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INTRODUCCION

El eséfago de Barrett (EB) es una de las patologias mas fascinantes en
Gastroenterologia. Su asociacién con adenocarcinoma de eséfago (ADC), el explosivo
el crecimiento en Europa y los Estados Unidos desde 1980, y el potencial facil
diagnodstico de lesiones preneoplasicas con el seguimiento y monitorizacién que hacen
de ella una enfermedad atractiva tanto para los clinicos como para investigadores. La
patologia recibido el nombre del Dr. Norman Barrett, quien en 1950 describié un
estdmago intratordcico secundario a "eséfago corto congénito" (1). Poco después este
error fue subsanado, y era la condicién fue definida como una metaplasia columnar
reemplazando el escamoso epitelio en el eséfago distal (1), que aclaré el hecho de que
un eséfago corto pudo ser una observacién equivoca, siendo este un eséfago normal
en longitud, pero que tiene un epitelio interior diferente. En 1961 Hayward sugirio
gue sbélo una metaplasia mayor de 3 cm por encima del cardias era anormal,
pudiéndose considerar una mucosa transicional (cardial) entre el epitelio escamoso de
esofago y el epitelio columnar gastrico, hasta 3 cm de largo en un adulto sano.
Curiosamente, a pesar de su caracter puramente especulativo, esta descripcion se
convertiria en dogma durante mas de 30 afios (1). Chandrasoma et al. (2), en un
estudio de necropsia, reveld que este epitelio cardial (mucosa de células columnares)
estaba practicamente ausente en los individuos menores de 20 afos, y su presencia
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longitud incrementaba con la edad, y sugirié que este "epitelio transicional” no era
normal metapldsico. Oberg et al. (3) estudiaron la asociacidon entre epitelio cardial y
exposicion acida utilizando distal pH-metria esofagica y manometria esofagica y
demostraron que el epitelio cardial era significativamente mas comun en pacientes
con reflujo gastroesofagico (RGE) y esfinter manométricamente incompetente,
concluyendo que este cambio puede ser causado por reflujo gastroesofagico y no era
atribuible a la infeccidon con Helicobacter pylori, que sélo se encontraba en el 11% de

los pacientes con metaplasia.

Estos hechos fueron determinantes para nuestra comprension actual y la definicidén de
esta enfermedad (4). Se admite que esta enfermedad se adquiere casi exclusivamente
por reflujo gastroesofagico, pero la controversia se mantiene cuando se trata de
definir el EB. La definicion britanica y japonesa (5) considera que "es un eséfago donde
el epitelio escamoso ha sido parcialmente reemplazado por una metaplasia de epitelio
cilindrico que es macroscépicamente visible. Un diagndstico positivo de metaplasia
cilindrica requiere la observacion por encima de la unidén gastroesofagica asi como la
confirmacién histolégica.” Sin embargo, la definicion de las guias americanas y
europeas, consideran EB la condicidn en la que la metaplasia intestinal (MI) puede ser
demostrada por histologia (6,7), y algunos autores mantienen que no puede ser
diagnosticado en ausencia de células caliciformes (8). La falta de una definicién
universalmente aceptada para EB, con las variantes antes mencionadas, se ha
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traducido en confusion y dificultades para comparar los diversos estudios sobre
este tema.

Un aspecto particularmente interesante del EB es la distribucién en "mosaico" de los
cambios en las células, por lo general con metaplasia cardial, metaplasia intestinal, y
incluso con zonas de displasia. Diferentes estudios han demostrado que la metaplasia
intestinal se encuentra en la porcibn mas proximal del epitelio cilindrico
(9). Sin embargo, lo mas importante en términos clinicos es el hecho de que sélo la
metaplasia intestinal puede seguir la secuencia de displasia de bajo grado (DBG), de
displasia de alto grado (DAG), y adenocarcinoma (ADC) (10). Por lo tanto la mayoria de
autores consideran al EB cualquier metaplasia columnar endoscopicamente visible en
el eséfago distal, donde la histologia demuestra la presencia de células caliciformes
secretoras de mucina, que es caracteristico de metaplasia intestinal (10). Sin embargo,
estudios recientes muestran que la mucosa cardial es la metaplasia mas cominmente
encontrados en esofago ADC (11), y que la presencia de la mucosa glandular sin
metaplasia intestinal en el eséfago tiene un riesgo similar de neoplasia en comparacién
con los casos con metaplasia intestinal (12). Estos nuevos datos llevan a reconsiderar la
necesidad de células caliciformes en las biopsias de eséfago para el diagndstico de EB.

Como lesidon premaligna la metaplasia intestinal puede progresar a displasia de bajo
grado (DBG), displasia de alto grado o neoplasia intraepitelial. DBG se caracteriza por
mantener su arquitectura glandular, los nucleos aumentados tanto en niumero como
en tamafio y que son por lo general alargados y estratificados hasta dos tercios de la
célula, aunque nunca alcanzando el tercio luminal o polo de la célula, y sin perder
nunca su posiciéon perpendicular con respecto a la membrana basal. Hay hipercromia
nuclear, presencia de mitosis sin caracteristicas atipicas, y la disminucidon de mucina
citoplasmatica. La DAG se presenta con distorsion de la arquitectura, con ramificaciéon
glandular, transformacién de las vellosidades en la superficie de la mucosa, puentes
intraglandulares epiteliales y una agrupacién de la glandula compacta. Un severo
aumento en el numero y tamafo de los nucleos puede ser visto, junto con
pleomoérfismo nuclear, contorno irregular e hipercromia nuclear. Existe también una
pronunciada estratificacion nuclear con pérdida de la polaridad nuclear, con muchos
nucleos alcanzando el polo luminal. Aumento en el nimero de mitosis siendo éstas
atipicas. Pueden verse nucleolos prominentes. Generalmente, no existe secrecion de
mucina. Se considera neoplasia intraepitelial si la ldamina propia esta ilesa. El ADC
muestra los cambios mencionados anteriormente y ademas pérdida completa de la
arquitectura glandular e invasién de la lamina propia.



La incidencia del adenocarcinoma de eséfago (ACE) ha aumentado significativamente
en los ultimos afios en el mundo occidental (13). Se cree que este rapido incremento
se debe al aumento de la incidencia y prevalencia de la enfermedad por reflujo gastro-
esofagico (ERGE), ya que hoy esta bien establecido el hecho de que el ACE se origina a
partir de epitelio metaplasico columnar de tipo intestinal del es6fago o Esdfago de
Barrett (EB), que a su vez es consecuencia de la ERGE, como ya se ha mencionado. El
EB es asi el principal factor predisponente para el desarrollo de ACE, estimandose que
se desarrolla en un 10% de individuos con ERGE, y que su presencia aumenta el riesgo
de desarrollar ACE entre 30 y 125 veces. La conversidon anual de EB a cancer es de 0.5-
1%/afo.

En la actualidad, y como ya se ha explicado, se conoce bien que la progresion del
eso6fago normal a ACE constituye un proceso complejo con varias etapas caracterizadas
por cambios histoldgicos en la mucosa: inflamacién, metaplasia, displasia (bajo y alto
grado), carcinoma in situ y finalmente adenocarcinoma invasivo. La frecuencia del
diagndstico de EB ha aumentado de forma alarmante en el mundo occidental, incluido
nuestro pais. En nuestro centro, en los Ultimos 25 afios, se han diagnosticado 474
casos nuevos de EB, de los que 256 eran de segmento largo. La incidencia ajustada ha
pasado de 0,81 a 11,91 casos/100.000 habitantes en el primer y ultimo cuartil del
periodo evaluado. En términos de prevalencia, el incremento ha sido de 23,7 veces, lo
gue no se ha correspondido con un incremento del nimero de endoscopias altas, ya
gue éste solo aumentd 1,9 veces. La incidencia de displasia fue de 1 caso por 47
pacientes-afio y de 1 caso de ACE cada 120 pacientes y aiio.

El ACE tiene muy mal prondstico, con una supervivencia a 5 afios de un 10% a pesar de
la aplicacion de nuevas modalidades terapéuticas. Por esta razon, en los ultimos anos,
la investigacién en el ACE se ha centrado en comprender los cambios bioldgicos y
moleculares que tienen lugar en la secuencia metaplasia-displasia-AC con el objetivo
de disefiar estrategias de quimioprevencion de ACE en pacientes con EB.

En la actualidad, el manejo terapéutico de los pacientes con Barrett se limita a la
inhibicién acida con Inhibidores de la bomba de protones (IBPs). Existen estudios que
sugieren que el tratamiento con IBPs podria reducir el riesgo de desarrollar cancer en
pacientes con EB (14-16). Asi, se ha visto que la normalizacién del pH intraesofagico
utilizando inhibidores de la bomba de protones (IBPs) durante 6 meses disminuye la
proliferaciéon y aumenta la diferenciacidn celular en el epitelio metaplasico de Barrett.
Mds aun, se ha demostrado que los pacientes tratados con IBPs, ademds de
disminucion de la proliferacién, presentan menos anomalias del ciclo celular en
biopsias de Barrett que los pacientes tratados con anti H2 en los que no se controlaba
adecuadamente la secrecién acida. Finalmente, se ha visto que los pacientes tratados
con IBPs tienen una disminucion significativa del riesgo de desarrollar displasia en el



epitelio de Barrett respecto a los pacientes que no son tratados o lo son con anti H2
(17). Sin embargo, la terapia con IBPs no elimina de manera absoluta el riesgo de
desarrollar displasia y por tanto adenocarcinoma. Se hace pues necesario encontrar
nuevos agentes quimioprofilacticos que asociados a los IBPs consigan frenar de una
forma mas efectiva la progresion neoplasica del EB.

En la actualidad se barajan diversas estrategias de quimioprevencion. Entre los agentes
gue estan siendo objeto de investigacion se encuentran el acido acetil salicilico, la
vitamina A o los antioxidantes entre otros. Respecto a estos ultimos, existen evidencias
a diversos niveles que avalan su potencial aplicacion en la prevencién del
adenocarcinoma de eséfago. A nivel experimental en modelos de adenocarcinoma
esofagico inducido por reflujo gastroduodenal en ratas se ha demostrado que la
progresion neoplasica de la mucosa esofagica se asocia con un aumento paralelo de
los niveles de anion superdxido y peroxinitritos en la mucosa esofdgica (18). En
biopsias humanas de Barrett también también se han demostrado niveles elevados de
radicales libres (19). Diversos estudios han puesto de manifiesto que la progresién de
EB a adenocarcinoma se acompafia ademds de una disminucion de los sistemas
antioxidantes. Asi, en la rata, la actividad superoxido dismutasa disminuye de manera
significativa después de la realizacién de una esofagoyeyunostomia (18). En humanos,
también se ha visto una disminucién en la expresiéon de la enzima manganeso
superdxido dismutasa (MnSOD) en pacientes con EB con displasia de bajo o alto grado
(19). De esta manera, el exceso de produccion de radicales libres junto con un sistema
antioxidantes insuficientes contribuye a perpetuar un estado de estrés oxidativo en el
esoéfago de estos pacientes. Este estrés oxidativo es capaz de lesionar las diferentes
macromoléculas celulares, incluyendo el ADN. En efecto, los radicales libres son
considerados hoy en dia potentes carcindgenos capaces tanto de iniciar como de
promover el cancer, bien por efecto directo (oxidacién, nitraciéon, halogenacion de
ADN, ARN vy lipidos), o indirectamente, a través de las moléculas resultantes de la
reaccion de los radicales libres con las proteinas, lipidos y carbohidratos que a su vez
forman aductos de ADN.

La deteccion de estas lesiones inducidas por los ROS a nivel molecular en muestras de
tejido de EB y adenocarcinoma esofagico refuerza la hipotesis de que el estrés
oxidativo sea un factor causal en la adenocarcinogénesis esofdgica. Chen et al. (20)
demostraron que el dafio oxidativo del ADN (8-hydroxy-2’-deoxyguanosina), proteina
(contenido carbonilo) y lipidos (acido tiobarbiturico) en el eséfago de la rata después
de una anastomosis esofagoduodenal era muy superior al de las ratas control no
operadas. Estos autores demostraron ademas que en este modelo las células
columnares eran diana de los radicales libres, ya que estas células presentaban una
sobreexpresion de dos genes de respuesta al estrés oxidativo, la hemo oxidasa 1y la
metalotionina. Un estudio reciente ha demostrado que incluso concentraciones
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fisioldgicas de éxido nitrico (NO) pueden producir dafio en el ADN en células de Barrett
sin displasia, con displasia de alto grado o células de adenocarcinoma (21). En este
mismo estudio, demostraron que tanto el 4cido como las sales biliares y en particular
el acido deoxicolico inducen la liberacion de ROS y a su vez producen lesiones
cromosémicas. Ademas se ha visto que el aumento de los niveles intracelulares de ROS
inducidos por acidos biliares no conjungados, producen una activacion de las vias de
sefalizacidon PI3K y ERK1/2, y como consecuencia la expresién de COX-2, que se sabe
que estd implicada en la carcinogénesis esofagica (22, 23). Aunque la mayor parte de
la evidencia deriva de modelos experimentales, algunos estudios han puesto de
manifiesto la presencia de dafio oxidativo en la secuencia humana esofagitis-
metaplasia-displasia-adenocarcinoma. Shivo et al. (24) encontraron un aumento de los
aductos de ADN en la mucosa de pacientes con esofagitis, EB o adenocarcinoma en
comparacion con la mucosa de pacientes sin patologia esofagica. Otro marcador de
lesion oxidativa del ADN, 8-hidroxideoxiguanosina, se ha encontrado aumentada en
pacientes con metaplasia de Barrett con y sin displasia asi como con adenocarcinoma
en comparacién con los controles sanos. En otro estudio, el dafio del ADN, medido
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mediante el “ensayo cometa” era superior en la mucosa de Barrett comparado con la
mucosa normal escamosa o gastrica del mismo paciente. En dicho estudio, la magnitud
del dafo del ADN presente en el tejido de Barrett resultd ser un factor de riesgo para
el desarrollo de adenocarcinoma, dado que en un modelo de regresion logistica, los
pacientes con dafio en el ADN en el mas alto cuartil tendian aumento del riesgo de

desarrollar ACE de 9.4 veces superior a los que se encontraban el cuartil inferior (25).

Tabla 1. Cambios genéticos en EB (26)

- CromosOmicos
Perdida de heterocigosidad
Aneuploidia
Inestabilidad cromosémica

Delecciones: APC (adenomatous polyiposis gene), MCC and DCC (colorectal cancer), RB1
(retinoblastoma)

- Moleculares (cambios en la expresion normal de los genes)
Amplificacion (cyclin D1, c-erbB2)
Mutacidn (p53, K-ras)

Sobreexpresion (COX-2, bcl2)




Deleccion o hipermetilacion (p16)

Infraexpresion (cadherin)

Diversos estudios han evaluado el uso de diversas sustancias antioxidantes
“barredoras” de radicales libres como agentes terapéuticas en la prevencion del EB y
su progresion a EAC. La mayoria de ellos han demostrado un efecto beneficioso del
tratamiento con antioxidantes en la prevencién de ambos (27). En un estudio realizado
por el grupo de investigacidon del Servicio de Aparato Digestivo del HCU Lozano Blesa,
la administracion de SOD (orgoteina) disminuyd significativamente la incidencia de
metaplasia intestinal y adenocarcinoma en un modelo de reflujo gastroduodenal en
rata (19). En este estudio, la administracion de SOD se asocié a una disminucion del
riesgo relativo del 68% de desarrollar Barrett y del 76% para adenocarcinoma. En otro
estudio en este mismo modelo, el tratamiento con MnSOD produjo un descenso del
dafio oxidativo (peroxidacién lipidica y 8-hydroxyguanosina), junto con una
disminucion en la incidencia del EB y ACE.

Las evidencias del efecto beneficioso de los antioxidantes en la prevencién del ACE
humano derivan de estudios epidemioldgicos. Recientemente, un estudio caso-control
ha demostrado que la ingesta baja de vitamina Cy E se correlacionan con el desarrollo
de ACE (28). Otro estudio caso-control ha puesto de manifiesto que la ingesta de
vitamina C, beta-caroteno y alfa tocoferol se asocian con una disminucion de ACE y
carcinoma escamoso (29). En este estudio, los individuos que consumian mas cantidad
de estos tres antioxidantes tenian una disminucién de un 40-50% del riesgo de
desarrollar ambos tipos de cancer. Hay que destacar que esta asociacion inversa era
incluso mayor en sujetos con reflujo gastroesofagico, en los que presumiblemente hay
mayor estrés oxidativo. Los resultados de un metaanalisis publicado recientemente
incluyendo 10 estudios sugieren en efecto que la ingesta de antioxidantes puede
proteger del adenocarcinoma de eséfago (30).

A la vista de estas evidencias, parece pertinente la realizacidon de un ensayo clinico en
humanos que determine si, en efecto, la administracién de antioxidantes es eficaz en
la prevencién del ACE en pacientes con EB. Entre los diferentes antioxidantes posibles,
la melatonina redne una serie de caracteristicas que hacen de ella la candidata idénea
(31). La N-acetil-5-metoxi-triptamina o melatonina es un producto derivado del
metabolismo del aminoacido triptofano. En mamiferos, su sintesis ocurre
principalmente en la glandula pineal, a través de un fino control por el sistema
nervioso. Otros tejidos también sintetizan melatonina, destacando, por su tasa de
produccidn, la retina, el hipotdlamo y el tracto gastrointestinal. A diferencia de otros
antioxidantes, la melatonina es un barredor tanto de especies reactivas de oxigeno
como el anion superdxido y el radical hidroxilo, como de especies reactivas de
nitrogeno, incluyendo NO y peroxinitritos (32). La melatonina también puede actuar
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sobre enzimas relacionados con el sistema de defensa frente a radicales libres, bien
estimulando la actividad de enzimas que intervienen en su eliminacion como la
superdxido dismutasa y la glutation peroxidasa, o bien inhibiendo aquellos que
promueven su formacién como la éxido nitrico sintetasa (32). La accidon antioxidante
de la melatonina se ve favorecida ademas por su doble comportamiento lipo e
hidrosoluble, peculiaridad que le permite una facil difusion en todos los
compartimientos celulares. La melatonina ademds aumenta la eficiencia de la cadena
respiratoria, aumentando la sintesis de ATP (33). Ademas, la melatonina tiene la
capacidad de bloquear los factores de transcripcion inducidos por citoquinas
proinflamatorias. El conjunto de estas acciones que presenta la melatonina no se
reunen en ninguna otra molécula antioxidante disponible. Ademas de estas
propiedades como antioxidante, la melatonina tanto a dosis fisiolégicas como
farmacoldgicas ha demostrado tener efectos antitumorales en diversos modelos in
vitro e in vivo de neoplasia como mama, préstata, hipdfisis, melanomas, carcinoma de
pulmén, cancer de colon, de Utero y gliomas (34). A pesar de que los resultados han
sido muy variables, desde una respuesta oncostatica a ninguna, quiza debido a las
diferentes condiciones experimentales tales como dosis, duracion del tratamiento,
momento de administracién, etc., un hallazgo comun de todos estos estudios in vivo
ha sido la ausencia de efectos secundarios. La melatonina se ha probado también en
algunos ensayos clinicos como terapia adyuvante en diversos tipos de tumores como
mama, pulmon o melanoma, donde se ha visto respuesta en algunos casos pero
también que aumenta la sensibilidad a algunos citostaticos.

En conclusidn, las evidencias abrumadoras de la importancia de los radicales libres en
la progresion del dafio esofagico, de su mediacion en la progresion de esofagitis a
Esofago de Barrett y adenocarcinoma en humanos, junto a los datos experimentales
gue senalan un efecto potente de los agentes antioxidantes en la prevencién del dafio
y de la progresion tumoral a adenocarcinoma esofagico, refuerzan la necesidad de un
estudio piloto en humanos. La seguridad clinica de la melatonina junto a su potente
efecto antioxidante ante los mediadores de lesién por radicales libres vistos en la
lesiéon esofagica por reflujo gastroesofagico, hacen de ella el candidato ideal para ser
evaluada como agente quimiopreventivo en pacientes con Esdfago de Barrett.

JUSTIFICACION Y RELEVANCIA CLINICA

La esofagitis por reflujo y en general las lesiones localizadas en el eséfago (eséfago de
Barrett y carcinoma) se encuentran entre las patologias mds prevalentes del aparato
digestivo y mas rebeldes al manejo médico-quirurgico. De hecho la frecuencia de esta
patologia esta aumentando de forma casi espectacular en el mundo occidental, como
lo demuestra el hecho de que en nuestro medio, la incidencia por ejemplo de Barrett
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diagnosticado se haya multiplicado por 18 en los ultimos 25 afios. El eséfago de Barrett
es una de las patologias relacionadas con el reflujo gastroesofagico que mayor interés
suscitan tanto por el desconocimiento de los mecanismos intimos que desembocan en
su aparicion, como por su condicion de enfermedad pre-neoplasica. Las actuales
terapéuticas han demostrado que ni el tratamiento con inhibidores de la bomba de
protones, ni la cirugia antirreflujo reducen la longitud del eséfago de Barrett y no
parecen alterar la posibilidad de progresién a adenocarcinoma. En los ultimos afos,
numerosos estudios sefialan que los antioxidantes pueden ser de utilidad como
agentes quimioprofilacticos. Dado que estos farmacos son bien toleardos y estan
exentos de efectos secundarios se considera llegado el momento de su paso a la
clinica. Este estudio piloto trata de evaluar su efecto en esta indicacion midiendo
parametros subclinicos que pueden sefalar de forma precoz su utilidad y que podria
servir para lanzar un ensayo de mayor envergadura a nivel nacional con "endpoints"
clinicos multicéntricos en el seno de sociedades cientificas de la especialidad.

OBIJETIVO

Establecer si la melatonina previene la progresién neoplasica del eséfago de Barrett.
Especificamente, determinar si la melatonina reduce el estrés oxidativo de la mucosa
esofdgica de Barrett tras 6 meses de tratamiento continuado.

Como objetivos secundarios adicionales se evaluard si la melatonina afecta a otros
mecanismos asociados a progresién neoplasica en pacientes con esdfago de Barrett,
incluyendo proliferacién y apoptosis, asi como marcadores moleculares de progresién:
17pLOH, 9pLOH, metilacion de p16 y presencia de anomalias en el contenido de ADN
(tetraploidia y/o aneuploidia).

MATERIALY METODOS

Con objeto de llevar a cabo el objetivo clinico se ha disefiado un ensayo clinico piloto
en fase |V, abierto y aleatorizado. Se incluyen pacientes de ambos sexos (>18 afios)
diagnosticados de Eséfago de Barrett > 2 cm en endoscopia rutinaria o revision (no
dirigida especificamente a la inclusion de pacientes para este estudio), sin esofagitis,
gue firmen el consentimiento informado. Se excluyen pacientes que cumplan los
siguientes criterios.



Criterios de Exclusion:
a) Presencia en la endoscopia basal de displasia de alto grado o carcinoma.
b) Cirugia gastrica o esofagica previa.

c) Pacientes en tratamiento con AINEs (incluyendo AAS y coxibs); Se permite el uso de
un maximo de 5/dias al mes, durante el periodo del estudio.

d) Enfermedades malignas < 5 afios

e) Enfermedades hematologicas graves; anemia Hb< 9.5 gr/dL., Trastornos de la
coagulacién

f) Cardiopatia congestiva moderada o severa; Hipertension no controlada;
g) Enfermedad hepatica moderada o severa; Enfermedad renal moderada o severa;
h) Necesidad de toma de corticoides (se permite terapia local o inhalada)

i) Pacientes que estén o precisen tomar misoprostol, anticoagulantes (warfarina) Se
permite historia de uso previo si lo han dejado 2 meses antes del inicio del estudio.

j) Pacientes que sufran de enfermedad inflamatoria intestinal crénica;
k) Alergia a IBPs

Fuente de pacientes: El servicio de Aparato Digestivo del HCU tiene registrados en
base de datos los pacientes con EB. El registro incluye mas de 450 casos en los ultimos
20 aifos, de los que mas de 200 se encuentran en seguimiento y control por este
centro (Alcedo et al. Dis Esophagus.

Se trata de un estudio abierto aleatorizado donde los pacientes reciben uno de los dos
tratamientos siguientes:

- Grupo 1: Inhibidor de la bomba de protones (farmaco y dosis igual al
gue tomaba antes de la inclusion si el paciente estaba estable y
asintomatico).

- Grupo 2: Inhibidor de la bomba de protones y melatonina 6mg/12
horas (CIRCADIN 3 comprimidos/12 h). La aleatorizacién se realizara a
través de un listado generado por ordenador, que se conoce tras la
firma del consentimiento informado y la inclusién del paciente en el
estudio.
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Protocolo de visitas
Visita 0 (dentro de los 20 dias previos a V1):
a) Endoscopia basal con toma de biopsias (solicitada de manera rutinaria)
b) Revision de los criterios de inclusion y exclusion;
c) Propuesta de entrada y consentimiento informado.
Visita 1 (Dia 0):
a) Historia clinica y exploracién;
b) Hemograma y Bioquimica rutinaria;
c) Prescripcién de la medicacién acorde a la aleatorizacién.
Visita 2 (Dia 30+5):
a) Revisidn sintomas y exploracion;
b) Revision de la medicacion tomada;
c) Prescripcién de medicacion del estudio
Visita 3 (dia 9017):
a) Revision sintomas y exploracion;
b) Revision de la medicacion tomada;
c) Prescripcion de medicacion del estudio
Visita 4 (Dia 180+14):
a) Revisidn clinica;
b) Hemograma y Bioquimica rutinaria;
c) Revision de la medicacién tomada).
d) Endoscopia y biopsias de acuerdo al protocolo.

En caso de salida prematura se efectuara endoscopia final para inclusion en analisis
ITT.

En la endoscopia se recogera la presencia de Ulcera esofagica y el tamafo de la misma,
asi como de erosiones, petequias o estenosis. Se graduara la presencia de esofagitis

segun la clasificacion de Los Angeles. Se medira la distancia a cardias. En cuanto al
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Esofago de Barrett se dejara constancia de la longitud y extension de la mucosa
metaplasica segun la clasificacion de Montreal, si existen islotes de mucosa escamosa
intercalada en la mucosa metaplasica, la presencia de anillos esofagicos y si existe
irregularidad de la linea Z. Las biopsias se tomaran en cada centimetro en 2 cuadrantes
diferentes a los tomados en el centimetro anterior (cada 2 centimetros se habran
obtenido biopsias de los 4 cuadrantes).

En estdmago se recogerd la presencia de Uulceras especificando su tamafio vy
localizacion, la existencia de hernia de hiato. De la misma manera que en el eséfago se
recogerd la presencia de erosiones, petequias o estenosis. En duodeno se constatara la
presencia de erosiones o Ulceras y el tamafio y localizacidon de las mismas. Se tomaran
dos biopsias adicionales de duodeno como control para los estudios
immunohistoquimicos y de antro pildrico para determinar la presencia de Helicobacter
pylori. Las biopsias se fijaran en formaldehido al 10% y parafina y serdn enviadas al
patélogo central. Dos patdlogos independientes efectuaran los estudios
histopatoldgicos. Dicha endoscopia se repetira en la ultima visita.

En cuanto a la historia clinica se recogera una serie de antecedentes personales como
son sexo, edad, antecedentes familiares directos de cancer de Eséfago, antecedentes
familiares directos de historia RGE, antecedentes de otros canceres Gl. Se interrogara
al paciente acerca de sus habitos dejando constancia de si el paciente es exfumador o
fumador y los cigarrillo/dia que consume asi como de si tiene habito endlico reflejando
el consumo de alcohol en gramos semanales. Se investigaran antecedentes de RGE en
el paciente asi como una anamnesis para determinar sus antecedentes de médicos y
guirurgicos. Se registrara la medicacién habitual que tome el paciente.

Asimismo el paciente responderd a un cuestionario con una serie de items en el que
tendra que reflejar si presenta alguno de los sintomas gastrointestinales incluidos
clasificandolos entre ninguno, leve, moderado, grave. Los sintomas son: pirosis,
regurgitacion, disfagia, odinofagia, nausea, vémitos, dolor toracico, dolor en epigastrio,
ardor epigdastrico, disconfort en epigastrio, otros sintomas (campo abierto).

Se hard una exploracion fisica sistematica del paciente y se extraera una analitica con
una bioquimica basica (glucosa, urea, creatinina, iones) y un hemograma. Esta analitica
se repetird en la ultima visita. En la segunda y tercera visita se reevaluaran los
sintomas y se reexplorara al paciente.

DETERMINACIONES:

a) Marcadores de estrés oxidativo:
12



1. Produccion de peroxinitritos: La presencia de peroxinitritos se determinara
mediante tincion inmunohistoquimica utilizando un anticuerpo monoclonal anti-
nitrotirosina (Chemicon, Temecula, CA, USA).

2. Daio oxidativo del ADN: Se determinaran los niveles de 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine en las biopsias de Barrett. Para ello se extraerd el ADN mediante un
kit comercial de Qiagen (QlAamp DNA Mini Kit). Una vez extraido se digerira con
DNAsa |, fosfatasa alcalina, nucleasa P1 y fosfodiesterasas | y Il. La cuantificacion de 8-
hydroxy-2’-deoxyguanosina se realizarda mediante enzimoinmunoensayo (Bioxytech 8-
OHdG-EIA kit, OXIS Health Products).

b) Marcadores de progresion:

En primer lugar se establecerd un diagndstico del tipo de lesién (mucosa de Barrett sin
displasia, mucosa de Barrett con displasia de bajo grado en endoscopias basal y
mucosa de Barrett sin displasia, mucosa de Barrett con displasia de bajo grado, alto
grado o adenocarcinoma en la endoscopia final). Los patélogos no conocerdn el
tratamiento recibido por los pacientes. En todas las biopsias se estudiara:

i.  proliferacion celular (antigeno ki67-mib1) por morfometria automatizada
por ordenador (NIH-Image 6.1). La muestra entera de cada biopsia se
digitalizaréa y se obtendrda una media (indice) de células epiteliales
proliferantes vs total de células en glandulas.

ii. Apoptosis: Se analizard por inmunohistoquimica (caspasa 3 activa). La
muestra entera de cada biopsia se digitalizara para el estudio morfométrico
al igual que en el caso de la proliferacién.

iii. Marcadores moleculares de progresiéon: Los marcadores a evaluar son:
17pLOH, 9pLOH, metilacién de pl6 y presencia de anomalias en el
contenido de ADN (tetraploidia y/o aneuploidia).

Para determinar la presencia o ausencia de 17pLOH y 9pLOH se utilizaran secciones de
tejido de 10 um de grosor tefiidas con Hematoxilina-Eosina (H&E). Se realizara
microdiseccion de las areas de tejido que contengan el mayor grado de lesién
histolégica mediante captura por laser (LCM, laser capture microdissection). Se
procederd a extraer el ADN de las células capturadas mediante un kit comercial de
Qiagen (QlAamp DNA Mini Kit). Con objeto de obtener suficiente cantidad de ADN
para el analisis de LOH, el ADN obtenido se amplificard mediante whole-genome
amplification utilizando un kit de Amersham (illustra GenomaPhi V2 DNA Amplification
kit). De acuerdo con estudios previos, se evaluardn 13 microsatélites: para 17p:

D1751298 (3.87 Mbp), D1751537 (6.10 Mbp), TP53-ALU (AAAAT)n en intron 1 (7.77
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Mbp), TP53 (CA)n (7.77 Mbp), D175786 (9.01 Mbp), D175974 (10.72 Mbp), D1751303
(11.06 M vy los loci 9p D95S2169 (5.19Mbp), D9S935 (5.19 Mbp), D9S925 (18.28 Mbp),
D9S932 (24.43 Mbp), D9S1121 (25.39 Mbp), y D9S1118 (31.92 Mbp). Los productos de
PCR se analizaran en un secuenciador automatico. La pérdida de heterocigosidad se
determinara segun la relacion entre la altura de los picos de las muestras de tejido
metapldsico en relacién con el tejido control (se utilizara el ADN obtenido de sangre
periférica de los pacientes).

La cuantificacion de ADN para determinar la presencia de anomalias en el contenido
del mismo (tetraploidia y/o aneuploidia) se determinard mediante citometria estatica
en las muestras de Barrett fijadas e incluidas en parafina. Existen trabajos recientes
gue avalan el uso de esta técnica para el estudio de anomalias en el contenido de ADN
en biosias de esofago de Barrett fijadas en formol y parafinadas (Fang et al. Am J
Gastroenterol 2004;99:1887-1894; Yu et al. Lab Investigation 2007; 87: 466-472). Se
obtendran 2 secciones adyacentes (de 5 um de espesor): una para tincién con H&E y
otra para tincion con reactivo de Feulgen (Feulgen Stain Kit, Artisan™, Dako
Cytomation). El area de interés (drea que contenga el mayor grado de lesidon
histologica) se identificara microscépicamente y se sefialara en las secciones tefiidas
con H&E. El area correspondiente en la seccién adyacente tefiida con el reactivo de
Feulgen se seleccionard para el analisis de ADN. Por medio de un software de andlisis
de imagen y a través de una camara de video integrada en el microscopio, que capta
escalas de grises, se obtendran los histogramas de ADN. Como control se utilizaran las
células no epiteliales presentes en la muestra. Se seleccionaran alrededor de 50 células
control y 200 células epiteliales. Las imagenes digitalizadas de los nucleos de las células
a analizar se guardan de forma individualizada y se convierten en una serie de pixels
que son cuantificados mediante el valor de la densidad 6ptica integrada (I0OD), que
representa el contenido de ADN. Al valor medio de I0OD de las células control se le
asigna un indice de ADN (ID) con un valor de 1, que nos sirve como control interno
diploide de referencia para calcular el ID de las células epiteliales a estudio. Se
obtendran histogramas de ADN representando la frecuencia de distribucion de los
valores de ID en la poblacion de células a estudio.

Para el analisis del estado de metilacion de p16, en primer lugar las muestras de ADN
seran tratadas con bisulfito sédico. La conversion con bisulfito se realizara con el EZ
DNA Methylation Kit™ (Zymo Research). Para la cuantificacion del grado de metilacion
se utilizara el kit PyroMark p16 (Biotage). El producto de PCR obtenido asi se analizara
mediante el sistema de pirosecuenciacion PSQ96MA (Biotage) y se cuantificard
mediante el software Pyro Q-CpG™, que nos da el porcentaje de ADN metilado.
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Los datos se recogeran en CRFs e introducidos en una base de datos. Se registraran los
efectos adversos potenciales que seran comunicados a la AEM. Los investigadores
revisaran bimensualmente conjuntamente con las 4 personas ajenas al ensayo, el
grado de seguridad del estudio.

El estudio estadistico de los resultados obtenidos se efectuara mediante los paquetes
informaticos SPSS y BMDP en colaboracién con el grupo de apoyo metodoldgico del
ICS. Los datos se evaluaran desde una perspectiva temporal y en funcién de la
intensidad o grado de respuesta. El tamafio muestral en el estudio clinico se ha
estimado basado en los datos de estudios anteriores donde se estiman reducciones de
estrés oxidativo en tejido superiores al 25% con el agente activo melatonina, frente a
cambios minimos en el grupo que solo toma IBP. Se ha estimado que una muestra
minima de 35 pacientes/ grupo detectara las diferencias estimadas entre grupos (valor
beta 80%; valor alfa-error tipo |, 5%). Con una pérdida de hasta un 10% de pacientes
por grupo se precisan incluir un total de 80 pacientes. El plan estadistico prevé
presentar los datos mediante andlisis descriptivo. Se analizara la distribucion de las
variables aplicando entonces test paramétricos o no paramétricos. Los datos relativos
a los objetivos primarios se analizaran mediante analisis por intencion de tratar
modificado (todos los pacientes con endoscopia previa y final independientemente del
tiempo de evolucién) y por protocolo (aquellos con cumplimiento >75% y seguimiento
completo). La concordancia entre los 2 patdlogos se efectuard estimando el indice de
concordancia Kappa. Se estima que se utilizaran test no paramétricos (Mann Witney y
Kruskal-Walis) para las comparaciones entre grupos diferentes e intervenciones
terapéuticas. Se efectuaran 2 tipo de estudios: cuantitativos basados en los indices de
oxidacion y morfométricos de proliferacion y apoptosis, etc... No se ha previsto un
analisis intermedio.
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