o número de CL foi 
determinado. Gráficos representam a média de três experimentos independentes. 
 
 Seguimos, então, para investigar se os estímulos simulando os fatores de risco 

associados ao desenvolvimento do ADE seriam capazes de induzir um aumento na expressão 

gênica de TLR4. Iniciamos nossa avaliação na linhagem celular Het1a incubada por 24h com 

AO, nicotina e DCA em pH ácido. Como podemos ver na Figura 4.37A, o AO não foi capaz 

de alterar a expressão de TLR4 na linhagem Het1a quando comparado ao controle sem 

estímulo. Entretanto, a nicotina foi capaz de induzir um aumento na expressão de TLR4, 

quando comparado ao controle (Figura 4.37B), enquanto, que o DCA em meio com pH ácido 

levou a redução da expressão desse gene (Figura 4.37C), na linhagem celular Het1a. 

 Avaliamos, também, o papel desses estímulos na indução da expressão de TLR4 nas 

linhagens celulares de CEE e ADE, OE21 e OE33. Observamos que não houve alteração na 

expressão de TLR4, em ambas as linhagens celulares avaliadas, quando comparamos as 

linhagens celulares tratadas com os estímulos às células controle não tratadas (Figura 4.38). 

Podemos observar, corroborando os resultados anteriores, que a linhagem celular OE33 

expressa entre 5 a 10 vezes mais TLR4, do que a linhagem OE21 (Figura 4.38). 
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Figura 4.37. Avaliação da expressão de TLR4 após ativação da linhagem Het1a com ácido oléico, nicotina 
e DCA em meio ácido. (A) A linhagem Het1a foi incubada com AO (5µM) por 24h. Ao final da incubação as 
células foram colocadas em TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação da transcriptase reversa. (B) A 
linhagem Het1a foi incubada com nicotina (200µg/mL) por 24h. Ao final da incubação as células foram 
colocadas em TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação da transcriptase reversa. (C) A linhagem Het1a 
foi incubada com 3 pulsos de meio contendo DCA 200µM com pH 5.0. Após 24h, as células foram colocadas em 
TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação da transcriptase reversa.  (A, B e C) O cDNA sintetizado foi 
utilizado para realizar a RT-PCRq para os genes TLR4 e GAPDH. Gráficos representam a média de três 
experimentos independentes. *p<0,05; **p<0,01 Teste T 
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Figura 4.38. Avaliação da expressão de TLR4, após ativação das linhagens OE21 e OE33 com ácido oléico, 
nicotina e DCA em meio ácido. (A) As linhagens (OE21 e OE33) foram incubadas com AO (5µM) por 24h. Ao 
final da incubação as células foram colocadas em TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação da 
transcriptase reversa. (B) As linhagens (OE21 e OE33) foram incubadas com nicotina (200µg/mL) por 48h. Ao 
final da incubação com nicotina as células foram colocadas em TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação 
da transcriptase reversa.  (C) As linhagens (OE21 e OE33) foram expostas a 3 pulsos de exposições com DCA à 
200µM em meio com pH5.0 por 24h. Ao final da incubação com os respectivos agentes as células foram 
colocadas em TRIZol, o RNA foi extraído e passou pela reação da transcriptase reversa. (A, B e C) O cDNA 
sintetizado foi utilizado para realizar a RT-PCRq para os genes TLR4 e GAPDH. Gráficos representam a média 
de três experimentos independentes. 
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5. Discussão 

 

 O objetivo principal desse trabalho foi avaliar presença e participação dos CLs, cuja 

presença aumentada já foi descrita em uma variedade de tumores, nas diferentes etapas do 

desenvolvimento de ambos os tipos histopatológicos predominantes de CE para melhor 

entender seus mecanismos de carcinogênese (Straub et al., 2010; Matsubara et al., 2011; 

Boussahmain et al., 2013; Fujimoto et al., 2016; Accioly et al., 2008).  

 Nesse sentido, a presença de CL foi avaliada em amostras humanas de esôfago de 

indivíduos saudáveis, de indivíduos obesos, de indivíduos com EB e pacientes com ADE, que 

representam o perfil de progressão para o desenvolvimento desse tumor, e em amostras de 

esôfago de pacientes com CEE. O perfil sócio-demográfico e clínico-patológico dos 

indivíduos selecionados para o trabalho se enquadra no que já é descrito para as doenças em 

questão. Os pacientes com ADE e CEE avaliados são predominantemente do sexo masculino, 

como esperado (Cook et al., 2009; Rutegard et al., 2010), e fumantes ou ex-fumantes nesses 

grupos, valendo ressaltar que o tabagismo é um fator de risco para ambos os tipos tumorais 

(Vizcaino et al., 2002; Anderson et al., 2007; Whiteman et al., 2008). Em relação ao consumo 

de bebidas alcoólicas, não houve diferença entre o percentual de pacientes que consomem 

bebidas alcoólicas entre os grupos de ADE e CEE, ambos os grupos apresentaram alto 

percentual de consumo, apesar deste hábito estar associado apenas ao desenvolvimento de 

CEE. Além disso, observamos que nos grupos de indivíduos com esôfago sem alterações e no 

grupo dos obesos há um alto percentual de indivíduos que consomem bebidas alcoólicas. 

Quanto à localização dos tumores, foi observada uma predominância dos casos de ADE no 

terço inferior do esôfago, conforme esperado, já que esse tumor tem como fator de risco o 

refluxo esôfago gástrico (Shaheen et al., 2009; Sharma, 2009; Spechler et al., 2010) e para os 

casos de CEE, houve uma predominância de tumores no terço médio do esôfago, 

corroborando achados de outros estudos (Vizcaino et al., 2002; Kamangar et al., 2009). 

Dentre os pacientes com EB, houve um baixo percentual de pacientes que relataram terem 

refluxo, no entanto, já se sabe que o refluxo, que é uma característica relatada pelo paciente, e 

pode ser assintomático em alguns casos (Rubenstein & Taylor, 2010).  

 Em relação ao modelo proposto nesse estudo para a avaliação da evolução do ADE, é 

importante citar que a maior parte dos trabalhos utiliza amostras de EB com diferentes graus 



 101

de displasia, para simular um quadro da evolução natural da doença. Infelizmente, no nosso 

grupo de amostras de EB, não contamos com amostras com diferentes graus de displasia. 

Entretanto, o nosso trabalho foi o primeiro a incluir amostras de esôfago de indivíduos obesos 

em análises de mecanismos envolvidos com a evolução do ADE, considerando essa condição 

como uma das etapas no desenvolvimento dessa neoplasia. 

 A análise da presença de CL ao longo da evolução do ADE e em CEE foi realizada 

através da marcação de ADRP, pela técnica de imunohistoquímica (IHQ). ADRP é uma 

proteína presente na membrana do CL e crucial para sua síntese, sendo, dessa forma, um 

marcador reconhecido e validado de acúmulo de lipídeos (Heid et al., 1998; Londos et al., 

2005; Straub et al., 2013). A marcação de lipídeos neutros em amostras humanas representa 

uma outra forma de avaliar a presença de CL, entretanto, não pode ser empregada em nosso 

estudo devido ao fato de nossas amostras terem sido selecionadas retrospectivamente e 

estarem embebidas em parafina. Isso ocorre devido ao fato de, durante o processo de fixação e 

impregnação da parafina, haver perda dos lipídeos nas amostras, o que impossibilita sua 

marcação. Corroborando a técnica utilizada em nosso estudo, diversos outros trabalhos 

também avaliaram a expressão de proteínas da família PAT, como a Perilipina 1, ADRP e 

TIP47, por IHQ (Straub et al., 2010; Boussahmain et al., 2013). Além disso, no trabalho 

realizado por Straub e colaboradores em 2010, foi avaliado, por IHQ, a presença das proteínas 

Perilipina1, ADRP e TIP47 em uma variedade de tipos tumorais e foi observado que a 

marcação para Perilipina1 era encontrada apenas em tumores sebáceos e em tumores 

mesenquimais com diferenciação adipogênica, já a marcação para TIP47 e ADRP pareceu 

estar presentes ao mesmo tempo em uma variedade de tipos tumorais. Vale ressaltar que nesse 

trabalho (Straub et al., 2010) não foi avaliada a marcação para as proteínas da família PAT em 

câncer de esôfago. Vale lembrar que ADRP é uma proteína que se encontra associada à 

membrana dos CLs e, quando não ligada a essas organelas, essas proteínas são degradas pela 

via do proteossomo (Xu et al., 2005). Dessa forma, a marcação de ADRP pode inferir 

diretamente a presença de CL (Heid et al., 1998; Londos et al., 2005; Straub et al., 2013). 

O padrão de marcação para ADRP obtido nas nossas amostras de tecido esofágico foi 

similar ao observado no controle positivo (adenocarcinoma de cólon) e também em outros 

trabalhos onde foi realizada a marcação para ADRP por IHQ (Straub et al., 2010; Matsubara 

et al., 2011; Fujimoto et al., 2016). As análises revelaram um aumento progressivo na 
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marcação de ADRP ao longo das etapas de desenvolvimento do ADE (não-obesos sem 

alteração no esôfago - obesos sem alteração no esôfago - EB - ADE), no entanto, nas amostras 

de CEE, essa marcação foi muito pouco encontrada. O aumento da presença de CL já foi 

demonstrado para outros tipos de tumores, quando comparado com tecido não tumoral, como: 

adenocarcinoma de colón, câncer de mama, câncer de fígado, linfoma de Burkitt, câncer 

cutâneo e em um percentual de câncer de pulmão (Accioly et al., 2008; Ostler et al., 2010; 

Straub et al., 2010; Ambrosio et al., 2012; Boussahmain et al., 2013; Fujimoto et al., 2016). 

No entanto, para o câncer de esôfago, esse fenômeno ainda não havia sido demonstrado.  

Além disso, esse trabalho demonstra, pela primeira vez, uma alteração na presença de 

CL em tecido esofágico normal de indivíduos obesos, quando comparado ao tecido esofágico 

saudável de indivíduos não-obesos. Já foi demonstrado aumento no número de CLs em 

processo de obesidade, entretanto, apenas em tecidos envolvidos com metabolismo lipídico 

como o fígado e o tecido adiposo (Motomura et al., 2006). A obesidade está associada ao 

desenvolvimento de diversos tipos de tumores (Calle & Kaaks, 2004; Khandekar et al., 2011) 

e é um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento do ADE (Lagergren, 2011; Kant 

& Hull, 2011; Alemán et al., 2014). Já é descrito, também, que dentre todos os tumores que 

apresentam a obesidade como fator de risco para o seu desenvolvimento, o ADE é o tumor 

que apresenta um dos maiores riscos relativos (Calle & Kaaks, 2004; Khandekar et al., 2011). 

Dessa forma, a observação de um aumento na marcação para ADRP já no esôfago normal de 

indivíduos obesos é bastante interessante e representa uma conexão entre a obesidade e uma 

alteração celular no esôfago que poderia predispor essas células a outras alterações associadas 

ao desenvolvimento do ADE, já que, o aumento na marcação para ADRP é progressivo e 

ainda maior nas amostras de EB e ADE avaliadas. Considerando que o aumento na marcação 

para ADRP, e conseqüentemente a presença de CL, é observado já no esôfago normal de 

obesos, podemos sugerir que a alteração do número de CL ocorra já em estágios iniciais da 

evolução natural do ADE. Além disso, observamos uma associação positiva entre a marcação 

de ADRP e a presença de displasia na amostras de EB, corroborando ainda mais a hipótese de 

que o aumento observado na presença de CL ocorra nas fases iniciais do desenvolvimento do 

ADE. 

Outro aspecto importante desse trabalho foi a diferença observada no número de CL 

entre os dois principais tipos histológicos de câncer de esôfago. Enquanto as amostras de ADE 
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apresentaram aumento na presença de CL em relação ao esôfago normal, as amostras de CEE 

não apresentaram. Além disso, a presença de CL foi maior em ADE do que em CEE. Em um 

trabalho onde foi avaliada a presença de CL, através da marcação para ADRP, em 

adenocarcinoma de pulmão e carcinoma escamoso de pulmão não foi observada diferença na 

marcação para ADRP entre os dois tipos histológicos deste tumor (Straub et al., 2013), 

sugerindo, então, que a diferença na presença de CL observada entre ADE e CEE não deve 

estar associada à diferença histológica entre esses dois tipos de tumores de esôfago. A maior 

presença de CL observada nas amostras de pacientes com ADE do que em amostras de 

esôfago de indivíduos saudáveis e do que em pacientes com CEE foi corroborada pelos 

resultados da avaliação de quantidade de CL in vitro, feito em nosso estudo. A avaliação da 

presença de CLs em linhagens celulares de câncer de esôfago, realizada pela marcação de 

lipídeos neutros com ORO, revelou um maior número dessas organelas na linhagem celular de 

ADE (OE33), quando comparada à linhagem celular normal de esôfago (Het1a), e à linhagem 

celular de CEE (OE21). Juntos esses resultados indicam que há uma maior quantidade de CL 

em ADE, quando comparado ao CEE.  

As alterações observadas na presença de CL não foram correlacionadas às taxas da 

proliferação celular, nem nas amostras de pacientes com ADE e CEE avaliadas, nem nas 

linhagens de células utilizadas em nosso estudo. Apesar de em outros trabalhos a associação 

entre a quantidade de CL e o ciclo celular já ter sido observada, tanto em linhagem celular de 

fibroblasto, onde foi observada uma alteração no número de CL nas diferentes fases do ciclo 

celular, e também em trabalho realizado com leveduras, onde foi visto uma diminuição do 

número de CL no final da fase G1 do ciclo celular, devido a um aumento da lipólise (Kurat 

et.at., 2009: Souza-Cruz, 2014), em nosso trabalho essa associação não foi observada. Um 

resultado interessante foi a maior taxa de proliferação celular observada nas amostras de ADE, 

em comparação com as amostras de CEE. Não há relatos na literatura dessa diferença. 

Conforme discutido anteriormente, a diferença quantitativa observada na presença de 

CL entre ADE e CEE, provavelmente não pode ser explicada pela diferença histológica entre 

esses dois tipos de câncer de esôfago. Além disso, como essas alterações na presença de CL 

são detectadas desde estágios iniciais do desenvolvimento do ADE, nós hipotetizamos que as 

diferenças observadas poderiam estar associadas à exposição do tecido esofágico aos 

diferentes fatores de risco associados ao ADE.  
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 As análises de associação realizadas entre a marcação para ADRP nas amostras 

humanas de esôfago avaliadas e a exposição dos pacientes aos fatores de risco tabagismo e 

etilismo não revelaram nenhuma associação estatisticamente significante. De forma 

semelhante, também não houve associação significante entre a marcação para ADRP e 

histórico de refluxo nos pacientes com EB (dados não mostrados). Infelizmente não foi 

possível obter informações a respeito da exposição a outros fatores de risco de interesse para 

todos os grupos de amostra analisados, como obesidade e histórico de refluxo, e, sendo assim, 

as análises de associação dessas características com a marcação para ADRP não puderam ser 

realizadas. A falta de associação entre a marcação para ADRP e os dados clínico-patológicos 

dos pacientes incluídos no nosso estudo pode ser explicada, pelo menos parcialmente, pela 

falta de informação acerca dos dados clínico-patológicos dos pacientes e, também, pelo 

pequeno número de amostras analisadas.  

Entretanto, os resultados obtidos com nosso modelo in vitro para a simulação da 

exposição do epitélio esofágico saudável aos fatores de risco associados ao desenvolvimento 

do ADE corroboraram a nossa hipótese. Simulando o fator de risco obesidade, a linhagem 

celular de esôfago normal, Het1a, foi incubada com ácido oléico (AO) ou leptina. O AO foi 

capaz de induzir um aumento no número de CL nas células Het1a, de forma dose dependente, 

entretanto, a leptina não foi. O AO é um ácido graxo livre mono-insaturado, naturalmente 

encontrado na nossa alimentação, e representa o mais abundante ácido graxo livre presente na 

dieta, no sangue e no tecido adiposo amarelo (Kien, 2009). Além disso, já foi descrito um 

aumento nos níveis de AO no sangue de indivíduos obesos (Zhao et al., 2016). A leptina é um 

hormônio liberado pelo tecido adiposo, em quantidades diretamente proporcionais à sua 

presença no corpo do indivíduo, e também tem seus níveis aumentados no plasma de 

indivíduos obesos (Yildiz et al., 2004).  

Já é sabido que ácidos graxos insaturados são potentes indutores de CL e que o AO é 

capaz de induzir aumento no número de CL em diversos tipos celulares, como macrófagos, 

leucócitos e células epiteliais (Weller et al., 1991; Moreira et al., 2009). Além de induzir 

aumento no número de CL, o AO é capaz de induzir a expressão de ADRP em adipócitos e já 

é descrito que esse aumento na expressão de ADRP está diretamente relacionado ao aumento 

da capacidade de armazenar lipídeos neutros (Larigauderie et al., 2004; Gao et al., 2011). 

Logo, os resultados obtidos com aumento do número de CL após estímulo com AO na 
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linhagem celular Het1a corroboram aqueles observados para outros tipos celulares. Vale 

destacar, no entanto, que a concentração de AO utilizada para induzir aumento no número de 

CL na linhagem de células epiteliais no trabalho citado acima foi seis vezes maior que a 

utilizada para estimular a linhagem celular Het1a, sugerindo uma maior sensibilidade da 

linhagem celular de esôfago normal ao AO (Moreira et al., 2009).  

Embora em nosso modelo a leptina não tenha sido capaz de induzir um aumento no 

número de CL nas células Het1a, já é descrito que a leptina é capaz de induzir aumento do 

número CL e aumento da expressão de ADRP em macrófagos (Maya-Monteiro et al., 2008). 

Além disso, já foi observado um aumento nos níveis de leptina no sangue de pacientes com 

ADE e aumento na expressão do receptor de leptina já em casos de EB (Kendal et al., 2008; 

Thompson et al., 2010; Duggan et al., 2013; Mokrowiecka et al., 2013). Logo, a leptina 

parece ser capaz de induzir aumento no número de CL e parece exercer um papel importante 

na carcinogênese do ADE. A não indução do número de CL após a incubação com leptina 

observada em nosso modelo pode ser explicada pelo fato dos receptores de leptina 

apresentarem níveis de expressão de RNAm muito baixos na linhagem Het1a (resultados não 

mostrados). 

A simulação de alguns dos fatores presentes no refluxo gastro-esofágico no nosso 

modelo in vitro, realizada através da administração de pulsos do ácido biliar DCA e/ou pH 

ácido (pH 5,0) na linhagem celular Het1a, resultou no aumento do número de CL, tanto com 

os estímulos dados isoladamente quanto de forma combinada.  O modelo de pulsos utilizado 

se baseou em uma revisão sistemática onde foi avaliado o efeito do refluxo simulado in vitro 

em diversas linhagens celulares, inclusive a Het1a, e concluiu que a utilização do DCA e do 

meio com pH5.0, em esquema de pulsos curtos, apresentava a maior semelhança em relação 

as alterações celulares e moleculares, quando comparado ao que ocorria in vivo (Bus et al., 

2012). O DCA pareceu ser mais eficiente em induzir a formação de CL na linhagem Het1a do 

que o meio com pH ácido, já que, com menor número de pulsos de incubação, o DCA foi 

capaz de levar à formação de um número maior de CL, em relação ao controle. Em trabalho 

com modelo murino de refluxo, foi demonstrado que os ácidos biliares, e não o suco gástrico 

ácido, eram suficientes para induzir esofagite e metaplasia intestinal (Sun et al., 2015). No 

entanto, já se sabe que a combinação da acidez do suco gástrico com os ácidos biliares no 

refluxo tem um potencial muito maior de induzir o desenvolvimento do EB e ADE (Wild & 
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Hardie, 2003; Barbera & Fitzgerald, 2009; Falk, 2009). Nossos resultados combinando os dois 

estímulos vão de encontro ao reportado nesse trabalho, uma vez que, potencializou o aumento 

no número de CL, quando comparado ao efeito dos estímulos isoladamente, sugerindo que a 

combinação desses estímulos parece exercer um papel mais pronunciado nas alterações 

celulares do epitélio esofágico. 

Embora o tabagismo não apresente um alto risco relativo para o desenvolvimento do 

ADE (Anderson et al., 2007; Whiteman et al., 2008), esse fator de risco também foi avaliado 

no nosso modelo in vitro de exposição do epitélio esofágico saudável aos fatores de risco 

associados ao ADE. De forma interessante, a incubação da linhagem celular Het1a com 

nicotina, um dos principais componentes do tabaco, induziu um aumento no número de CL. 

Esse resultado além de interessante é inédito, uma vez que, nenhum outro trabalho, até então, 

demonstrou que a nicotina, ou qualquer nitrosamina derivada do tabaco, é capaz de induzir 

aumento no número de CL em linhagens celulares.  

Além de induzir um aumento no número de CL, o AO, o DCA e/ou meio ácido e a 

nicotina foram capazes, também, de alterar as taxas de proliferação e/ou o perfil do ciclo 

celular. Mais especificamente, o AO induziu um leve aumento da proliferação, entretanto, não 

alterou o perfil do ciclo celular da linhagem Het1. Embora sejam poucos os trabalhos que 

avaliam o papel do AO na regulação da proliferação celular, já foi descrito que ele atuaria 

como um fator protetor, diminuindo o crescimento celular e a migração de linhagens celulares 

de ADE (Moon et al., 2014), ao contrário do que observamos. No entanto, a dose utilizada 

nesse estudo foi cem vezes maior do que a do nosso modelo. De forma semelhante ao 

observado após o tratamento com AO, os estímulos com DCA e/ou pH ácido foram capazes 

de aumentar as taxas de proliferação das células Het1a. O papel dos ácidos biliares e pH ácido 

na proliferação e ciclo celular já foi investigado e não há consenso em relação a resposta, que 

parece depender do tempo de exposição e concentração de DCA utilizada (Jiang et al., 2006; 

Looby et al., 2009; Burnat et al., 2010). Além disso, os estudos investigaram mais 

profundamente o perfil do ciclo celular do que a proliferação isoladamente e, por limitações 

metodológicas, não conseguimos valiar o perfil do ciclo celular da linhagem Het1a após o 

nosso modelo de pulsos simulando o refluxo gastro-esofágico. Por fim, a nicotina não foi 

capaz de alterar as taxas de proliferação das células Het1a, mas induziu um aumento de 

células na fase S do ciclo celular. Esse resultado é corroborado por outros trabalhos que 
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reportaram aumento na proliferação e na entrada de células na fase S do ciclo celular, através 

da ativação de ciclina D1, em linhagens celulares de mama e pulmão tratadas com nicotina 

(Guo et al., 2008; Schaal & Chellappan, 2014).  

Por fim, observamos que os fatores de risco associados ao desenvolvimento do ADE 

avaliados - AO, DCA e meio com pH ácido e nicotina – foram capazes, também, de modular a 

expressão de genes associados ao desenvolvimento do ADE na linhagem celular Het1a. Os 

resultados do nosso modelo in vitro revelaram que tanto o AO como a combinação de DCA e 

meio com pH ácido foram capazes de induzir um aumento significativo na expressão de 

CDX2, COX-2 e IL-8 na linhagem celular Het1a. Além do aumento na expressão desses genes, 

esses fatores de risco também induziram um aumento significativo na produção de PGE2 e IL-

8 na linhagem celular de esôfago normal, sugerindo que não só houve um aumento na 

expressão, como, também, na ativação dos genes COX-2 e IL-8, respectivamente.  

Como já mencionado, CDX2 é um fator de transcrição que dirige e mantém a 

diferenciação de células intestinais e não é expresso no epitélio escamoso esofágico normal, 

no entanto, sua expressão é aumentada em metaplasias intestinais, como o EB. Ou seja, o gene 

CDX2 é um dos primeiros genes alterados na evolução para o ADE, pois sua expressão já se 

encontra aumentada em amostras de EB sem displasia (Souza et al., 2008; Delinger & 

Thompson, 2012).  Além disso, já foi demonstrado que a expressão ectópica de CDX2 no 

esôfago de camundongos é suficiente para que sejam observadas alterações associadas ao 

fenótipo intestinal no epitélio escamoso esofágico (Kong et al., 2011). A indução da expressão 

de CDX2 pelos ácidos biliares e meio com pH ácido em células esofágicas, já foi bem 

estabelecida em diversos modelos de refluxo, tanto em murinos como em modelos in vitro 

com linhagens celulares de epitélio esofágico (Marchetti et al., 2003; Kazumori et al., 2006; 

Hu et al., 2007; Avissar et al., 2009). No entanto, a indução de aumento na expressão de 

CDX2 por AO nunca havia sido demonstrada em nenhum tipo celular. Esse resultado 

demonstra uma possível alteração molecular induzida por fatores associados à obesidade, que 

levariam ao desenvolvimento de um fenótipo pré-neoplásico e intestinal, o EB. 

O processo inflamatório possui um papel importante e já bem estabelecido para a 

carcinogênese esofágica (Anderson et al., 2006; Abel-Latif et al., 2009; Rousseau et al., 2013; 

Abdel-Latif et al., 2016). COX-2 é a enzima chave na biossíntese de prostaglandinas, como a 

PGE2, que atuam como mediadores centrais da inflamação. O aumento da expressão de COX-
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2 na carcinogênese esofágica já está bem estabelecido, tanto para ADE quanto para CEE 

(Morris et al., 2001; Bhandari et al., 2006; Mehta et al., 2006). Além disso, em modelo in 

vitro utilizando células epiteliais esofágicas, foi demonstrado que a exposição aos ácidos 

biliares resultou em aumento da expressão de COX-2 (Shirvani et al., 2000; Looby et al., 

2009). Juntos, esses dados corroboram nossos resultados de aumento da expressão de COX-2, 

e consequente produção de PGE2, após a incubação das células Het1a com AO e DCA em 

combinação com meio com pH ácido. IL-8 é uma citocina pró-inflamatória capaz de induzir 

angiogênese, proliferação e migração de células tumorais e, também, levar à infiltração de 

neutrófilos na área tumoral (Waugh & Wilson, 2008). Em câncer de esôfago, já foi observado 

níveis elevados de IL-8, e outras citosinas pró-inflamatórias, no soro de paciente com EB e 

ADE (O’Riordan et al., 2005; Verbeke et al., 2012). Além disso, diversos modelos in vitro 

com linhagens celulares de epitélio escamoso normal demonstraram que o ácido biliar DCA 

era capaz de induzir aumento na expressão de IL-8 (Jenkins et al., 2004; McQuaid et al., 

2011; Huo et al., 2014), corroborando nossos resultados. Poucos trabalhos avaliaram a 

indução da expressão de IL-8 em linhagens celulares, após tratamento com AO. Em um 

modelo in vitro de esteatose hepática, foi visto que o AO na concentração de 40µM era capaz 

de induzir tanto aumento no número de CL como aumento na produção de IL-8 (Zhang et al., 

2015), indo de encontro aos resultados obtidos em nosso estudo. Juntos, os resultados obtidos 

com o aumento da expressão e/ou ativação de CDX2, COX-2 e IL-8 na linhagem celular Het1a 

estimulada com AO e DCA em combinação com meio com pH ácido dão suporte para nosso 

modelo in vitro. 

O outro fator de risco associado ao desenvolvimento do ADE avaliado, a nicotina, não 

foi capaz de alterar a expressão de CDX2 nem a expressão e produção de IL-8. O tratamento 

de nicotina induziu um aumento na expressão gênica de COX-2, mas que não se traduziu em 

aumento dos níveis de PGE2 nas células Het1a. Já é sabido que a nicotina não é um fator de 

risco tão importante para o desenvolvimento do ADE, como é para o do CEE (Castellsangue 

et al., 1999; Anderson et al., 2007; Whiteman et al., 2008; Kamangar et al., 2009). Além 

disso, já é bem estabelecido que a nicotina não atua como um indutor, mas sim como um 

promotor tumoral (Russo et al., 2012; Ambrosio e Becchetti, 2013; Schaal & Chellappan, 

2014; Sanner & Grimsrud, 2015; Zhao, 2016) o que pode explicar o fato desse composto não 

ser capaz de induzir uma alteração molecular associada aos estágios iniciais do 
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desenvolvimento de um tumor, como é o caso da indução da expressão do gene CDX2. Em 

relação à expressão de COX-2, foi detectado um aumento nos seus níveis de RNAm após o 

tratamento das células com nicotina, no entanto, não observamos alteração na produção de 

PGE2. Já foi descrito que a nicotina é capaz de induzir a expressão de COX-2 em linhagens 

celulares gástricas e também a ativação de NFκB, fator de transcrição capaz de transativar a 

expressão de COX-2, em células esofágicas (Arredondo et al., 2006; Shin et al., 2014). Logo, 

o aumento da expressão de COX-2 induzido pela nicotina na linhagem Het1a embasa nosso 

modelo in vitro. Por fim, a nicotina não foi capaz de alterar a expressão nem a produção de 

IL-8 na linhagem celular Het1a, sugerindo, mais uma vez, que esse fator de risco não 

desempenha um papel muito importante para o desenvolvimento do ADE. 

Juntos, esses resultados demonstram que os fatores de risco associados ao 

desenvolvimento do ADE avaliados são capazes de induzir um aumento no número de CL em 

linhagem celular normal de esôfago, com exceção da leptina, corroborando a nossa hipótese 

inicial de que o aumento do número de CL observado na evolução do ADE nas amostras 

humanas de tecido esofágico poderia ser explicado pela exposição do epitélio esofágico 

normal aos fatores de risco associados ao ADE. E ainda, explica a razão pela qual esse 

aumento não é observado nas amostras humanas e linhagem celular de CEE, já que os fatores 

de risco associados ao desenvolvimento desse tipo de câncer de esôfago são diferentes. Além 

disso, os resultados obtidos com a avaliação da proliferação e ciclo celular e da expressão dos 

genes associados ao desenvolvimento do ADE após a exposição das células de esôfago normal 

aos fatores de risco associados ao desenvolvimento do ADE avaliados embasam nosso modelo 

in vitro e confirmam a associação entre esses estímulos (obesidade e refluxo) e a indução de 

um ambiente pró-inflamatório (COX-2, PGE2 e IL-8), o que poderia favorecer a formação de 

CL observada nas amostras humanas de esôfago avaliadas e também nas linhagens celulares 

de ADE. No entanto, a nicotina não parece ser capaz de alterar a expressão de todos os genes 

avaliados, apesar de induzir aumento de CL na linhagem celular Het1a. Esses resultados 

talvez possam ser explicados devido ao fato do consumo de tabaco não apresentar um risco 

muito alto para o desenvolvimento do ADE, e, dessa forma, talvez não estar envolvido nas 

etapas iniciais de desenvolvimento desse tumor. 

A hipótese levantada em nosso estudo de que o aumento do número de CL observado 

na evolução do ADE é devido à exposição do epitélio esofágico normal aos fatores de risco 
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associados ao ADE e, por conseguinte, um evento específico da gênese e/ou progressão deste 

tipo histológico de câncer de esôfago, foi também corroborada pela avaliação do número de 

CL em linhagens celulares de ADE e CEE expostas ao AO, DCA e/ou meio com pH ácido e 

nicotina. Nossos resultados mostraram que somente a linhagem celular de ADE (OE33) 

apresentou aumento no número de CL após incubação com os estímulos citados acima. Além 

disso, foi observado que o tratamento com AO induziu aumento da expressão gênica de COX-

2 e IL-8 somente na linhagem celular de ADE. Entretanto, a expressão gênica de CDX2 não 

teve sua expressão alterada de forma significativa nem na linhagem celular de ADE, nem na 

de CEE pela incubação com AO. A exposição das linhagens OE21 e OE33 à combinação de 

DCA com meio com pH ácido, assim como à nicotina, não alterou a expressão desses genes. 

Além disto, o gene CDX2 não teve sua expressão alterada de forma significativa por nenhum 

dos estímulos utilizados na linhagem celular OE33. Uma possível explicação para esse 

resultado é o fato de os níveis de expressão de CDX2 na linhagem celular OE33 já serem 

relativamente altos. Dessa forma, os estímulos utilizados podem não ter sido capazes de 

induzir um aumento ainda maior. Além disso, CDX2 é um dos primeiros genes a serem 

alterados na evolução do ADE e alguns trabalhos já relataram que CDX2 parece não ter um 

papel importante na célula que já tenha adquirido seu fenótipo maligno (Vaninette et al., 

2009; Hayes et al., 2011;). Em alguns trabalhos foi demonstrada, inclusive, uma redução na 

expressão de CDX2 em amostras de ADE, quando comparadas às amostras de EB (Hayes et 

al., 2010).  

Levando em consideração que o processo inflamatório está envolvido no 

desenvolvimento tanto do ADE quanto do CEE e que os CLs são caracteristicamente mais 

abundantes em células associadas a reações inflamatórias e representam organelas envolvidas 

na produção de mediadores inflamatórios, a diferença na presença de CL observada entre 

ADE e CEE foi surpreendente (Bozza et al.,1996; Pacheco et al., 2002; Anderson et al., 2006;  

Bozza et al., 2009; Abel-Latif et al., 2009; Rousseau et al., 2013;  Abdel-Latif et al., 2016). 

Uma possível explicação para tal fato poderia ser uma diferença entre as vias inflamatórias 

envolvidas no desenvolvimento de cada um dos tipos histológicos de câncer de esôfago.  

Em nosso estudo foi investigada a expressão proteica de COX-2 em esôfago de 

indivíduos não-obesos, de indivíduos obsesos, pacientes com EB, ADE e CEE. Observamos 

uma marcação fraca no epitélio escamoso esofágico de indivíduos não-obesos e de obesos. 



 111

Além disso, não detectamos diferenças nem na intensidade de marcação nem no percentual de 

células marcadas para COX-2 entre as amostras de ADE e CEE e também entre as amostras 

de EB e ADE. A proteína COX-2 esta alterada tanto em ADE quanto em CEE  (Shamma et 

al., 2000; Song et al., 2007). Entretanto nenhum trabalho, até então, havia comparado a 

expressão de COX-2 entre amostras de ADE e CEE. Porém, vários trabalhos já haviam 

avaliado a expressão de COX-2 na seqüência de desenvolvimento do ADE (normal-EB-ADE), 

com resultados controversos. Enquanto alguns trabalhos não observaram diferença na 

marcação para COX-2 entre os grupos de EB e ADE (Lagorce et al., 2003; Villanacci et al., 

2007; Abdalla et al., 2007), outros demonstram esse aumento (Shirvani et al., 2000; Morris et 

al., 2001; Ling et al., 2007). Independente se ocorre ou não esse aumento na seqüência de 

desenvolvimento do ADE, o que é um consenso nos dados da literatura e nos nossos 

resultados, é que o aumento na expressão de COX-2 já ocorre nos estágios iniciais do 

desenvolvimento do ADE, assim como ocorreu para ADRP. 

Apesar de não ter sido observado uma diferença na marcação de COX-2 entre os 

grupos de ADE e CEE, vimos uma correlação positiva entre a marcação para ADRP e a 

marcação para COX-2 somente nas amostras de ADE. Além disso, a marcação para COX-2 

em ADE e CEE foi encontrada majoritariamente no citoplasma, refletindo os resultados de 

outros trabalhos, mas também perinuclear, que é pouco descrito em outros trabalhos em 

câncer de esôfago (Lagorce et al., 2003; Bandhari et al., 2006; Takatori et al., 2007; 

Villanacci et al., 2007; Akutsu et al., 2011; Yoon et al., 2011). Essa marcação perinuclear foi 

encontrada com maior freqüência nas amostras de CEE do que nas de ADE. Sabendo que em 

outros tipos celulares, como linhagens de câncer de cólon e de câncer de mama, a enzima 

COX-2 e seu produto, a PGE2, foram encontrados co-localizando com os CLs (Accioly et al., 

2008; Goswami & Walia, 2016), a correlação positiva detectada entre a marcação de ADRP e 

de COX-2 nas amostras de ADE, e sua localização subcelular, nos permite sugerir que COX-2 

poderia estar localizada dentro dos CLs nas amostras de ADE, enquanto que, nas amostras de 

CEE a enzima COX-2 estaria localizada no citoplasma ou região perinuclear.  

Diferente do que foi encontrado na análise de expressão proteica de COX-2 nas 

amostras de ADE e CEE, a avaliação da expressão gênica de COX-2 e produção de PGE2 nas 

linhagens celulares demonstrou que as células OE33 (de ADE) expressam mais COX-2 e 

produzem mais PGE2 do que as linhagens celulares OE21 (de CEE) e Het1a (de epitélio 
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esofágico normal). Considerando essas informações, apesar de não termos observado 

diferenças quantitativas na expressão de COX-2 entre as amostras de ADE e CEE, podemos 

sugerir que há uma diferença nessa via inflamatória entre os dois subtipos histopatológicos de 

câncer de esôfago no que diz respeito a sua ativação e consequente função. 

Tendo observado os resultados obtidos com COX-2 nas amostras humanas de ADE e 

CEE e com intuito de avaliar melhor a diferença entre os processos inflamatórios que 

participam do desenvolvimento dessas neoplasias de esôfago, e que poderiam estar envolvidos 

na formação dos CL, seguimos para análise da expressão dos receptores TLR. Esses 

receptores já vem sendo estudado no contexto de câncer há bastante tempo. O aumento na 

expressão de vários membros dessa família de receptores já foi descrito em diversos tipos de 

câncer, inclusive em CE (Dajon et al., 2016; Huhta et al., 2016). A ativação desses receptores 

leva à ativação de NFkB e consequente transativação de genes que desempenham papéis 

importantes no processo inflamatório e carcinogênico, como COX-2 e IL-8 (O’Neill & Bowie, 

2007; Abdel-Latif et al., 2009). No nosso estudo, selecionamos para avaliação os membros da 

família TLR que conhecidamente induzem a formação de CL, quando ativados (Pacheco et 

al., 2002; D’Avila et al., 2006; D’Avila et al., 2008).  

Nas nossas análises de expressão gênica nas linhagens celulares observamos uma 

maior expressão de TLR4 em ADE, quando comparado ao CEE. Nenhum trabalho na 

literatura comparou a expressão de membros da família TLR entre as amostras de ADE e 

CEE, no entanto, diversos trabalhos avaliaram a expressão proteica desses receptores, 

comparando tecido normal com tumoral de CEE e ADE. Já foi descrito aumento dos TLR3, 4 

e 7 em amostras de CEE, comparadas ao tecido normal (Sheyhidin et al., 2011; Kauppila & 

Selander, 2014). Já em amostras de ADE, foi demonstrado aumento da expressão gênica e 

proteica de TLR4 e TLR5, quando comparado ao epitélio normal (Verbeeck et al., 2013; 

Helminen et al., 2014;  Huhta et al., 2016). Logo, a expressão aumentada de alguns membros 

da família de TLRs parece ter papel importante nas neoplasias de esôfago.  

Apesar de não termos observado diferença na expressão proteica de TLR4 entre as 

amostras de pacientes com ADE e CEE avaliadas, a expressão aumentada e a diferença na 

resposta após ativação de TLR4 em ADE, quando comparada ao CEE, foi observada nas 

linhagens celulares (Verbeeck et al., 2013; Huhta et al., 2016). Além disso, as amostras de 

ADE e CEE atreladas no trabalho são de tumores em estágio avançado, momento em que a 
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expressão desse receptor provavelmente já se encontra alterada em ambos os tipos de CE. 

Ademais, apesar de a expressão proteica de TLR4 nas amostras de ADE não ter sido detectada 

aumentada em relação à expressão observada nas amostras de pacientes com CEE, nossos 

resultados confirmaram que TLR4 está superexpresso nas amostras de pacientes com ADE, 

quando comparado a sua expressão no tecido esofágico saudável. E o mesmo foi observado 

nas amostras de CEE avaliadas (dados não mostrados). Esses resultados são corroborados por 

outros estudos que já haviam reportado a superexpressão desses receptores em CE (Sheyhidin 

et al., 2011; Verbeeck et al., 2013; Kauppila & Selander, 2014; Helminen et al., 2014; Huhta 

et al., 2016).  

Apesar da proteína TLR4 ter sido detectada superexpressa tanto em ADE quanto em 

CEE, nossos dados mostraram que a ativação de TLR4 com LPS foi capaz de induzir aumento 

significativo do número de CL na linhagem celular de ADE, mas não na linhagem celular de 

CEE. E ainda, a ASA foi capaz de reverter esse aumento, sugerindo que COX-2 está, 

possivelmente, participando desse processo. A avaliação de outros parâmetros já descritos 

induzidos pela ativação de TLR4, como proliferação celular, expressão e produção de IL-8 e 

expressão de COX-2 e produção de PGE2 (Wang & Dubois, 2006 ; Rakoff-Nahoum & 

Medzhitov, 2009; Abdel-Latif et al., 2009; Verbeek et al., 2013), foi realizada e revelou que a 

ativação desse receptor por LPS resultou em igual aumento da proliferação nas linhagens 

celulares de ADE e CEE, demonstrando que apesar de não induzir aumento do número de CL, 

o TLR4 presente na linhagem celular OE21 é funcional. Entretanto, a ativação de TLR4 levou 

a aumento significativo da produção de IL-8 e PGE2 somente na linhagem celular de ADE e, 

novamente, a ASA foi capaz de reverter esse aumento. Esses resultados demonstram que além 

do receptor TLR4 se apresentar superexpresso em ADE, as vias abaixo a ele estão ativadas 

nesse tumor, o que não é observado em CEE.  

Um dos principais fatores de transcrição induzidos pela ativação de TLR4 é o NFkB, 

que tem como genes alvos, entre outros, COX-2 e IL-8 (Lu et al., 2008; Abdel-Latif et al., 

2009; Rakoff-Nahoum & Medzhitov, 2009; Verbeek et al., 2013). O incremento da ativação 

NFkB já foi reportada em CEE, ADE e EB, quando comparado ao tecido esofágico normal 

(Konturek et al., 2004; Izzo et al., 2006; Hatata et al., 2012; Abdel-Latif et al., 2015; 

McAdam et al., 2015), demonstrando que a ativação desse fator de transcrição participa de 

eventos envolvidos na carcinogênese esofágica. No entanto, nenhum trabalho havia 
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comparado a presença e translocação de p65, indicativo da ativação de NFkB, entre amostras 

de ADE e CEE. Em nosso trabalho, foi observada a translocação nuclear de p65 após ativação 

de TLR4 com LPS de forma muito mais expressiva na linhagem celular de ADE do que na 

linhagem celular de CEE, demonstrando, juntamente com os outros resultados, que a via 

TLR4-NFkB-COX-2/IL-8 está diferencialmente ativada entre ADE e CEE. 

Nas amostras de pacientes com CEE e ADE avaliadas em nosso 
trabalho, não observamos diferença na expressão nem na localização 
subcelular de p65 entre os dois subtipos histopatológicos de CE. 
Entretanto, esse resultado pode ser explicado pelo fato de nossas 
amostras serem, na sua grande maioria, de tumores em estadios 
avançados, momento no qual esse fator de transcrição desempenha um 
papel importante em ambas as neoplasias, explicando o fato de se 
apresentar com a expressão aumentada tanto em ADE quanto em CEE.  

Apesar de não termos observado uma grande diferença na expressão dos mediadores 

inflamatórios avaliados entre os dois subtipos histopatológicos de CE, demonstramos no nosso 

trabalho que a via de NFkB-COX-2/IL-8 está diferencialmente ativada em ADE, quando 

comparado com CEE, e o aumento da expressão de TLR4 pode ser responsável pela ativação 

dessa via em ADE. Assim, o aumento da expressão de TLR4 já foi observado em vários 

outros tipos de tumores, como o gástrico, pancreático, de ovário, de pulmão, de cólon, e 

também em ADE (Fukata et al., 2007; Yuan et al., 2013; Verbeeck et al., 2013; Li et al., 

2016; Sun et al., 2016; Ye et al., 2016). Em câncer de cólon, foi demonstrado que TLR4 era 

responsável pela ativação de COX-2 e consequente produção de PGE2 (Fukata et al., 2007). 

Em câncer gástrico, além do aumento da expressão, foi demonstrado que a ativação desse 

receptor induzia aumento da proliferação e translocação nuclear de p65 (Yuan et al., 2013). 

Verbeek e colaboradores, 2013, demonstraram aumento de expressão gênica e proteica de 

TLR4 em amostras de ADE, EB e esofagite de refluxo, em comparação às amostras de 

esôfago normal, e ainda que a estimulação de linhagem celular de EB e cultura primária de 

amostras de EB com LPS eram capazes de induzir a ativação de NFkB e produção de IL-8. 

Esses trabalhos demonstram, então, que a ativação de TLR4 é importante para ativação de 

NFkB-COX-2/IL-8 em células tumorais, inclusive em ADE, corroborando nossa hipótese. Em 

nosso trabalho, além da ativação dessa via, demonstramos que TLR4 é capaz de induzir 

aumento do número de CL em ADE. No trabalho realizado com células primárias de câncer 



 115

de pulmão de não pequenas células, foi observado que a ativação de TLR4 induzia 

crescimento tumoral e metástase, e que isso ocorria via indução da expressão de FASN e 

acúmulo de lipídeos neutros (Ye et al., 2016). Além disso, observaram uma correlação 

positiva entre a marcação para TLR4 nas amostras humanas de câncer de pulmão de não 

pequenas células com a expressão de FASN e marcação para CL (Ye et al., 2016), 

demonstrando que a ativação de TLR4 é capaz de induzir formação de CL em outro tipo 

tumoral e parece ter um papel importante no processo neoplásico. Dessa forma, o aumento da 

expressão de TLR4 poderia estar ativando a via de NFkB-COX-2/IL-8 em ADE e levando a 

um consequente aumento do número de CL ao longo da evolução dessa neoplasia.  

Já foi reportado a expressão aumentada de TLR4 em amostras de EB, indicando que 

esse receptor participa das etapas inicias do desenvolvimento do ADE (Verbeeck et al., 2013; 

Huhta et al., 2016). Nesses trabalhos, foi demonstrado a marcação para TLR4 na camada 

basal do epitélio esofágico normal, da mesma forma como observamos em nossas amostras de 

esôfago de indivíduos não-obesos e de indivíduos obesos (dados não mostrados). Já foram 

levantadas algumas hipóteses de como o receptor TLR4 poderia ser ativado nas camadas 

basais do epitélio esofágico e participar do desenvolvimento do ADE. O conteúdo ácido-biliar 

do refluxo gastro-esofágico é capaz de induzir o rompimento da função de barreira do epitélio 

escamoso esofágico, através da modulação da quantidade de claudina-1 e claudina-4, 

proteínas envolvidas nas junções aderentes (Chen et al., 2011). A quebra da função de barreira 

expõe a camada basal do epitélio escamoso e, também, a lâmina própria ao conteúdo ácido-

biliar do refluxo e à microbiota esofágica (Yang et al., 2012). Diversos trabalhos já 

demonstraram alteração na microbiota esofágica de pacientes com esofagite de refluxo e EB, 

comparados a indivíduos normais (Osias et al., 2004; Pei et al., 2005; Macfarlane et al., 2007; 

Yang et al., 2009; Liu et al., 2013;). Em trabalho de Yang e colaboradores, 2009, foi 

demonstrado que a microbiota presente em pacientes com EB é constituída 

predominantemente de bactérias gram negativas, enquanto que no epitélio escamoso esofágico 

normal a predominância é de bactérias gram positivas. É importante ressaltar que o LPS, 

principal ligante ativador de TLR4, é um componente da membrana de bactérias gram 

negativas (Hoshino et al., 1999). Logo, podemos inferir que a longa exposição ao refluxo 

ácido-biliar, ao mesmo tempo em que induz o fenótipo da metaplasia intestinal, altera a 

microbiota esofágica, favorecendo o crescimento de bactérias gram negativas, rompe a 
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barreira do epitélio escamoso, facilitando o acesso dessa microbiota até a camada basal do 

epitélio esofágico, que apresenta expressão de TLR4. Além de ser ativado por LPS, o receptor 

TLR4 pode ser ativado por ligantes endógenos ligados a danos celulares (DAMPs), como 

HMGB1, hsp60 e hsp50 (Rakoff-Nahoum & Medzhitov, 2009). Sabe-se que esses ligantes são 

liberados por tecidos necróticos, e já foram encontrados aumentados em tecido esofágico 

tumoral (Ostrowski et al., 2007; Wu et al., 2016). Juntos esses trabalhos indicam que tanto nos 

estágios iniciais de desenvolvimento, como no próprio ADE, há um microambiente que 

favorece a ativação de TLR4.  

Indo de encontro aos trabalhos acima citados, nossos resultados demonstram que LPS 

ativa TLR4 e induz o aumento da formação de CL nas células de ADE, indicando que a 

ativação de TLR4 por LPS é capaz de levar ao aumento do número de CL. A ativação no 

nosso modelo foi avaliada e comprovada pela reversão do fenômeno após a administração de 

um inibidor específico desse receptor, o CLI095. Levando em consideração que o conteúdo do 

refluxo gastro-esofágico é capaz de tornar os receptores TLR4 presentes na camada basal do 

epitélio esofágico acessíveis e passíveis de serem ativados, devido a quebra da barreira do 

epitélio (Chen et al., 2011; Verbeeck et al., 2013; Huhta et al., 2016), e que a ativação desse 

receptor é capaz de levar ao aumento do número de CL em linhagens celulares de ADE e de 

epitélio esofágico normal, como mostram nossos resultados, levantamos a hipótese de que os 

fatores de risco associados ao ADE e avaliados no nosso estudo – AO, DCA e/ou meio com 

pH ácido e nicotina – poderiam estar levando à indução da formação de CL em ADE através 

do aumento da expressão e/ou ativação de TLR4.  

Devido a limitações experimentais, o modelo de pulsos de DCA não pode ser 

reproduzido nas células de ADE tratadas com inibidor de TLR4, então, foi realizada a 

incubação das células com ácido biliar por 24h em diferentes doses. Nesse modelo, o número 

de CL não foi induzido na linhagem de ADE, impossibilitando a avaliação da ativação de 

TLR4 e formação de CL por DCA. Em relação à modulação da expressão de TLR4, o 

tratamento anteriormente utilizado com DCA em meio com pH ácido não alterou a expressão 

de TLR4 nas linhagens celulares de CE, no entanto, induziu uma diminuição na expressão na 

linhagem celular normal de esôfago. Os ácidos biliares são capazes de induzir a alteração de 

vários genes envolvidos no processo inflamatório em diferentes tipos celulares, inclusive em 

ADE (Allen et al., 2011; Verbeeck et al., 2013; McAdam et al., 2015; Abdel-Latif et al., 
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2016). Em trabalho de Sodhi e colaboradores, 2012, foi demonstrado em células epiteliais de 

intestino que os ácidos biliares induzem o desenvolvimento das células de goblet no intestino 

e que TLR4 impede a diferenciação dessas células. Sabemos que as células de goblet estão 

presentes na metaplasia intestinal do esôfago, inclusive a presença dessas células é um critério 

para o diagnóstico do EB (Shaheen et al., 2009; Sharma, 2009; Spechler et al., 2010). 

Juntando esses resultados, podemos dizer que em momentos inicias do desenvolvimento do 

ADE, antes do surgimento da metaplasia intestinal no esôfago, os ácidos biliares induzem a 

inibição da expressão de TLR4, e que isso é importante para o surgimento de células de goblet 

e, então, o aparecimento da metaplasia intestinal (Sodhi et al., 2012). Uma vez que as células 

de esôfago tenham adquirido o fenótipo intestinal, os ácidos biliares não são mais capazes de 

alterar a expressão de TLR4.  

De forma semelhante, o tratamento com AO não foi capaz de induzir a expressão de 

TLR4 nas células de CE e de epitélio esofágico normal avaliadas e nem de ativar esse receptor 

nas células de ADE. Embora já seja descrito que o AO induz o aumento da expressão e ativa o 

TLR4 em diferentes tipos celulares (Lager et al., 2012; Mutoh & Ueda, 2013; Song et al., 

2014). 

Por fim, a nicotina também não levou a um aumento da expressão e nem ativação de 

TLR4 nas células de CE, no entanto, foi capaz de induzir aumento na expressão de TLR4 na 

linhagem celular de epitélio esofágico normal. Esse resultado levanta a possibilidade de um 

novo mecanismo, pelo qual a nicotina poderia estar atuando na indução do número de CL em 

células esofágicas. Entretanto, discorda de outros trabalhos descritos na literatura e que 

demonstraram que a nicotina diminui a expressão de TLR4 em monócitos no sangue e em 

macrófago (Hamano et al., 2006; Kim et al., 2014). Mais experimentos são necessários para 

avaliar de fato o papel da nicotina no aumento da expressão de TLR4 em células epiteliais 

esofágicas.  

Juntos esses resultados demonstram que os fatores de risco associados ao 

desenvolvimento do ADE não induzem a formação de CL via ativação do receptor TLR4. 

Provavelmente a indução da formação de CL induzida pelos fatores de risco avaliados ocorra 

via ativação dos seus receptores específicos. A nicotina se liga ao receptor nAChR em 

diversos tipos celulares e é capaz de ativar diferentes vias, como ativação da via Ras-Raf-

ERK1, NFkB e da PKA (Schüller, 2009; Zhao, 2016), que poderiam culminar com a indução 
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da formação de CL. Vale ressaltar que o esôfago normal humano expressa diversos tipos de 

nAChRs (Chianello et al., 2016). O principal receptor ativado pelos ácidos biliares é o 

Receptor de Farsenóide X (FXR) que, quando ativado por estes, induz a expressão de diversos 

genes envolvidos na síntese, transporte e secreção dos mesmos. Além desse receptor, os 

ácidos biliares são capazes de ativar o Receptor Pregnane X (PXR) e o receptor de vitamina D 

(Van de Winkel et al., 2011). Alguns trabalhos já demonstraram que a ativação do receptor de 

vitamina D pela vitamina D3 é capaz de alterar o número de CL em células epiteliais de mama 

e células de adenocarcinoma de próstata (Esquenet et al., 1997; Mehta et al., 2000). Por sua 

vez, os ácidos graxos livres possuem uma família de receptores conhecidos como FFAR ou 

GPR. O AO é capaz de se ligar e ativar o receptor FFAR4 também conhecido como GPR120 

(Miyamoto et al., 2016; Moniri, 2016). Além disso, o AO é capaz de induzir aumento na 

expressão de FASN e SREBP-1c, ambos genes envolvidos na síntese de ácidos graxos e CLs 

(Patel et al., 2016), e que poderiam explicar como o AO é capaz de induzir aumento de CL 

nas células esofágicas. Apesar dos fatores de risco estudados não terem induzido a formação 

de CL via TLR4, a ativação desse receptor com seu ligante específico é capaz de induzir um 

grande aumento no número de CL, sugerindo que a microbiota alterada no refluxo, rica em 

bactérias gram negativas que são capazes de ativar TLR4, representa mais um fator de risco 

associado exclusivamente ao ADE, e que poderia explicar o aumento de CL observada nesse 

tipo tumoral quando comparado ao CEE. 

As limitações que posso descrever desse trabalho são a falta de levantamento acurado 

das variáveis clínico-patológicas e sócio-demográficas dos pacientes por se tratar de um 

estudo retrospectivo. A falta dessas informações inviabilizou a realização de uma análise de 

associação entre a exposição dos fatores de risco associados ao ADE e a presença de CL. Uma 

outra limitação foi a ausência de uma linhagem celular de EB intermediária entre ADE e a 

linhagem de epitélio normal de esôfago, Het1a, para melhor representar in vitro o fenômeno 

observado in vivo.  

Uma vez que os CLs organizam e concentram substratos e mediadores inflamatórios, e 

apresentam um aumento desde as primeiras etapas do processo de carcinogênese do ADE, 

podemos propor que os CLs apresentam papel relevante na carcinogênese desse tumor. E que 

o aumento de CL observado no ADE está relacionado à exposição do epitélio esofágico 

saudável aos fatores de risco associados ao desenvolvimento desse tumor.  Enquanto que em 
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CEE os CLs são encontrados em número pequeno. Além disso, as diferenças entre ADE e 

CEE em relação aos CLs, não se referem apenas a quantidade, mas também apresentam 

diferenças qualitativas. Essa afirmação pode ser corroborada pelo fato de que a via de NFkB-

COX-2/IL-8 ter sido observada ativada somente em ADE e também pela associação positiva 

entre a presença de CL e a expressão de COX-2 detectada exclusivamente em ADE, indicando 

que, possivelmente, COX-2 estaria atuando de forma diferente entre essas duas neoplasias de 

esôfago. Por fim, a ativação de TLR4 em ADE induz um aumento de CL, o que não é 

observado em CEE, o que poderia explicar a diferença de CL observada entre essas duas 

neoplasias de esôfago.  
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6. Conclusões 
 

9. A presença de CL aumenta progressivamente ao longo das etapas envolvidas na 

evolução para o ADE e é mais abundante nesses casos do que em CEE; 

10. Não há correlação entre o aumento da presença de CL e as taxas de proliferação celular 

em nenhum dos grupos de amostras humanas analisado;  

11. Assim como foi observado nas amostras humanas, os CLs são mais abundantes na 

linhagem celular de ADE, quando comparada às linhagens celulares de CEE e de esôfago 

normal avaliadas; 

12. Os fatores de risco associados ao desenvolvimento do ADE avaliados (AO, DCA e/ou 

meio com pH ácido e nicotina) no nosso modelo in vitro foram capazes de induzir o aumento 

no número de CL, alterar discretamente as taxas de proliferação celular e também a expressão 

de genes envolvidos no desenvolvimento do ADE somente nas linhagens celulares de esôfago 

normal e de ADE;  

13. Não houve diferença quantitativa na expressão proteica de COX-2 entre as amostras de 

pacientes com ADE e CEE, entretanto, foi observada uma diferença na localização subcelular 

dessa proteína que parece implicar em uma regulação e funcionalidade distintas nos dois 

subtipos histológicos de câncer de esôfago; 

14. Há expressão diferencial de diversos membros de TLR entre as linhagens de ADE e 

CEE, no entanto, nas amostras humanas isso não foi observado; 

15. TLR4 é funcional em ambas as linhagens de CE, no entanto sua ativação induz a 

formação de CL somente na linhagem celular de ADE;  

16. O aumento do número de CL induzido pelos fatores de risco associados ao ADE não 

ocorre via ativação de TLR4. 
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