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1 - INTRODUGAO

A neoplasia de vesicula biliar € considerada uma afecg¢ao pouco frequente, e ainda hoje
associada a um curso rapidamente letal**®"®1% Apesar do grande progresso atingido,
recentemente, no tratamento dos tumores malignos do trato digestivo, o carcinoma de vesicula
biliar (CaVB) persiste sendo uma excecdo'®. O progndstico deste tumor é pobre e, na maioria

das séries*+10%1%7

,a taxa de sobrevida desta neoplasia é de no maximo 5% em 5 anos. Menos
de 10% dos pacientes apresentam-se com tumor ressecavel no momento do diagndstico,
sendo a média de sobrevida inferior a 6 meses'”’.

Apesar da baixa freqliéncia do CaVB em relacdo a outros tumores com diferentes
localizagbes no organismo, representa 0,7% a 1,2% de todos os carcinomas’’, e ocupa o 5o.

6,8,21

lugar entre as neoplasias do trato digestivo . Além disso, o CaVB é o tumor maligno mais

comum do trato biliar, correspondendo a aproximadamente 1 a 3% das pecas de

479 confirmam estes dados, tendo Ziliotto et al'?® relatado

colecistectomia®®. Séries brasileiras
uma incidéncia de 1,02% de CaVB como achado incidental em 885 colecistectomias realizadas
por colecistite.

A incidéncia do carcinoma de vesicula biliar varia amplamente nas diferentes partes do
mundo, sendo mais freqiiente em alguns paises da América Latina e india. No Chile esta
afeccdo encontra-se em terceiro lugar como causa de 6Obito quando comparada a todas as
neoplasias, sendo a segunda entre os tumores do trato digestivo. Neste pais, € a causa mais
freqlente de morte por doenga maligna entre as mulheres, com elevada incidéncia, em torno
de 13 casos por 100.000 habitantes. Na india incide em cerca de 4,5 por 100 000 habitantes
na populagado masculina, atingindo niveis de 10,1 por 100 000 habitantes em mulheres do norte
deste pais. Altas incidéncias também sao relatadas em Israel, Polonia, México e Bolivia. Esta
variacdo também pode ser observada entre grupos étnicos dentro de um mesmo pais. Nos

Estados Unidos esta € uma neoplasia incomum, com uma incidéncia de 1,1 por 100 000

habitantes para o sexo masculino e 2,2 para o sexo feminino, sendo duas vezes mais freqiente



entre brancos do que entre os negros de ambos os sexos, e entre 0s americanos de origem
indiana, que apresentam indices duas vezes maior do que aqueles de origem

hispénica4,44,56,64,70,77,104,105

Quadro 1. Incidéncia de cancer de vesicula por 100 000 habitantes em areas

selecionadas da populagdo mundial, 1988-1992.
MULHERES HOMENS
La Paz, Bolivia
US, New Mexico, American Indians ]
Setif, Algeria 1
Trujillo, Peru

Quito, Ecuador
Cali, Colombia
Kracow, Poland
Porto Alegre, Brazil
North India
Czech Republic
Slovakia
Latina, Italy
Magasaki, Japan
Costa Rica
Granada, Spain
Canada, Northwest Territories
Asuncion, Paraguay
Montevideo, Uruguay
US, Central California, Hispanics
Sweden
Haut Rhin, France
Graubunden, Switzerland
Croatia
Shanghai, China

S]] }

"

South Australia =
Israel, All Jews B
Canada B
US SEER, Whites B
US SEER, Blacks B
UK (England, Wales) -
0 15 10 5 0 0 5 10 15 2
r taxa por 100.000 taxa por 100.000 1

* Adaptado de Lazcano-Ponce EC et al**

No Brasil, a incidéncia do carcinoma primario da vesicula biliar varia nos diferentes
estados da federagao entre 0,5 € 0,8% em relagao as demais neoplasias. No Rio Grande do
Sul é responsavel por 4,09 6bitos por 100.000 habitantes, tendo sido demonstrada uma
tendéncia ascendente em relacdo a mortalidade por carcinoma de vesicula biliar e vias biliares
extra-hepaticas na série temporal de 1970 a 1986 (significativa para p<0,001) tanto para o sexo

feminino como para o masculino, conforme dados da Secretaria de Satde' . Em Porto Alegre



é responsavel por 3,09 6bitos por 100.000 habitantes® (quadro 1). Este padrdo tém se
modificado nas ultimas décadas, universalmente, com a demonstracao de taxas de mortalidade
por CaVB, inversamente proporcionais as taxas de colecistectomia?®.

O CaVB acomete, principalmente, mulheres idosas, aumentando sua incidéncia com a
idade: acima de 90% dos pacientes apresentam idade superior a 50 anos ao diagndstico,
sendo mais freqliente entre os 70 e 75 anos. Jukemura®', em estudo recente realizado na
Universidade de Sao Paulo, observou um aumento significativo na incidéncia do CaVB,
proporcionalmente a idade, atingindo valores de 5,7% nos pacientes com mais de 60 anos.

A predominancia do sexo feminino em relagdo ao masculino esta demonstrada na

literatura®1421:27.104

, porém com proporgdes que variam de 3:1 a 7:1, representando 8,1% dos
tumores malignos nas mulheres.

Embora um agente etiolégico determinante implicado na génese do CaVB permaneca
obscuro, varios aspectos tém sido citados como fatores de risco para o surgimento deste
tumor, entre eles a colelitiase, a colecistite, fatores raciais e étnicos, grupo sangulineo,
carcinégenos, tumores benignos, produtos da peroxidagdo lipidica e acidos biliares
secundarios®. A reposicdo hormonal em pacientes em pds-menopausa também tem sido
considerada como possivel fator envolvido na génese deste tumor®®, entretanto esta reposicédo
parece estar realmente relacionada com a patogénese da colelitiase, que por sua vez esta
associada ao CaVB?.

A elevada incidéncia desta afecgcdo em mulheres, bem como a sua associacao freqliente
a presenca da doenga vesicular calculosa, também comum no sexo feminino, tornou plausivel
a hipétese de que a vesicula biliar seja um 6rgéo sensivel a acdo dos horménios sexuais™ . A
presenga de varios receptores para hormdnios sexuais tem sido bem documentada em
neoplasias de 6rgaos horménio-dependentes como a mama e a préstata. O sucesso obtido
com a manipulagdo hormonal, na terapia destes tumores, estimulou o estudo do papel destes
horménios em outros tumores, especialmente aqueles com pior progndéstico, com o intuito de

encontrar outras opgoes terapéuticas.



Receptores especificos para estrogénio tém sido detectados nas células de 60 a 70% de
todos os carcinoma primarios de mama, como demonstrado por McGuire® e Lecereq®. A
presenga destes receptores nesta neoplasia esta associada a uma terapia hormonal
freqientemente efetiva como tratamento anti-tumoral, com significativo aumento da
sobrevida®®*®. Além disso, ja foram identificados receptores hormonais sexuais em tumores

#161 coldnico®, pancreatico® e de rim'’.

malignos de outros 6rgaos, tais como o cancer gastrico

O conhecimento atual da prevaléncia da doenca vesicular, principalmente carcinoma e
colelitiase, maior em mulheres do que em homens, associada a comprovacao do efeito da
progesterona sobre a dinamica vesicular’®%°, deixa em aberto a questdo referente ao papel
dos horménios sexuais na neoplasia de vesicula biliar e, mais especificamente, sobre o
crescimento tumoral. Claramente, o valor crucial dos testes para a deteccdo dos receptores
hormonais sexuais, nesta neoplasia, é para verificar se eles podem predizer a resposta a
terapia hormonal, e entao afetar diretamente as decisbes acerca do tratamento a ser instituido.

Singletary et al."® em 1986 demonstraram, pela primeira vez, a presenca de receptores
estrogénicos (RE) e progesterbnicos (RP) em vesiculas biliares humanas. A partir deste

8,14.2260,70.76,102121  foram realizados no intuito de confirmar a

momento, diversos estudos
presenca e definir o real papel destes receptores, e consequentemente, dos hormdnios sexuais
no CaVB.

Observa-se que os melhores resultados do tratamento do CaVB estao relacionados com
0s pacientes tratados em estagios mais precoces, sendo estes pacientes, em geral, aqueles
cujo diagnostico foi obtido por um achado incidental durante uma colecistectomia por
colelitiase. Devido a este fato, houve, nas ultimas décadas, um crescente interesse pelo estudo
das lesdes metaplasicas encontradas nas colecistites e sua relagdo com a génese do CaVB®.

Atualmente, ja esta estabelecido na literatura que o carcinoma invasivo de vesicula biliar
é precedido por lesbes pré-malignas — displasia e carcinoma in situ — e este fato fornece um
bom modelo para o estudo das anormalidades genéticas e da progressdo neoplasica''®. Estas

anormalidades epiteliais tém sido bem caracterizadas como um “continuum” de modificagbes

citologicas, refletindo alteragdes génicas importantes na patogénese desta neoplasia'’. No
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entanto, apesar dos recentes avancos na carcinogénese molecular de varias neoplasias
malignas, o mecanismo patogénico envolvido na progressdao de uma lesao pré-maligna para
carcinoma invasivo de vesicula biliar, ainda ndo esta completamente esclarecido.

O cancer de maneira geral, resulta em alteragbes génicas multiplas ocorrendo, com
freqléncia, rearranjos genéticos variados, que podem ativar ou inativar genes. Varios
estudos® 1% tam mostrado que anormalidades do gene p53 estdo envolvidas na génese de
muitas neoplasias humanas, incluindo o CaVB. Um dos mecanismos mais comuns descritos
para ativagdo deste proto-oncogene na carcinogénese € a mutacido deste gene, com
consequente expressao de uma proteina defeituosa funcional e morfologicamente, e que é
imunoistoquimicamente detectavel®®.

A ativacao de proto-oncogenes em oncogenes, de atuagdo estimuladora da proliferagédo
celular, foi identificada em apenas 15-30% de todos os tumores humanos. Existem genes que
atuam impedindo o aparecimento de tumores e, por isso, sdo chamados de genes supressores
de tumores ou antioncogenes. O gene p53 € um antioncogene importante, cujo produto € uma
proteina relacionada com a inibicdo da proliferagcao celular.

A proteina p53 foi descrita originalmente por DelLeo et al. em 1979, como uma proteina
nuclear com peso molecular de 53-kd, expressa em sarcoma de ratos induzidos por
metilcolantreno, mas nao observada em células normais de rato.

O gene p53, em humanos, se localiza no brago curto do cromossoma 17, atuando como
inibidor da proliferagdo celular''®. Este gene p53 pode ser alterado por mutacdes variadas que
ocorrem em varios locais de sua extensdo. Por este motivo, muitos agentes mutagénicos
podem levar a sua modificacdo. A mutagdo de um alelo do gene p53 é muitas vezes
acompanhada por uma delecao do outro alelo, resultando na formagao de um produto protéico
inativo, que ndo se liga mais ao DNA®. Esta proteina mutante p53 inativa a proteina p53
normal causando perda da funcdo de supressdo tumoral, permitindo a atividade oncogénica'®.
A proteina p53 esta presente em pequenas quantidades em células de tecidos normais, pois &
metabolicamente 1abil, sendo rapidamente degradada no nucleo, e provavelmente por este

motivo, usualmente, indetectavel. A forma mutante desta proteina exibe um aumento de sua
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meia-vida podendo ser detectada por técnicas imunoistoquimicas, estando presente em muitos
tumores e linhagens de células tumorais''®"®.

A mutacdo do gene p53 esta entre as alteragbes genéticas mais frequentes entre os
canceres humanos e parece desempenhar um importante papel na patogénese de muitas

10118 incluindo o CaVB®*'%. Completa perda da proteina p53 funcional

neoplasias malignas
parece ocorrer em 50% dos tumores malignos'™°.

A superexpressao da proteina p53 detectada pela técnica imunoistoquimica (IHQ), tem
sido correlacionada com a presenca desta mutagao génica, conforme demonstrado em recente
estudo realizado por Fuijii et al.>* em 1996 e Itoi et al.** em 1997. Neste ultimo estudo, os
autores avaliaram a correlagao da expressado da proteina p53 com a mutacao génica no CaVB
e observaram uma sensibilidade da mutacdo deste gene de 56,3%, especificidade de 90% e
validade de 1,47. A partir destes resultados, estes autores demonstraram que a
superexpressdo desta proteina correlaciona-se bem com a mutacdo de gene p53. Fuijii et al.*®
avaliaram a presengca de mutagdo do gene p53, através da analise da sequéncia de
desoxinucleotideos deste gene, em 23 casos de CaVB, verificando a presenca desta mutagao
em 70% (16 casos). Neste ultimo estudo, a analise da presenca de expressdo da proteina p53,
avaliada em 65 casos de CaVB, demonstrou imunorreatividade em 55% (36 casos).

A proteina p53 é observada, frequentemente, em muitos tumores malignos humanos
como o cancer de estdmago®, célon'®, colo uterino', mama'"', pulmio®® e esdfago™,
entretanto, € incomum em tumores benignos48. Baseado nestas observacgdes, Hall et al. em
1991, propds o uso do teste imunoistoquimico do p53 como um marcador de malignidade para
uso de rotina®.

1,23,33,49,55,58,73,80,92,108,113,116,123tém avaliado a SUpereXpreSSéO da

Poucas publicacbes
proteina p53 no CaVB, com incidéncias que variam entre 39,6 e 95%, sendo a primeira

publicacdo realizada em 1993 por Kamel et al.>*.
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2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Cancer de vesicula biliar

2.1.1 — Quadro clinico e diagnéstico

Além das dificuldades de reconhecimento dos fatores envolvidos na génese do
carcinoma de vesicula biliar, o préprio quadro clinico inespecifico dificulta o diagnéstico
precoce desta afecgéo53. Assim, apesar de ser, o carcinoma de vesicula biliar, a mais comum
das doencas malignas do trato biliar, € sempre diagnosticada em estagios avancados da
doenca, na maioria das vezes ja com invasao a érgdos adjacentes®®.

A apresentacao clinica do CaVB nao é diferente daquela que ocorre na doenga benigna
da vesicula biliar, ou seja, dor em hipocéndrio direito e sintomas dispépticos, entretanto a
presenga de massa palpavel, hepatomegalia, ictericia, anorexia, nauseas, vomitos e perda de
peso podem sugerir a possibilidade de CaVB.

Antes da ultra-sonografia e da tomografia computadorizada de abdome, a taxa de
diagndstico pré-operatorio era de somente 8,6%. A partir de 1980, com o desenvolvimento da
tomografia computadorizada de abdome e da melhor resolugédo da ultra-sonografia, houve um
incremento na acuracia e na sensibilidade da detecgdo do CaVB, resultando em um aumento
do diagndstico pré-operatério para 50 a 80% dos casos. A ultra-sonografia endoscépica tem
sido descrita como método de maior acuracia para o estadiamento desta afec¢do, no entanto
nao é recurso disponivel de forma rotineira, em nosso meio. Entretanto, a ocorréncia de
resultados falso-negativos é ainda alta, existindo portanto a necessidade de outros métodos
diagndsticos com maior sensibilidade, para possibilitar um diagnéstico precoce desta lesdo°>°°.
A angiografia tem sido método auxiliar no intuito de verificar-se a invasao de orgéos e

estruturas com o objetivo de se avaliar a ressecabilidade da lesdo.
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Parametros hematolégicos e bioquimicos ndo apresentam valor no diagnostico do CaVB,
entretanto, um numero varidavel de marcadores, incluindo genes mutantes, tém sido
identificados no tecido tumoral e no epitélio displasico da vesicula biliar. Mesmo estes
marcadores nao sendo de auxilio na deteccdo precoce do CaVB, possivelmente, poderao

apresentar algum valor na avaliagdo do progndstico desta patologia®®.

2.1.2 — Classificagao histologica

Avancos no entendimento das displasias, carcinoma in situ e das varias linhas de
diferenciacado entre os carcinomas determinaram, em 1992, a revisdo da primeira edicdo do
WHO (World Health Organization) Histological Classification of Tumors of the Gallbladder’
publicada em 1978 como parte da monografia Histological Typing of Tumors of the Liver, Biliary
Tract and Pancreas. Esta classificagdo € a mais utilizada mundialmente, e pode ser observada

no tabela 1.

Tabela 1. WHO Classificagao Histolégica do Carcinoma de Vesicula Biliar

Carcinoma in situ
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma papilar
Adenocarcinoma tipo intestinal
Adenocarcinoma mucinoso
Adenocarcinoma de células claras

Carcinoma com células em anel-de-sinete

© N o g bk~ 0D~

Carcinoma adenoescamoso
9. Carcinoma de células escamosas
10. Carcinoma de pequenas células (oat cell carcinoma)

11. Carcinoma indiferenciado
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2.1.3 — Histopatolgia e prognéstico

O céancer da vesicula biliar geralmente se origina na regido fundica ou no infundibulo da
vesicula e, ocasionalmente, junto ao ducto cistico. Durante sua evolugao, este tumor infiltra
localmente a parede vesicular, determinando seu espessamento e enrijecimento, podendo
invadir a totalidade do 6rgao. Freqlientemente a parede encontra-se contraida sobre o grande
numero de calculos biliares. Este tumor pode crescer para dentro da luz da vesicula na forma
de massa e, em algumas situagdes, a propria lesdo neoplasica, ou os calculos podem obstruir
o ducto cistico ou o infundibulo, constituindo o quadro de hidropsia de vesicula biliar.

Nos estagios precoces da doenga, a inspe¢cdo macroscopica da mucosa vesicular pode
mostrar espessamento da parede e crescimentos papilares multicéntricos envolvendo a
superficie mucosa. Nos estagios avangados, observa-se a invasao do figado por contiglidade
ou metastases.

A disseminagao do cancer de vesicula é, predominantemente, local ou regional através
da rede linfatica pericistica e pericoledociana®®, ou ocorre por invasdo direta ao figado. O
comprometimento dos ganglios paraduodenais posteriores ocorre mais tardiamente e a
ocorréncia de metastases para linfonodos do hilo hepatico e disseminagdo hematogénica sao
menos frequentes. A disseminacéo linfonodal do adenocarcinoma de vesicula pode ocorrer de
forma descontinua, caracterizada pelo acometimento de grupos de linfonodos n&o contiguos. O
fato do cancer precoce da vesicula biliar, ou seja, aquele limitado &8 mucosa da vesicula biliar,
nao apresentar disseminagao linfonodal, apresenta importante valor na estratégia terapéutica.

Como ¢é reconhecido clinicamente, a pobre sobrevida do CaVB é normalmente associada
com a extensao deste tumor ao figado e 6rgaos adjacentes, sendo, a invasdo hepatica, a
principal causa de morte na maioria dos pacientes. Esta extensado hepatica é, possivelmente,
facilitada por fatores anatémicos. A vesicula biliar apresenta uma fina parede, composta por
uma unica camada de células musculares para limitar a penetracao intra-mural. Muitas vezes o
crescimento tumoral ocorre para dentro dos sinusoides de Rokitansky-Aschoff que, nos casos

de colecistite crbnica, penetram para o interior da camada muscular da vesicula biliar. Além
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disso, o tecido conectivo perimuscular da vesicula apresenta continuidade com o tecido
conectivo do figado, o que permite a disseminagao por continuidade deste tumor®*.

Estudos realizados por Henson et al.**

em 1992 validaram fatores prognésticos para o
CaVB que incluem o tipo histolégico (tabela 1), o grau histolégico da lesao (tabela 2), a invasao
vascular e o estagio do tumor (tabela 4).

Mais de 80% dos tumores malignos de vesicula sdo adenocarcinomas, em torno de 6%
sdo carcinomas indiferenciados, 3% carcinoma de células escamosas e 11% correspondem a
outros tipos histolédgicos menos freqiientes*>*®.

Do ponto de vista histolégico, o tipo de tumor tem influéncia na sobrevida. Os pacientes
portadores de adenocarcinoma papilar, geralmente, apresentam sobrevida média de 20 meses
apos o diagndstico, enquanto portadores de outros tipos histolégicos sobrevivem em torno de
03 meses. Entretanto, embora este tumor esteja associado a um melhor prognéstico, ndo é
um tipo histologico frequente, correspondendo a aproximadamente 5,8% dos CaVB. O
carcinoma de pequenas células tém um péssimo progndstico, e corresponde a
aproximadamente 4% dos carcinomas de vesicula e o tipo indiferenciado a 10% desta
neoplasia. O carcinoma com células em anel-de-sinete também é pouco freqliente e apresenta
um prognostico bastante reservado®.

O grau histologico (tabela 2) do tumor também influencia a sobrevida dos pacientes,
sendo que portadores de tumor grau 1 sobrevivem, em média, 7 meses apds o diagndstico,

enquanto pacientes com adenocarcinoma grau 3 e os carcinomas indiferenciados sobrevivem,

geralmente, somente até 3 meses apds o diagnostico™.

Tabela 2. Grau Histologico dos tumores de vesicula biliar

Grau X - Grau nao pode ser avaliado
Grau 1 - Bem diferenciado : adenocarcinomas compostos de mais de 95% de glandulas
Grau 2 - Moderadamente diferenciado: carcinomas compostos de 50 a 95% de glandulas

Grau 3 - Pouco diferenciado: carcinomas compostos de 5 a 49% de glandulas
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A presenca de invasdo vascular identificada ao exame histolégico é um indicativo de
prognéstico menos favoravel, com indices de sobrevida em 5 anos em torno de 13%, enquanto
este indice pode alcancar 31% nos pacientes em que a invasdo vascular ndo esta presente®.
Esta invasao pode resultar em envolvimento direto de grandes vasos adjacentes ou pode
ocasionar o surgimento de metastases no figado, pulmées, pleura e outros 6rgdos®.

Em 1976 Nevin et al.”® propuseram um sistema de estadiamento para o cancer de
vesicula biliar. Conforme esta classificagdo o estagio | representa as lesées intramucosas; o
estagio Il define o envolvimento das camadas mucosa e muscular; o estagio lll indica a
extensado do tumor até a serosa; no estagio IV existe comprometimento da 3 tunicas da parede
vesicular com envolvimento linfonodal regional e no estagio V ocorre extensdo do tumor para o
leito hepatico e/ou comprometimento de outros 6érgdos por invasdo direta ou metastatica

(tabela 3).

Tabela 3. Estadiamento do cancer de vesicula biliar segundo

Nevin e col’® 1976

Estagio comprometimento

I Mucosa vesicular

! Mucosa e tunica muscular

i Tunica serosa

v Tunica serosa e ganglios linfaticos regionais

\% Figado e/ou outros 6rgaos

A classificagdo TNM possibilita um melhor estadiamento da doencga e facilita a avaliagao
dos resultados do tratamento cirdrgico e, de certa forma, a avaliagdo do progndstico dos
pacientes portadores desta neoplasia maligna, podendo ser vista detalhadamente na tabela 4.
Existe relacdo direta entre a extensdo do comprometimento da parede vesicular, definido nas

classificagdes de Nevin’® e TNM (tabelas 3 e 4), e o grau de disseminagdo do tumor.
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Tabela 4. Classificagdo TNM do Carcinoma de Vesicula Biliar (American Joint Committee

on Cancer/Internatinal Union Against Cancer 1997).

Tumor Primario (T)

Linfonodos regionais (N)

Metastases a distancia (M)

TO - Nao ha evidéncia de tumor primario

Tis - Carcinoma in situ

T1 - Tumor invade lamina prépria ou camada muscular

T1a- Tumor invade lamina prépria

T1b- Tumor invade camada muscular

T2- Tumor invade tecido conectivo perimuscular; ndo ha
extensdo para serosa ou para o figado

T3- Tumor ultrapassa serosa, invasdo de 2 cm ou menos do
figado e/ou direta a 6rgaos adjacentes

T4- Tumor se estende por mais de 02 cm dentro do figado e/ou

para 02 ou mais 6rgaos adjacentes

NO- Nenhum linfonodo metastatico

N1- Metastase ducto cistico, linfonodos pericoledocianos e
linfonodos hilares

N2- Metastases peripancreaticas, periduodenais, periportal,

celiacas e/ou linfonodos da mesentérica superior.

MO0- N3&o existem metastases a distancia

M1- Metastases a distancia

Estadiamento Estagio 0 Tis NO MO
Estagio | T1 NO MO

Estagio Il T2 NO MO

Estagio lll T1,T2 N1 MO

T3 NO,N1 MO

Estagio IVA T4 NO,N1 MO

Estagio IVB qualquer T N2 MO

Qualquer T

qualquer N

M1
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Embora o tipo histolégico e o grau sejam fatores progndsticos uteis, o estagio (tabela 4)
da doencga €, provavelmente, o mais confiavel fator progndstico na opinido da maioria dos

autores®4478,

Pacientes nos quais o tumor estd confinado a vesicula no momento do
diagnéstico apresentam melhor progndstico do que aqueles nos quais o tumor tenha se
propagado ao figado ou linfonodos regionais. Os melhores resultados, em termos de sobrevida,
sdo observados em pacientes com carcinoma in situ ou precoce cujo diagndstico é feito em
espécimes retiradas por colelitiase*.

Estas observacoes claramente demonstram o beneficio da detecgdo precoce deste
carcinoma. Infelizmente, um método para a deteccdo precoce do CaVB ainda nado é
disponivel. A citologia da bile parece ser um meétodo util na diagndstico precoce em alguns
pacientes, porém nao é um procedimento disponivel de rotina. Estudos recentes tém sido
realizados no intuito de identificar marcadores tumorais circulantes para esta neoplasia, mas
com resultados pouco alentadores. Sem duvida, o estudo dos fatores de risco parece ser,
ainda, o instrumento disponivel mais acessivel para identificacdo dos pacientes de risco

potencial para desenvolvimento desta neoplasia, embora a prevengdo primaria para o

carcinoma de vesicula ndo seja esperada em um futuro proximo®.
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2.1.4 — Fatores de risco

Sendo o CaVB uma doenga de mau prognéstico basicamente decorrente da
impossibilidade do diagndstico precoce, uma vez que seus sintomas sao inespecificos, menos
de 10% dos pacientes se apresentam com tumor ressecavel no momento do diagndstico. A
identificacdo exata dos fatores de risco para esta neoplasia torna-se premente e a prevencéao

ou a deteccdo precoce sdo as melhores alternativas para evitar a morte por esta neoplasia®'"’.

Neste sentido, serdo detalhados, a seguir, os fatores claramente definidos como de risco
para esta neoplasia e as patologias e condi¢cdes associadas a este tumor que servirdo de base

para a nossa pesquisa.

2.1.4.1 - Cancer de Vesicula e Calculos Biliares

Calculos de vesicula biliar sdo comuns, com incidéncia de 10 a 20% na populacao
mundial. Esta incidéncia aumenta com a idade sendo mais elevada entre mulheres idosas

(alguns estudos tem demonstrado que 10 a 15% dos homens e 40% das mulheres apresentam

célculos biliares aos 60 anos)*'”".

Calculos biliares s3o identificados em 70 a 98% dos casos de CaVB®®. Embora esta

6,8,54,107

associacao esteja claramente estabelecida na literatura e seja bem definida como um

fator de risco para a neoplasia maligna de vesicula, 0 mecanismo patogénico ainda nao esta

completamente esclarecido®®*'"".

A hipotese desta associagdo baseou-se em dados coletados por Diehl®

, que
demonstrou uma diminuicdo da taxa de mortalidade por CaVB a partir de 1968, mesmo
periodo em que ocorreu um aumento no numero de cirurgias para remogao da vesicula biliar.

Estes achados ndo comprovam uma relagdo causal entre estas duas patologias podendo, a

associacao, ser apenas coincidental. Além disto, a maioria dos pacientes com calculos biliares
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ndo desenvolve carcinoma, conforme demonstrado em estudo® realizado em necrdpsias,
onde o risco estimado de CaVB em pacientes com calculos, foi de apenas 1 a 3%.

Dados publicados por Wanebo''? demonstram que 1% dos pacientes submetidos &
colecistectomia por colelitiase sintomatica apresentaram diagndstico de carcinoma de vesicula
(incidental).

1.*® a incidéncia de CaVB em individuos acima de 50 anos e

Na experiéncia de Cetta et a
com calculos maiores que 15mm foi de 8%. Esse autor relatou que mais de 40% de pacientes
com CaVB associado a litiase desconheciam a presenca de calculos ou estavam
assintomaticos por mais de 15 anos. Além disso, alguns estudos demonstraram incidéncia de
13,5% de atipia celular e 3,5% de carcinoma in situ em pacientes com colelitiase. Carcinomas
in situ adjacentes a carcinomas invasivos de vesicula podem ser encontrados em quase 80%
dos casos de CaVB, sugerindo provavel efeito precursor da litiase de longa duracdo®.

Jukemura®, pesquisando prospectivamente vesiculas biliares obtidas de pacientes
submetidos a colecistectomia por colelitiase, correlacionou dados clinicos e informacdes
relativas aos calculos com a freqliéncia de carcinoma incidental e de lesbes consideradas
como pré-neoplasicas. De todos os fatores estudados, a idade foi 0 que mais fortemente se
correlacionou com o CaVB . A incidéncia desta neoplasia subiu, neste estudo, de 1,68% para
3,96% nos pacientes acima dos 50 anos, 4,16% nos pacientes acima dos 55 anos e 5,71%
acima dos 60 anos.

Analises epidemioldgicas®*?>**211% de alguns subgrupos da populagdo norte americana,
incluindo americanos nativos e americanos de origem mexicana, chilena, indiana e hispanica,
observaram a presenca de calculos sintomaticos, em sua maioria, de colesterol (70 a 80%)
ocorrendo especialmente em mulheres obesas e que pareciam carrear genes litogénicos. Estes
subgrupos também apresentaram elevada prevaléncia de CaVB no mundo, indicando a
possibilidade de associacao entre genes litogénicos e CaVB. Estes mesmos autores, devido ao
elevado risco de CaVB nesta populagao, tém proposto a colecistectomia profilatica quando a

presencga de calculos biliares é detectada.
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Embora estes dados n&o permitam estabelecer uma relagao etioldgica direta entre litiase
e CaVB, a associagdo existente entre as duas entidades sugere, pelo menos, um papel
facilitador. Um outro estudo epidemiolégico®’ multicéntrico demonstrou que a presenca de
sintomas biliares que motivaram a consulta médica constituiram o principal fator de risco, de
4,4 vezes, para carcinoma de vesicula biliar. A possibilidade de agentes carcindgenos
enddégenos ou exogenos terem sua agdo facilitadora determinada pela lesdo da mucosa
vesicular ocasionada pelos calculos, também deve ser considerada.

A bile normal é uma solugdo complexa composta primariamente de agua, eletrélitos e
solutos orgéanicos. Os principais solutos s&o os sais biliares, pigmentos biliares, colesterol e
fosfolipideos, que sdo normalmente soluveis em bile. A producao diaria da bile € de 500-1000
ml/dia. A alteracdo primaria que causa a formacao de todos os tipos de calculos biliares é o
aumento do colesterol (calculos de colesterol) ou de bilirrubinato (calculos pigmentares) acima
da solubilidade da bile (bile supersaturada ou litogénica). Entretanto, esta ndo é a unica
condigao necessaria, ja que mais de 50% dos individuos normais secretam bile supersaturada
em colesterol (litogénica) apds uma noite de jejum. Outras alteracdes, como estase e secregao
de muco, parecem ser importantes na formacao dos calculos biliares. Excesso de muco na
vesicula biliar pode servir como nucleo para formagédo do calculo e a estase pode levar a
cristalizacdo?'.

Todos estes fatos reforcam a hipotese de que a formagado dos calculos é de origem
multifatorial, ou seja, pelo menos 3 fatores sdo necessarios para a formacao dos calculos de
colesterol: a supersatuagao da bile com colesterol, a estase da bile e a desestabilizagdo da
bile. A utilizagdo da terapia com estrogénio oral diminui a sintese e secre¢ao de acidos biliares,
alterando a composicao da bile, resultando em aumento das concentragdes de colesterol (bile
litogénica). Este efeito ndo é observado no uso de estrégeno transdérmico’”.

Os caélculos de colesterol sao os mais comuns e representam 70 a 90% dos calculos
biliares nos Estados Unidos, Europa e América Latina, enquanto os calculos pigmentares

representam 10 a 30% dos calculos biliares, sendo mais comuns nos paises asiaticos?".
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Os célculos biliares também podem ser constituidos a partir do metabolismo do pigmento
biliar, sendo seu principal componente o bilirrubinato de calcio e menos de 20% composto de
colesterol. Calculos de pigmento negro sao mais comuns em pacientes com cirrose hepatica
ou doenga hemolitica e os de pigmento marron, geralmente associados a processo infeccioso
biliar. Pacientes portadores de calculos de pigmento sdo usualmente mais velhos que os
portadores de célculos de colesterol, em sua maioria homens e geralmente do grupo
sangiiineo A*.

Embora a colelitiase possa ser associada a patologias como a anemia hemolitica, cirrose
hepatica e diabete e possa ocorrer em pacientes submetidos a gastrectomia, cirurgia cardiaca
de proétese valvular, em uso de contraceptivos orais ou agentes hipolipémicos, estes fatores,
isoladamente, ndo estdo associados a neoplasia de vesicula biliar.

Maringhini et al.®®

realizaram estudo epidemioldgico prospectivo para avaliar o risco de
CaVB em pacientes com colelitiase. Um total de 2583 moradores de Minnesota, portadores de
colelitiase foram seguidos durante varias décadas, havendo surgimento de CaVB em 5
pacientes depois de um seguimento médio de 13,3 anos. Baseado nestes resultados, este
autor ndo recomenda a colecistectomia profilatica em pacientes portadores de calculos biliares
assintomaticos. Observa-se que nao houve relato da origem étnica dos pacientes e do
tamanho dos calculos nos pacientes seguidos. Em contrapartida, um estudo recente'® de
coorte, realizado na populacao da Dinamarca, relatou 42 casos de CaVB em 17.715 pacientes
com colelitiase, com idade média de 70 anos e seguimento de 6,1 anos. O risco estimado para
CaVB foi significativamente elevado neste grupo, observando-se risco de 4,6 entre 1 a 4 anos e
de 2,7 em seguimento acima de 5 anos.

O tamanho e a duracdo dos calculos (tempo de colelitiase) parecem desempenhar um
papel importante no surgimento do CaVB, e o conceito de que os célculos iniciam essa
transformagdo neoplasica tem sido proposto®™. Investigagbes epidemioldgicas®*?>'"® tém

sugerido que os calculos agiriam iniciando diretamente uma transformacao neoplasica tal como

0 carcinoma in situ, no epitélio da vesicula biliar.
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Diehl?®® observou que calculos relativamente grandes, com diametro de 3 cm ou mais
foram detectados com maior freqiéncia em paciente com CaVB do que naqueles sem
malignidade, sugerindo que caracteristicas fisicas, tal como o tamanho dos calculos, possam
desempenhar um papel na oncogénese e transformacao inicial da mucosa da vesicula. Além
disso, modificacbes metaplasicas do epitélio da vesicula, consideradas como lesdes pré-
malignas, sdo observadas no processo inflamatério crénico que ocorre na colecistite e séo,
freqlientemente, associadas com a presenca de calculos. Estas modificagdes incluem a
presenca de células caliciformes, células de Paneth, presenca de células enddcrinas e
produtoras de muco no corpo da vesicula. Uma lisosima imunorreativa, que nido esta presente
no epitélio da vesicula normal, pode ser encontrada nas glandulas mucosas metaplasicas da
vesicula.

A nivel celular, a inflamagao cronica da vesicula biliar parece conduzir a uma mutacao
alelo-especifica: perda da heterozigosidade do gene p53 e superexpressao da proteina p53

inativa. Esta mutag&o pode resultar na transformacéo maligna da mucosa da vesicula'*""".

Em recente revisdo sobre fatores de risco para CaVB realizada por Seth et al.*®

, estes
autores observaram que calculos maiores ou iguais a 3 centimetros foram detectados em
aproximadamente 40% dos pacientes com CaVB e em apenas 7-12% dos pacientes sem
neoplasia de vesicula. O odds ratio, nestes estudos, para o desenvolvimento de CaVB em
pacientes com calculos maiores ou iguais a 3 cm foi de 10,1, 0 que sugere que uma
propriedade fisica do calculo desempenhe um papel na oncogénese. Estes calculos maiores,
parecem ser mais efetivos no desencadeamento desta transformagdo maligna, o que torna
possivel a hipotese de que o risco de CaVB simplesmente reflita o tempo de duragcédo da
colelitiase. Assim, concluem, estes autores, que pacientes portadores de colelitiase por mais
de 40 anos apresentam, significativamente, maior chance de desenvolver o CaVB do que
aqueles que possuem calculos por menor periodo e embora tenha sido sugerido que 1% dos
pacientes com idade acima de 65 anos e com calculos biliares apresentem maior risco de

desenvolver CaVB, este fato pode estar relacionado mais ao tempo que o paciente apresenta

colelitiase do que propriamente a idade do paciente.
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Entretanto, outros autores®®, em estudos que acompanharam pacientes portadores de
colelitiase durante décadas, observaram indices reduzidos (0,01-0,02% por ano) de risco de
desenvolvimento de neoplasia nestes pacientes, e que tém dado suporte a n&o indicagao de
colecistectomia profilatica em pacientes com colelitiase assintomatica.

Na maioria dos paises, as taxas de mortalidade por CaVB sao inversamente
proporcionais as taxas de colecistectomia. Estes dados tém sugerido que modifica¢cdes nas
taxas de colecistectomia afetam a prevaléncia de colelitiase que, em decorréncia, gera um
impacto nas taxas de mortalidade por CaVB?%.

A possibilidade de prevencdo de morte por CaVB em pacientes com calculos
assintomaticos deve ser avaliada em relagéo ao risco cirurgico. Assim, alguns autores afirmam
que se o risco de CaVB em pacientes com calculos maiores que 3 cm de didmetro esta em
torno de 4% em 20 anos e a mortalidade do procedimento cirurgico (colecistectomia

laparoscopica) é de 0,5%, a colecistectomia profilatica pode ser indicada®.

2.1.4.2 - Metaplasia do Epitélio da Vesicula

A metaplasia intestinal e pilérica do epitélio vesicular sdo consideradas condicoes
precursoras do CaVB. Yamagiwa et al.'" em 1986 sugeriram a seqiiéncia metaplasia intestinal,
displasia e carcinoma invasor, baseados na associacdo significativa desses achados em
vesiculas removidas por colelitiase, porém outros autores®' ndo observaram evidéncias dessa

sequéncia.

2.1.4.3 - Pélipos

Pdlipos solitarios € com tamanho maior que 1 cm sao reconhecidamente fatores
predisponentes para o CaVB. A prevaléncia de pdlipos de vesicula biliar identificados a ultra-

sonografia é de 3-6%. O tamanho, numero, forma e ecogenicidade do pdlipo sao



25

caracteristicas importantes usadas para distinguir malignidade®®.

Pdlipos de colesterol
correspondem a aproximadamente 53% das lesbes polipdides ressecadas, sdo sempre
benignas e ndo requerem intervencao cirurgica, sendo em sua maioria menores que 10mm.
Entretanto, quando estes pélipos de colesterol sdo maiores que 10mm e solitarios tornam dificil
a distingdo com adenocarcinomas polipoides. A prevaléncia do carcinoma aumenta
diretamente com o tamanho do polipo: em pdlipos com menos de 10mm a prevaléncia de
cancer é de 0-5%; para polipos entre 10-15mm, entre 11 e 13%; maiores que 15mm a

prevaléncia € de 46-70%. A maioria das lesdes malignas sao solitarias (80-100%) e 1/3 dos

polipos sésseis correspondem a carcinoma.

Em relagao a ecogenicidade dos podlipos malignos, estes sao freqientemente isoecoicos
em relacdo ao parénquima hepatico, acometem pacientes acima de 50 anos e estdo, com
freqUéncia, associados a calculos. Assim, pacientes com poélipos maiores que 10mm, sésseis,
ecopénicos, apresentam elevado risco de malignidade. Este grupo requer acompanhamento

freqliente e deve ser considerada a possibilidade de colecistectomia profilatica®'?’.

2.1.4.4 - Adenomiomatose

A adenomiomatose € caracterizada histologicamente por diminutas invaginacbes da
mucosa que formam estruturas semelhantes a cistos na camada muscular da vesicula biliar. O
diagnéstico é, muitas vezes, sugerido por ultra-sonografia abdominal que identifica
espessamento focal da parede da vesicula, especialmente no fundo. Embora a magnitude do
risco de CaVB em pacientes com estes achados ndo seja claramente estabelecido, a
colecistectomia deve ser considerada, se o risco cirurgico ndo € impeditivo, ja que o
diagnéstico diferencial das lesdes malignas ndo € facilmente realizado por exames de imagem.
Em geral lesbes localizados no fundo da vesicula com didmetro de 10-20mm ou com uma

pequena ulceracdo central, tendem a ser malignas®'%’.
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2.1.4.5 - Vesicula em Porcelana

A calcificacdo da parede da vesicula biliar denominada de “vesicula em porcelana” foi
descrita pela primeira vez na Franga em 1831 e é uma condigéo pré-maligna bem reconhecida.
Esta é mais comum na sexta década de vida e em mulheres. Estima-se que 22% das vesiculas
biliares com extensa calcificagcao desenvolvam CaVB. Em geral, a colecistectomia profilatica
estd indicada quando o diagndstico radiografico é feito, desde que n&o haja risco operatério
proibitivo. A relagdo fisiopatolégica entre a calcificagdo e a oncogénese permanece

obscura®%6:1%7

2.1.4.6 - Anomalia da jungao bilio-pancreatica

A anomalia da jungao bilio-pancreatica € um defeito congénito no qual a unido dos ductos
pancreatico e biliar esta localizada fora da parede duodenal formando um longo canal comum.
Aproximadamente 10% dos pacientes com CaVB apresentam anomalia desta jungao e 15-40%
dos pacientes com esta anomalia desenvolvem doenga maligna do trato biliar. O mecanismo
exato ainda é desconhecido, porém acredita-se que o refluxo de enzimas pancreaticas para a
vesicula biliar associado a propriedades irritativas desta secrecao, as concentragcbes alteradas
de sais biliares e ao maior indice mitético das células da mucosa da vesicula contribuam para a

carcinogénese>*961%7,

2.1.4.7 - Infecgao bacteriana

Em estudo recente realizado no Chile’ em 211 pacientes com calculos biliares
sintomaticos, 71 pacientes (33,7%) tinham cultura de bile positiva (para presenca de bactérias).
Em contraste, 81% (47 de 58 pacientes) com CaVB, todos com colelitiase, apresentaram

cultura de bile positiva, sendo a bactéria identificada mais comumente a Escherichia coli (45%).



27

A partir dessas observagbes foi sugerido que as bactérias poderiam estar envolvidas no
desenvolvimento do CaVB pela produgao de um carcinégeno. Portadores de Salmonella Typhi
ou Paratyphi também parecem ter risco aumentado para CaVB®*'%’. Estudos realizados por
Pandey et al.®® sugerem que a degradagao bacteriana dos acidos biliares primarios na vesicula

possa ser responsavel pela carcinogénese no CaVB.

2.1.4.8 - Colangite esclerosante primaria

A colangite esclerosante primaria € uma doenca hepatica progressiva, que determina
colestase intra-hepatica e, com freqiéncia, esta associada a doenca inflamatdria intestinal.
Alguns relatos?®®' t&ém sugerido a associacdo desta patologia ao CaVB, no entanto, na maioria
dos estudos observa-se a presenca concomitante de colelitiase, que por sua vez, é fator de

risco claramente estabelecido para esta neoplasia®.

2.1.4.9 - Carcinégenos

A bile € um veiculo comum para eliminagdo de metabdlitos téxicos. A excregdo de
carcindbgenos na bile e sua concentracdo na vesicula biliar sugerem que carcindégenos
ambientais possam estar envolvidos na génese do CaVB. Estudos realizados em animais
sugerem uma associagao entre calculos e carcinégenos como a dimetilnitrosamina na
producdo do cancer de vesicula, entretanto carcindbgenos vesiculares humanos ainda nao
foram identificados. Analogos quimicos dos sais biliares e outros agentes quimicos tém sido
avaliados como indutores do CaVB em animais. Especulagcbes ainda existem quanto ao papel

de outros fatores como radiagao e toxinas industriais®.
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2.1.4.10 - Hormoénios esterodides

Serao abordados em separado adiante.

2.1.4.11 - Miscelanea

Pandey®* demonstrou um aumento da freqiiéncia de CaVB em pacientes do grupo
sanguineo A e AB.

O efeito do fumo, do alcool e de alguns alimentos da dieta na carcinogénese do CaVB

ainda ndo estdo definidos, embora ja tenham sido realizados alguns estudos neste sentido®'*.
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2.1.5 - Tratamento

Sem duvida, ndo s6 o tipo histolégico esta associado ao mau progndstico deste tumor.
Além das dificuldades de reconhecimento dos fatores envolvidos na génese do CaVB, o proprio
quadro clinico inespecifico dificulta o diagnéstico precoce desta lesao®.

Os resultados do tratamento cirdrgico do CaVB, quando analisados de uma maneira
global, ndo sdo nada alentadores, apesar do fato de que em cerca de um quarto destes, os
tumores sejam ressecados com intencdo curativa®®. Independente do tipo de tratamento
cirargico realizado, observa-se que os melhores resultados sdo obtidos em pacientes que
apresentam tumor precoce e, na maior parte dos pacientes, as lesées constituiram achados
incidentais apds colecistectomia por colelitiase® .

A dificuldade do diagnéstico precoce pode ser ilustrada pelos achados de Shirai et al.*
que estudando 89 pacientes com carcinoma precoce de vesicula biliar, sendo 78 pacientes T1a
e 11 em estagio T1b, observaram que 34 (38%) foram submetidos a intervencéo cirargica com
diagnéstico pré-operatério de cancer de vesicula, dois (2%) com diagndstico de pélipo vesicular
e 53 (60%) foram operados com diagnéstico pré-operatorio de colecistite calculosa.

A cirurgia constitui a unica possibilidade de cura para os pacientes portadores desta
doenca. O resultado deste tratamento cirirgico depende, basicamente, do estagio da

21,53,56,89 Estes

neoplasia por ocasido da cirurgia e do tipo de procedimento adotado
procedimentos incluem a colecistectomia simples, a colecistectomia alargada com
linfadenectomia e a colecistectomia associada a ressec¢ao hepatica maior.

Os tumores in situ e T1a podem ser curados pela colecistectomia simples, com indices
de sobrevida em 5 anos de até 100%. Entretanto, tumores em estagios iniciais, ou seja T1a e
T1b, geralmente s6 sdo diagnosticados de forma incidental naqueles pacientes submetidos a
colecistectomia para tratamento de pélipos ou litiase biliar®.

Nos casos em que o0 exame anatomo-patologico da vesicula biliar removida demonstra

tratar-se de lesdo em estagio 1b (invade a muscular) ou estagio Il (tumor invade tecido
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conjuntivo perimuscular) a reintervencao é indicada para ressec¢ao do leito hepatico associada
ou nao a linfadenectomia. O encontro de 76% de doenca residual em reoperagcdes com
finalidade curativa, indicadas no pés-operatério de colecistectomias simples para tumores T2 e
T3, justifica esta conduta, pois ela representa a Unica possibilidade de cura destes
pacientes?'%%2,

Considerando-se que ha identificacdo histolégica de focos metastaticos nos segmentos
hepaticos IV e V em 70% dos tumores com invasao subserosa, a ressecgao desses segmentos
tém sido proposta nos tumores de estagio 11°°.

Operagbes mais radicais como a hepatopancreatoduodenectomia, indicada por alguns
autores, visando a remocgao dos linfonodos peripancreaticos, ndo demostraram melhora da
sobrevida, além de acarretarem a maior mortalidade operatéria®.

Torna-se interessante observar que o resultado do tratamento cirdrgico do CaVB tém sido

variavel nos diferentes continentes. Trabalhos americanos®*'"?

, relatam sobrevida média de 6
meses seguindo colecistectomia simples e 14 meses apds colecistectomia associada a
resseccao hepatica parcial, sendo a sobrevida em 5 anos de 5% e 13%, respectivamente. As
taxas de sobrevida observadas, em 5 anos, de acordo com o estagio da doenca tém sido de
88% para o carcinoma in situ, 60% para o estagio | , 24% para o estagio Il , 9% para o estagio
[l e 1% para o IV.

Estudo multicéntrico realizado na Franca, consistindo de 724 pacientes portadores de
CaVB, demonstrou sobrevida de 20 a 22 meses, respectivamente, em pacientes com tumores
T1 e T2 e em portadores de tumores T3 e T4 menor que 7 meses, mesmo quando a ressec¢ao
ampliada foi realizada. A média de sobrevida nesta série foi de 8,1 meses seguindo ressecgodes
radicais?®.

Contrario as experiéncias anteriormente descritas, resultados para cirurgia radical no
Japao sdo muito melhores. Embora as ressec¢des radicais sejam possiveis somente em torno
de 21% dos casos, a sobrevida em cinco anos em uma série de 2567 pacientes com CaVB foi

relatada ser de 97% para o estagio |, 58% para estagio Il, 25% para estagio Ill e 20% para

estagio IV. Segundo estes autores ha necessidade de se estender a dissecgao linfonodal®®'%.
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A maioria dos relatos da literatura, em termos de sobrevida em cinco anos do tratamento
cirurgico do cancer avangado de vesicula biliar, varia entre zero e 20%, sendo raros relatos, no
mundo ocidental, de sobrevivéncia igual ou maior que 50%. Alguns autores sugerem ser estes
maus resultados devido a um tratamento cirurgico insuficiente ou pouco uniforme, entretanto
estes argumentos sdo contestados®**°.

Somente 15 a 25% dos adenocarcinomas avancados de vesicula biliar sdo ressecados
com margem cirirgica livre de neoplasia®’. Os demais pacientes devem ser tratados
paliativamente para controle da ictericia obstrutiva, do prurido a ela associada e da colangite.
As alternativas constituem as derivagdes bilio-digestivas, colocagédo de préteses em via biliar
ou drenagem biliar percutédnea, estas ultimas associadas a altos indices de morbidade e
mortalidade.

Esta neoplasia é reconhecidamente pouco responsiva aos diferentes tratamentos
quimoterapicos, entretanto ha relatos de alguma eficacia da quimioterapia com mitomicina C e
5-fluoracil no tratamento das metastases linfonodais*?®’. Existem também alguns relatos mais
recentes de resposta positiva a radioterapia, embora este tumor seja considerado pela maioria

dos estudos, como radiorresistentes?'®.
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2.2 — Vesicula biliar e hormoénios esteroides

E razoavel postular que o efeito dos hormonios esterdides no cancer de vesicula possa
ser grande, visto que esta doenga tem maior predilegcdo por mulheres, e estrogenos exdégenos
tém sido associados a presenca de colelitiase que, por sua vez, ocorre em 70 a 90% dos

casos de CaVB®'4%5,

2109118 & em humanos®® tém comprovado que a progesterona

Diversos estudos in vitro
influi na motilidade da vesicula biliar retardando o esvaziamento desta, bem como alterando a
composicao da bile através do aumento do indice de colesterol, tornando-a mais litogénica,
embora existam complexas interagdes entre fatores locais e mecanismos de controle neural e
hormonal que interferem na dinamica vesicular'**"7981%2 A progesterona também evidencia
sua influéncia sobre estes mecanismos, ja que na gravidez, quando os niveis deste horménio
estdo marcadamente elevados, o volume vesicular de jejum esta aumentado e a fragdo de

1032109118~ No entanto, estes estudos

ejecdo em resposta a teste pos-alimentar esta reduzida
nao identificam o mecanismo de acdo deste horménio, permanecendo ainda controverso se
este atua diretamente através de receptores presentes na vesicula, ou se age alterando a
sensibilidade da vesicula biliar a agdo da colecistoquinina e carbacol, como sugerido por
Messa et al.”®, ou ainda interferindo com a ativacdo de receptores da proteina G e,
consequentemente com o sinal subseqlente transferido através da membrana celular,
alterando a contratilidade da musculatura lisa da vesicula biliar®’.

Estudos experimentais tém demonstrado que a progesterona exerce efeito inibitério na
atividade da musculatura lisa em uma variedade de tecidos do trato gastrointestinal®®*%"118122,
reduzindo também a sensibilidade da vesicula a estimulagdo neural. Em ultima analise, esta
lenta motilidade vesicular induzida pela progesterona conduz a estase da bile, acarretando a
formacgao de calculos. Entretanto, é aceito que a patogénese da litiase vesicular é de origem

multifatorial’®. Hulley et al.*” em 1998, em estudo clinico randomizado, observaram que as

mulheres em pds-menopausa que receberam estrogénio e progesterona combinados para a
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prevengao de doenga coronariana, apresentaram maiores taxas de doengas da vesicula biliar.
Estes dados também foram confirmados em outros recentes estudos publicados por Barret-
Connor et al.” e Eliakim et al*°.

Grodstein et al.* relata, em estudo realizado em mulheres recebendo reposicédo
hormonal na pés-menopausa, um risco relativo para colecistectomia de 2,1 (IC 95%: 1.9-2.4),
ocorrendo aumento deste risco com o aumento do tempo de reposicdo: acima dos 10 anos
aumenta para 2,6, e com altas doses de estrogeno para 2,4. Pequeno risco relativo persistiu
apos descontinuagao do tratamento de reposicdo (RR=1,3).

Gallus et al.*® publicaram, em 2002, estudo de caso-controle no qual avaliaram a relagéo
entre a terapia de reposi¢cdo hormonal pds-menopausa e o CaVB. Foram avaliadas 31
mulheres portadoras de carcinoma incidental de vesicula (diagndstico de neoplasia realizado
apos retirada da vesicula, sem suspeita prévia) e 3702 controles (mulheres de faixa etaria
semelhante, entre 45-79 anos, sem doencga neoplasica). Observaram que 16% das pacientes
portadoras de CaVB realizaram terapia de reposicao hormonal, enquanto no grupo controle
apenas 6%. O odds ratio foi de 3.2 (intervalo de confianca de 95% entre 1.1 - 9.3) tendendo a
aumentar conforme o tempo de uso da terapia. A partir destas observagdes, estes autores
consideraram ser a reposi¢cdo hormonal um fator de risco envolvido na carcinogénese do
CaVB, entretanto, admitem que a colelitiase seja o possivel elo de associagdo entre a
reposi¢cao hormonal e o CaVB, ja que os horménios esterdides interferem na motilidade da
vesicula biliar, podendo tornar estes calculos sintomaticos. Este fato poderia determinar o
diagnéstico precoce de CaVB em portadores de colelitiase.

Estas observacdes sdo de certa forma contestadas em estudo duplo-cego randomizado
realizado por Simon et al.?> em 2001, em que foi avaliado o efeito da terapia com estrogénio e
progesterona combinados no risco para cirurgia biliar em mulheres em pés-menopausa, com
doencga coronariana conhecida. O risco para eventos cirdrgicos no trato biliar entre as
participantes deste estudo, foi minimo, em torno de 0,5% por ano, em um seguimento médio de

4.1 anos.
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2.3- Receptores de progesterona e estrogénio no carcinoma de

vesicula biliar

Estudo realizado por Singletary et al.' em 1986 identificou pela primeira vez a presenca
de receptores estrogénicos (RE) e progesterdénicos (RP) em vesiculas biliares humanas. Este
autor utilizou técnica bioquimica (avalia a presenca de RE e RP indiretamente, através da
dosagem de citosol) a partir da congelacao de fragmentos de tecido de vesiculas obtidas de
colecistectomia por colelitiase ou de vesiculas normais retiradas de figados transplantados. A
presenca de RP na parede da vesicula de 60% dos pacientes foi relatada por Daignault et al.?
em 1988, em estudo de 42 pacientes submetidos a colecistectomia por colelitiase.

Em 1989 Nakamura et al.”®, através de técnica imunoistoquimica (utilizando imuno-
histokits), identificaram RE e RP em 52.4% e 0%, respectivamente, nas células tumorais de 21
pacientes portadores de cancer de vesicula.

Em 1990, Yamamoto et al."?! testaram a presenca de RE em 189 pacientes portadores
de diversas afecc¢des da vesicula biliar, apresentando resultados positivos em 19% dos casos
de colelitiase, 33% em pdlipos epiteliais, 53,8% dos adenomas e 22,8% dos 114 portadores de
neoplasia maligna deste 6rgdo. Nos casos positivos, estes receptores foram identificados em
numero pequeno de células (nucleos). Nao houve diferenca na presenca de RE no que se
refere ao sexo, ndo havendo também, relacdo entre a sobrevida dos pacientes com doenca
maligna e a positividade ou negatividade dos RE. Entretanto, estes autores ndo relatam a
utilizacdo da solugdo com H,O, e metanol no preparo dos tecidos, antes da utilizacido do
anticorpo primario. Esta solucéo € utilizada para bloqueio da peroxidase enddégena presente
nos tecidos, sendo fundamental para o controle da especificidade da técnica, garantindo a
auséncia de resultados falso-positivos'®.

Messa et al.”> em 1990 também demonstraram a presenca de RE e RP em vesiculas
humanas, com a mesma técnica bioquimica utilizada por Singletary et al.’®, sugerindo que os
horménios sexuais atuam na motilidade da vesicula biliar por modulacdo da afinidade dos

receptores da vesicula ao carbacol e colecistoquinina. Chen et al."* em 1991, em estudo piloto
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detectaram, através de técnica bioquimica, positividade dos RE em 3 dos 4 pacientes
portadores de colelitiase estudados e RP foram negativos em todos os casos.

Ranelletti et al.® também no ano de 1991, ainda com técnica bioquimica, avaliaram 50
casos de vesiculas de portadores de colelitiase e demonstraram positividade de RE em 19%
dos homens e 69% das mulheres. RP estavam presentes em propor¢gées similares em
vesiculas de homens (72,2%) e mulheres (86%), relatando haver correlagdo positiva entre a
presenca de RE e RP, e que mesmo na auséncia de RE, a vesicula de homens expressam RP
em niveis similares aqueles observados em mulheres.

Ao contrario dos demais autores, Ko et al.®® em 1995, usando técnica imunoistoquimica
(IHQ), detectaram 88% de negatividade em relacéo a presenca de RE em 25 espécimes de
CaVB, obtidas de casos de arquivo (blocos de parafina), sendo que os demais (12%) foram
fracamente positivos, no que se refere a quantidade de nucleos corados. Segundo este autor,
esta baixa positividade em relagcdo aos achados dos demais autores se deve a melhor
metodologia da técnica IHQ utilizada por ele. Diferente dos demais estudos, incluiram um pré-
tratamento do tecido com pronase, que expde (“‘desmascara”) melhor os RE antigénicos.
Destacam ainda, que os estudos prévios de RE, em pecgas de arquivo (blocos de parafina),
utilizando “histokits” (kit imunoistoquimico), demonstram a presenca de RE indiretamente,
através da detecgdo de estradiol por IHQ, como realizado no trabalho de Nakamura’®. Embora
esta técnica ja tenham sido considerada como padrao no passado, hoje é vista com pouca
especificidade, em virtude do inaceitavel nUmero de falso-positivos associados ao método.

Malik et al.®” em 1998, avaliaram através de técnica IHQ (universal immunoperoxidase
staining kit) 30 espécimes provenientes de colecistectomias ou pungbes aspirativas de
massas tumorais da vesicula de pacientes portadores de adenocarcinoma deste 6rgdo. Dezoito
pacientes (60%) apresentaram RE positivos no tecido maligno, ndo havendo qualquer
correlagcédo entre a presenca de calculos, grau histolégico ou sobrevida e positividade destes
receptores. Bhaskaran® em estudo realizado na india no ano de 2000 observou melhor indice

de sobrevida em pacientes portadores de CaVB que apresentavam RP positivos e uma
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analise multivariada destes pacientes mostrou que a expressao do RP foi um importante fator
prognéstico independente.

De fato, uma revisdo minuciosa da literatura ndo mostra estudos clinicos usando
tamoxifen ou outra forma de manipulacdo hormonal® que possa ratificar a presenca destes
receptores e de sua significAncia como ocorre na neoplasia mamaria e, embora parega haver
consisténcia entre os varios tipos de deteccao e testes para estes receptores, estes resultados

devem ser analisados com parciménia (fig. 1).
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2.4 - Proteina p53 no cancer de vesicula biliar

As evidéncias encontradas de que a mutacdo do gene p53 esta entre as alteragdes

genéticas mais freqlientes entre as neoplasias malignas humanas''®'"

motivaram pesquisas
em diversas neoplasias, sendo que em 1993, Kamel et al.*® publicaram estudo evidenciando a
presenca de expressao da proteina p53 no CaVB. Estes autores, usando técnica
imunistoquimica com anticorpos policlonais, avaliaram a presenga desta proteina em 30 casos
de CaVB, 8 casos de displasia de vesicula e 1 caso de carcinoma in situ, além de 4 casos de
colecistite crénica. Dos 30 casos avaliados, 47% (14 casos) apresentavam positividade além de
2 das 8 displasias. Nenhum dos casos de colecistite crénica apresentaram positividade para a
proteina p53. A partir destes resultados estes autores sugeriram ser a mutagdo do gene p53
um evento precoce no desenvolvimento do CaVB, uma vez que este evidenciou positividade
em alguns casos de displasias. Entretanto o nimero de casos avaliados foi pequeno.

Deve se salientar que os testes disponiveis para identificacdo de anticorpos em tecidos
embebidos em parafina sao incapazes de diferenciar entre a proteina p53 normal e a proteina
p53 produzida pelo gene mutante e é provavel que expressdo da proteina alterada ou do
complexo estavel, incluindo a proteina normal, possam ser imunoistoquimicamente
detectaveis, particularmente com técnicas mais sensiveis''®. Por esta razdo, muitos autores
utilizam o termo superexpressao (“overexpression”) para referir-se ao acumulo de proteina
p53 detectavel por imunoistoquimica, sem se referir ao mecanismo pelo qual o acumulo ocorre.

Ja em 1984, Albores-Saavedra et al®. relataram que adenocarcinomas bem diferenciados
de vesicula biliar, incluindo o tipo papilar, exibem varias anormalidades morfolégicas que
variam desde minima atipia nuclear até grandes anaplasias. Seguindo esta mesma linha de

investigacdo, em 1995, Oohashi et al.®

observaram que 55% dos adenocarcinomas
intramucosos de vesicula iniciavam com atipia celular de baixo grau e que, a maioria deles
desenvolvia atipia de alto grau durante a progressao do tumor. Neste estudo, em avaliagdo da

expressao da proteina p53 em 41 adenocarcinomas bem diferenciados de vesicula, 6 casos de
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colecistite aguda e 23 casos de colecistite cronica, constataram que esta proteina ocorria como
um evento precoce em 70% destes tumores e esta alteragdo era mantida durante a progressao

de tumor intramucoso para carcinoma invasivo. Além disso, propuseram, como Hall et al.*°

que
a proteina p53 possa ser utilizada para distinguir entre tumores benignos e malignos, porém
especificamente para a neoplasia de vesicula biliar, uma vez que nao observaram positividade
em vesiculas tumorais.

Wistuba et al.'"” em 1995 demonstraram que a perda da heterozigosidade do alelo pode
ser observada previamente a mutacdo do gene p53 em lesdes pré-neoplasicas € no carcinoma
de vesicula.

Roa et al.”

em 1996, observaram uma relagao direta entre o grau de diferenciagcao do
tumor primario e o nivel de infiltragao na parede da vesicula. Relatam que tumores que infiltram
apenas as camadas muscular e mucosa da vesicula sdo, usualmente, bem diferenciados nao
tendo, praticamente, observado tumores pouco diferenciados neste grupo. Em novo estudo
publicado por este mesmo autor”> em 1997, relata encontrar uma relagdo significante entre o
nivel de infiltragdo na parede da vesicula e a expressdo da proteina p53. Nesta ultima
publicagdo®, Roa et al. avaliaram a expressdo do gene p53 imunoistoquimicamente em 191
tumores de vesicula (157 tumores primarios e 34 metastases) e 25 controles, observando
positividade em 86 tumores (45%) e negatividade de todos os controles. A proteina p53 foi
positiva em 23,5% dos carcinomas precoces e 48,2% dos carcinomas avangados com
diferenca estatisticamente significante. A partir destes resultados, estes autores sugeriram ser
este teste util para diferenciagao entre atipia do epitélio da vesicula, como pode ocorrer na

colecistite aguda, e lesdes neoplasicas. Ao contrario dos demais autores®®'"’

, na observagao
de Roa et al, a expressao desta proteina pode corresponder a um evento tardio na oncogénese
do CaVB. Entretanto, deve-se observar que o numero de vesiculas sem acometimento
neoplasico é pequeno (25 colecistites crénicas), assim como o numero de casos de tumor
precoce (24 casos).

Ajiki et al'. (1996) analisaram 48 casos de CaVB, com detecgdo de p53 em 39,6% (19

casos). Nao houve positividade nos 7 casos de adenoma e 11 displasias avaliadas. Além
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disso, relataram haver correlacdo entre CaVB sem calculos e positividade do p53, a partir da
observacgao de superexpressao da proteina p53 em 10 dos 17 casos de CaVB sem calculos e
em 9 dos 31 casos de neoplasia associados a colelitiase. Este fato sugere, segundo estes
autores, a possivel existéncia de diferentes caminhos da carcinogénese da vesicula,

influenciada ou ndo pela presenca de calculos. Muto et al.”

em 1985 sugeriram a existéncia de
padrbes histologicos diferentes para a neoplasia de vesicula associada ou ndo a calculos,
porém estes achados nao foram confirmados por outros autores.

Teh et al.”® em 1994, observaram imunorreatividade da proteina p53 diferente no CaVB
€ no carcinoma de via biliar extra-hepatica (com diferenga estatisticamente significante, embora
com pequena amostra - 24 casos - no primeiro grupo), sugerindo que estes possam ser
distintos tumores com diferentes etiologias e diferentes mecanismos patogénicos. Estes
autores avaliaram 24 casos de CaVB com 92% de positividade, sendo 50% destes, fortemente
positivos. Dos 36 casos de neoplasia de via biliar extra-hepatica, apenas 34% foram
fortemente positivos. Este fato € ilustrado por situagcédo peculiar que ocorre no adenocarcinoma
de pulm@o em que a expressao da proteina p53 esta relacionada com a exposigdo ao tabaco,

sendo limitada apenas aos pacientes com histéria de fumo'®

. A exposicido ao benzopireno, um
potente mutageno e carcindbgeno encontrado no fumo do cigarro, produz mutacdo em ftrés
cédons especificos do gene p53. Assim, o exame do tipo de mutacdo em p53 visto em um
tumor pode fornecer indicios para a identificagdo de agente causador da carcinogénese.

Washington et al."™® (1996) observaram a superexpressao desta proteina em 58% dos 12
casos estudados, ndo observando correlacdo entre estes resultados e a sobrevida dos
pacientes.

ltoi et al.*® (1997) estudando 33 casos de CaVB observaram 69,6% (23 casos) de
positividade do p53, sendo, a positividade, similar em casos de carcinoma intramucoso ou
invasivo.

Yanagisawa et al."®® (2000) avaliaram, em 108 pecas de colecistectomia por colecistite

cronica e 54 vesiculas com CaVB, a proliferagao celular, apoptose e a expressado de p53 e

p21, em relagdo ao grau do processo inflamatério cronico. Estes autores observaram diferenca
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estatisticamente significante (p<0,0001) na média de idade entre os dois grupos de pacientes,
sendo de 57,1 anos, nos portadores de colecistite crénica e 66,6 anos nos casos de CaVB.
Baseado nestes dados, estes autores sugerem que a diferenca na média de idade destes
pacientes, no momento da intervengao cirurgica, possa explicar as possiveis modificagées no
epitélio vesicular desencadeadas pelo continuo processo inflamatério crénico que ocorre na
colecistite (ao longo do tempo). Além disso, observaram a presenga de expressao da proteina
p53, com elevada freqliéncia, na colecistite crbnica com intenso processo inflamatério, porém
com um padrdo esporadico. Este padrdao difere completamente daquele identificado na
neoplasia maligna, onde o padrdao de reatividade imunoistoquimica & difuso ou em uma
porcentagem pequena de casos pode ser focal. Concluem, a partir destas observagdes, que na
mucosa da vesicula em que ocorre o processo inflamatério crénico, ha um aumento da
renovacgao celular (“turnover”), sendo as células danificadas eliminadas por apoptose, e
embora o dano do DNA devido a colecistite crénica ndo seja diretamente identificado, o achado
de elevada expressao de p53 e p21 sugerem que a injuria possa ocorrer freqientemente nesta
patologia, podendo estar envolvida na oncogénese vesicular.

Estas mesmas observacdes também foram relatadas por Oohashi et al.®

que
observaram expresséo da proteina p53 nos 6 casos de colecistite aguda estudados e em 5 de
23 colecistites crénicas, também com padrao de imunorreatividade esporadico.

Misra et al.”® (2000) avaliando 20 casos de CaVB, relataram 70% de imunorreatividade
para proteina p53 (14de 20 casos) e observaram significativa correlacido entre o CaVB
associado com calculos e a superexpressao de proteina p53 (apenas 1 caso negativo do total
de 12) comparado ao CaVB sem esta associacdo (5 casos com p53 negativo de 7 sem
calculos).

Kamel et al.>®> também relataram que os casos de CaVB que apresentavam positividade
da proteina p53 eram, em sua maioria, acompanhados de calculos, embora esta associagao
nao fosse estatisticamente significante (apenas 30 casos estudados). Da mesma forma, Teh et

al.® sugerem que a diferente imunorreatividade do p53 no CaVB associado a colelitiase (92%
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de positividade) e o carcinoma de via biliar ndo associado a presenca de célculos (66% de
positividade), poderia explicar seus diferentes mecanismos patogénicos.

Quan et al.¥’

, em 2001, avaliaram a presenca do gene mutante p53 por técnica IHQ, em
24 casos de carcinoma de vesicula biliar, 20 adenomas e 18 colecistites crénicas, verificando
presenca de maior expressao da proteina p53 nas lesbes malignas (63,5%), quando
comparada as demais lesdes, sendo 25% nos adenomas e 16,7% nas colecistites crbnicas,
sugerindo que este gene esteja correlacionado com a progressao do CaVB, podendo estimar

progndstico. Estes autores, assim como Yanagisawa et al.'®®

, observaram um padrao
esporadico na imunorreatividade do p53 nos casos de colecistite crénica e sugerem, também,
um provavel envolvimento do processo inflamatorio crénico na carcinogénese do CaVB.

Kim et al.%®

em 2001 avaliaram a expressdo do P53 em afecgdes da vesicula biliar
comparando com fatores progndsticos e observaram 67,6% de positividade (48 de 71 casos)
em CaVB e negatividade nos demais casos (20 adenomas e 02 displasias), além de observar
também negatividade na mucosa normal destes mesmos casos de CaVB. Para estes autores,
a expressao desta proteina esta fortemente associada a progressao tumoral na neoplasia da
vesicula biliar. No entanto, ndo observaram associacido entre a imunorreatividade da proteina
p53 e a sobrevida destes pacientes, identificando periodo médio de sobrevida semelhante nos
pacientes com proteina p53 positiva ou negativa (34 e 35 meses, respectivamente).

Estas discrepancias, em relagdo a detecgdo da proteina p53, podem ser devidas a
diferencas entre os anti-corpos para p53 utilizados nestes estudos, como foi analisado
1°%.

|20 |35

minuciosamente por Kim et a Kamel et al™ e Ajiki et al™ utilizaram anti-corpo policlonal
CM1 e apresentaram menor imunorreatividade que os demais autores que utilizaram anti-
corpos monoclonais D07 e Pab1801, que reconhecem epitopos diferentes daqueles
reconhecidos pelo CM1.

Ao contrario dos resultados expostos por Roa et al.?? e Kim et al.’®, Ajiki et al.’
observaram que a alteracdo do gene p53 pode desempenhar papel crucial na carcinogénese
do CaVB, mas nao esta relacionada a progressao tumoral ou a disseminagdo metastatica,

concluindo n&o haver relagao entre a imunorreatividade da proteina p53 e o prognéstico deste
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pacientes.

Atualmente, a hipétese proposta para esta associagao entre a presenca de colelitiase e o
CaVB é que a nivel molecular, o processo inflamatério crénico desencadeado pela presenca
dos calculos, possa determinar, ao longo do tempo, a ocorréncia de uma mutagédo alelo-
especifica, ou seja, perda da heterozigosidade do gene p53 e superexpressdo da proteina p53
mutante (inativa)'®’. A partir desta mutagdo considera-se que possa resultar a transformagao
maligna da mucosa da vesicula .

Experimentos laboratoriais recentes tém demonstrado que a inser¢do de um gene p53
normal em células tumorais pode resultar em uma diminuigao significativa da génese tumoral.
Isto sugere que a inser¢céo de p53 normal em tumores de pacientes portadores de neoplasias
que demonstram esta mutacao, utilizando abordagem de terapia génica, pode, a principio,

tornar-se uma opgéo de tratamento®.
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3- OBJETIVOS

3.1 - OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar a expressado da proteina p53 e a presenca de receptores de estrogénio e
progesterona em espécimes cirurgicos de vesiculas normais, vesiculas de portadores de
colelitiase e nas células tumorais de pacientes portadores de neoplasia maligna de vesicula

biliar.

3.2 - OBJETIVOS SECUNDARIOS

Avaliar a presenca de p53 nos diferente tipos e graus histolégicos do carcinoma de

vesicula biliar e sua relagdo com o prognéstico e tempo de sobrevida destes pacientes.
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The value of p53 protein expression in gallbladder carcinoma:

Analysis of 60 cases.

Andréa Oxley da Rocha M.D. , Ligia Maria Barbosa Coutinho M.D, PhD. , Jodo Griggoletti
Scholl M.D., Lais Leboutte M.D.
Pathology Department, Fundagdo Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre,

Porto Alegre, Brazil.

ABSTRACT

Background/aims: few studies, with small samples and diverging results, have been
performed to evaluate the p53 protein expression in gallbladder carcinoma and its relationship
to different clinico-pathological parameters. Based on these facts, we performed a study for the
purpose of assessing p53 expression in this disease and its association to prognostic factors.

Material and methods: sample of 141 gallbladders, with 60 cases of carcinoma, 62
cholelithiasis and 19 without gallstones were assessed to evaluate immunohistochemically the
expression of p53 protein, and correlates the p53 expression with prognosis, survival and other
clinicopathological parameters in the cases of gallbladder cancer.

Results: p53 expression was positive in 58.3% of carcinomas of the gallbladder, 9.7% of
the chronic cholecystitis and 10.5% of the gallbladders not associated to stones. In cases of
carcinoma of the gallbladder no association was found between p53 protein overexpression and
the prognostic factors, histological type or grade, presence of gallstones and survival.

Conclusion: the mutation of gene p53 is involved in the pathogenesis of carcinoma of the
gallbladder, and the intense chronic inflammatory process associated or not with cholelithiasis,
appears to be one of the factors involved in the genesis of this process. Our data does not show
an association between p53 protein expression and patient’s survival prognosis.

Key words: gallbladder, gallbladder cancer, immunohistochemical, p53

Abbreviations: GCa = gallbladder cancer
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INTRODUCTION

Gallbladder cancer is considered an infrequent disease, and even today still associated
with a rapidly lethal course. Despite the great progress achieved in the treatment of malignant
tumors of the digestive tract, gallbladder carcinoma (GCa) is still an exception. The prognosis of
this tumor is poor and, in most series, presents a 5-year survival rate of at most 5%, since less
than 10% of the patients have a resectable tumor at the time of diagnosis, and mean survival is
less than 6 months™™.

Despite the low frequency, this neoplasm represents 0.76% to 1.2% of all carcinomas”®,
and is 5th among the neoplasms of the digestive tract®’, with an average of 3% 8. Furthermore,
GCa is the most common malignant tumor of the biliary tract, corresponding to approximately 1

10,11

to 3% of the cholecystectomy specimens”®. Brazilian series confirm these data, and Ziliotto

|'12

et al.'“ reported an incidence of 1.02% of GCa as an incidental finding in 885 cholecystectomies

performed for cholecystitis.

d *"3 and it is most

The rate of gallbladder carcinoma varies widely throughout the worl
frequent in a few countries in Latin America and India. In Chile, this disease is the third main
cause of death as compared to all neoplasms, and the second among the digestive tract
tumors, corresponding to a high rate of 13 per 100,000 inhabitants. In India it occurs in
approximately 4.5 per 100,000 inhabitants in the male population, reaching levels of 10.1
among women in the north of that country. High rates are also reported in Israel, Poland,
Mexico and Bolivia. In the United States, this is a rare neoplasm, with a rate of 1.1 per 100,000
inhabitants for males and 2.2 for females **>'*'6. In Porto Alegre, Brazil, it accounts for 3.09
deaths per 100.000 inhabitants”.

Currently, it has already been established in the literature that invasive carcinoma of the
gallbladder is preceded by pre-malignant lesion -- dysplasia and carcinoma in situ -- and this

fact supplies a good model for the study of genetic anomalies and the progression of

neoplasms'®. These epithelial abnormalities have been well characterized as a continuum of
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cytological modifications, reflecting gene changes that are important in the pathogenesis of this
neoplasm'. However, despite recent advances in the molecular carcinogenesis of several
malignant neoplasms, the pathogenic mechanism involved in the progression of a premalignant
lesion to invasive carcinoma of the gallbladder has not yet been fully explained.

Cancer in general results in multiple gene changes, and often various genetic
rearrangements occur which may activate or inactivate genes. Several studies??? have shown
that p53 gene abnormalities are involved in the genesis of approximately 50% of the malignant
neoplasms®. The p53 gene is located on the short arm of chromosome 17, and acts as a
inhibitor of cell proliferation'. This gene may be altered by various mutations that occur at
several sites of its extension. For this reason, many mutagenic agents may lead to its
modification. The mutation of a p53 gene allele is often accompanied by a deletion of the other
allele, resulting in the formation of an inactive protein product ?*. This mutant p53 protein
inactivates the normal p53 protein, causing loss of the tumor suppression function of this gene,
and enabling oncogenic activity. The p53 protein is present in small amounts in normal tissue
cells, since it is metabolically labile, and rapidly degraded in the nucleus and, probably for this
reason, is usually undetectable. The mutant form of this protein has as increased half-life and
can be detected by immunohistochemistry in many tumors'®%. This mutation appears to play an

4 colon®,

important role in the pathogenesis of many malignant neoplasms such as gastric 2
breast®, lung® and esophageal cancer?®, and it is unusual in benign tumors?’.

The correlation of p53 protein expression with the gene mutation in GCa was assessed in
a recent study performed by Itoi et al.?® which showed a 56.5% sensitivity of the p53 mutation,
90% specificity and 1.47 validity. Since the first publication by Kammel et al.?° in 1993 to
evaluate the presence of p53 protein expression immunohistochemically in GCa, there have

been few publications 18,20,21,24,29-38

, with very variable positivity findings (between 36.9 and 95%)
which are conflicting regarding the prognostic value of this mutation.
Therefore, we performed this study to evaluate immunohistochemically the presence of

p53 protein expression in gallbladder carcinomas and studied its relationship with survival and

prognostic factors, using the Nevin classification®* and TNM staging system (American Joint
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Comitte on Cancer 1997)*. In addition, we evaluate the p53 protein expression in non-

neoplastic mucosa of the gallbladder with and without stones.

METHODOLOGY

Surgical specimens from 141 gallbladders were collected from the files in the Department
of Pathology. The specimens included 60 consecutive cases of gallbladder cancer, 62 from
cholecystectomies performed for cholelithiasis and 19 gallbladders without stones, obtained
from cases in which they were resected for other pathologies that did not involve them. The
hospital records of these patients were reviewed to obtain the pertinent clinical information.

Based on the paraffin blocks, the histological diagnosis was once again confirmed in the
cases of neoplasm, and the immunohistochemical technique was performed to identify the p53
protein reactivity in the 3 groups. The technique used was streptoavidin-biotin-peroxidase. The
sections made were deparaffinized in xylol and rehydrated with alcohol. Preliminary treatment is
applied by heating the slides in the microwave in a sodium citrate solution, in order to revert the
effect of fixation in formalin. Endogenous peroxidase activity was blocked by immersing the
slides in a solution with H,O, 0,3% and methanol for 30 min. Then the slides were washed twice
with a phosphate-buffered solution (PBS), at 4°C for 20 min and then in normal saline solution
for 20 min. Next the sections are covered with primary monoclonal antibody anti-protein p53
produced in rats (Dako Corporation, D0-7) at a 1:500 concentration, and remain in the
refrigerator during the night. After another washing with PBS, the sections were incubated with
secondary antibody anti-immunoglobulin of rats for 30 min and then in a streptoavidine-biotine-
peroxidase complex for 30 min at a 1:200 dilution and then washed with PBS. The antigen-
antibody connection was visualized with DAB (diamine benzidine-tetrachloride) and counter-
stained with hematoxylin. As positive control we used sections of breast tumor (previously
confirmed as positive for p53) and as negative control, slides of this same tumor using saline

solution instead of primary antibody.
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To analyze p53 reactivity, we considered positive only those cases in which there was
an unequivocal homogeneous brown staining of the nucleus of the gallbladder epithelium or of
the tumor. The evaluation used was the same proposed by Teh?', based on the amount of
nuclei stained in the slides examined, and it was divided into three categories: less than 10%,
10% to 50% and over 50% of the tumor cell nuclei stained. The intensity of staining was also
divided into categories of mild/moderate and intense. The case was considered positive only
when there was intense staining of over 10% of the nuclei cells or moderate staining of over
50% of the cells.

The evaluation of the relationship between the p53 protein expression and the prognosis
of this neoplasm was performed using the prognostic factors validated by Henson® in 1992, with
the Nevin classification® (1976) and the TNM staging system® to assess the stage of the
disease, besides the study of grade and histological type of the lesions. For purposes of
statistical analysis we divided the GCa cases in two categories: early (Nevin stages | and Il)
and advanced (Nevin stages IlI, IV and V), according to the criteria of Sato et al*'.

The statistical analysis used to assess the association between the clinic-pathological

parameters and p53 reactivity was the Chi-square test and Fisher's exact test. The analysis of

survival was performed using the Kaplan-Meier curve.
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RESULTS

In the 60 cases studied, the mean age was 62 years, and 86.7% of the patients
presented for diagnosis over the age of 50. There was no statistically significant difference in
mean age between patients with cholelithiasis (mean age 59.7) and those with neoplasm.
Eighty-six percent (52) of the patients with GCa were female.

The presence of p53 reactivity occurred in 58.3% (35) of the cases of GCa, 9.7% (6) of
the cases without cholelithiasis and 10.5% (2) cases of gallbladder cholelithiasis. Gallstones
were found in 83.3% of the patients with GCa (52 patients), but no statistically significant
difference was found as to the positivity of p53 in the absence or presence of gallstones, in
patients with this neoplasm (fig.1). All the results of the clinic-pathological parameters assessed
can be seen in table 1.

As to histological type, 53 (88.3%) were adenocarcinomas, 6 (10%) adenosquamous
carcinomas and 1 (1.7%) undifferentiated. Reactivity for p53 was positive in 58.55% of the
adenocarcinomas, 50% of the adenosquamous ones and the undifferentiated tumor also
presented an expression of this protein.

Thirty-seven per cent of the cases considered early (Nevin classification) presented p53
protein expression and 61.5% of the invasive carcinoma and there was no statistically
significant difference between these two groups. Similarly, in the TNM staging system there was
no significance in the differences found in the early cases (stage | and Il) and advanced disease
(stage lll and IV) to the expression of the p53 protein. The same can be observed in relation to
histological grade and the other clinic-pathological parameters (table 1).

Since these were cases from the files, survival could only be evaluated for 42 patients
(70%). The mean survival of patients with GCa was 9.9 months (standard error 2.56) and
median 3.97months. No association was found between p53 protein expression and the time of

survival of these patients (fig.2).



62

DISCUSSION

Besides the difficulty in recognizing the factors involved in the genesis of gallbladder
carcinoma, the unspecific clinical presentation itself makes it difficult to early diagnose this
disease. Although the carcinoma of the gallbladder is the most common biliary tract malignancy,
it is always diagnosed at advanced stages'**?. These facts have led to a constant attempt to
understand the carcinogenesis of this neoplasm, which is not yet clear.

Few studies'8?0-21.24,29-38

were performed to assess the expression of p53 protein in
GCa, and there is a conflict in the results, both as to its positivity, and as to the association
between immunoreactivity and prognosis of this neoplasm, a fact that is considered due partly
to the small samples associated with the low frequency of this neoplasm. Furthermore, the
discrepancies observed as to p53 positivity may also be related to the different antibodies used
in the studies. Kamel et al?® and Ajiki et al*®> used polyclonal CM1 antibody and presented less
immunoreactivity than most authors who used monoclonal D07 and Pab1801 antibody, which
recognizes epitopes that are different from those recognized by CM1. These differences may be
observed in table 2.

Although we observed a difference in the mean age of cholelithiasis patients (59.7 years)
and patients with GCa (62 years), there was no statistical difference, to the contrary of findings
published in a recent study performed by Yanagisawa et al**, who found means of 57.1 and
66.6 years, respectively, suggesting that this difference in age among the patients (at the time
of surgery) could account for the possible modifications in the gallbladder epithelium triggered
by the chronic inflammatory process that occurs over time in cholecystitis, and which may give
rise to the neoplasm.

Our data, in a sample of 60 cases of the gallbladder cancer, showed that there was no
association between the p53 protein expression and the presence or absent of gallstones (table
1). Recently, Misra et al*’, evaluating 20 cases of GCa reported 70% of immunoreactivity for the

p53 protein, observing a significant correlation between GCa associated with gallstones and
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overexpression of p53. An inverse relationship was observed by Ajiki et al*® in 48 cases studied,
suggesting an association between GCa without gallstones and the mutation of the p53 gene,
implying different pathways to the carcinogenesis of this neoplasm, whether this is or not

1?° evaluated 30 cases of GCa and did not

influenced by the stimuli of the gallstones. Kamel et a
observe a statistical significance in the difference found in the presence or absence of stones.

It should be pointed out that the cases of p53 protein positivity that we observed in the
group of cholelithiasis patients in all cases (6) corresponded to acute cholecystitis (fig.1).
Among the gallbladders without stones (2), both were associated to a chronic inflammatory
process of the gallbladder as a result of obstruction of the main bile duct, in one case due to
chronic pancreatitis and in the other because of gastric neoplasm invasion. Similarly to our

12 observed the expression of

observations, on the contrary of the other authors, Oohashi et a
p53 protein in the 6 cases of acute cholecystitis studied, and in 5 of 23 chronic cholecystitis, but
with a sporadic immunoreactivity pattern, completely different from the one observed in the

GCa, which mostly presented a diffuse or sometimes focal pattern. Yanagisawa et al*?

studying
108 gallbladders from cholecystectomies due to cholecystitis, observed the expression of this
protein in the mucous membrane of gallbladders with severe chronic cholecystitis, with the
same sporadic pattern, and found that this process is associated with increased cell renewal,
the damaged cells being eliminated by apoptosis, and concluded that, although the damage to
DNA due to chronic cholecystitis has not yet been fully explained, the finding of high p53 protein
expression suggests that genome injury may often occur in the epithelial cells in chronic
cholecystitis. This fact, associated with proliferation, may contribute to carcinogenesis, although
unknown co-factors require identification.

We did not observe an association between the immunoreactivity of p53 and the
prognostic indexes assessed (table 1), which suggests that the expression of this protein is not
related to tumor progression or to metastatic dissemination, similar to the observations by Ajiki

et al*® (in 48 patients). However, Roa et al** reported 45% of positivity of p53 in 191 carcinomas

of the gallbladder, all of the controls (25 chronic cholecystitis) being negative, greater positivity
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being observed in the invasive carcinomas (122) than in the early lesions (24), but due to the
small number of early lesions, these data must be assessed very sparingly.

We also did not observe an association between time of survival in patients with absence
or presence of p53 immunoreactivity, which agrees with the findings of Kim* and Ajiki®.

Statistically significant differences were not found in the analyzed parameters. Although
the differences observed are magnificent ( for instance in the Nevin classification: 38% Vs 62%),
they could be considered not significant as to the statistic view, due to small sample (few case
numbers of early cancer) what can lead to a low statistic power.

The high rate of patients with a late diagnosis together with the short survival observed in
these patients, shows the advantage of early detection of this carcinoma and, certainly, the
study of the risk factors still appears to be the most accessible information available to identify
the patients with a potential risk for developing this neoplasm, although primary prevention for
gallbladder carcinoma is not expected in the near future**. The histological type and grade are
useful prognostic factors, but the stage of the disease is probably the most reliable prognostic
factor according to most authors®*°. Patients in whom the tumor is confined to the gallbladder at
the time of diagnosis have a better prognosis than those in whom the tumor has propagated to
the liver or regional lymph nodes. The best results in terms of survival have been observed in
patients with carcinoma in situ or early carcinoma whose diagnosis is performed in specimens
removed due to cholelithiasis®.

Despite the diverging observations, there appears to be a consensus that the mutation of
the p53 gene could play a crucial role in the carcinogenesis of GCa, but, based on our
observations and the broad review of the pertinent literature, there really appears to be no
association with sex, age, histological grade and type and prognostic factors.

Currently, the hypothesis proposed for the association between the presence of
cholelithiasis and GCa is that at the molecular level, the chronic inflammatory process triggered
by the presence of the stones may determine, over time, the occurrence of an allele-specific
mutation, i.e., loss of heterozygosity of gene p53, and overexpression of the mutant p53 protein

(inactive)*. Based on this mutation, it is considered that a malignant change in the gallbladder



65

mucosa may result. However, in the absence of gallstones it should be assumed that the other
factors that could trigger this mutation might exist, suggesting the occurrence of different
mechanisms involved in its pathogenesis. Although this association is plausible and accepted,
the prevention of this neoplasm by prophylactic cholecystectomy in asymptomatic cholelithiasis,
in high risk populations, is still a controversial subject'®.

Recent laboratory experiments*® have shown that the insertion of a normal p53 gene in
tumor cells results in a significant reduction of oncogenesis. This suggests that the insertion of

normal p53 in tumors of patients with p53 mutation using a gene therapy approach may, in

principle, become a possibility of treatment for this neoplasm.
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Figure 1. (A) Gallbladder without stones with chronic inflammatory process showing a sporadic
immunoreactive pattern (immunoperoxidase 20x). (B) Acute cholecystitis with sporadic pattern p53-
positive nuclei (immunoperoxidase 20x). (C) Adjacent area from gallbladder carcinoma showing abrupt
transition between the pS53-positive (dysplastic) epithelium and the non-staining residual normal
gallbladder (immunoperoxidase 20x). (D) Gallbladder carcinoma showing extensive p53 staining: diffuse
pattern (immunoperoxidase 20x).
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Table 1. Association of p53 immunoreactivity with clinical-pathological aspects and prognostic

factors in carcinoma of the gallbladder

Parameter No. of cases No. positive p53 cases (%) value of p

Age 0,70*
<50 years 8 4 (40%)
>50 years 52 31 (59,6%)

Sex 0,44*
Female 52 29 (55,8%)
Male 8 6 (75%)

Association with gallstones 1,0*
Present 50 29 (55,6%)
Absent 10 6 (60%)

Histological grade’ 0,71*
Well differentiated 13 8 (61,5%)
Moderately differentiated 28 15 (53,6%)
Poorly differentiated 12 8 (66,7%)

TNM stage 0,14*
I and II 9 3 (33%)
[l and IV 51 32 (62,7%)

Nevin classification 0,26*
I and Il 8 3 (37,5%)
l, IV and V 52 32 (61,5%)

* Non-significant p values

T referring to the 53 cases of adenocarcinoma
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Table 2. Immunohistochemical studies of p53 in carcinoma of the gall bladder

Author No. cases p53 positivity(%) antibody
Kamel et al*' 1993 30 14 (47%) polyclonal CM1
Teh et al** 1994 24 22 (92%) monoclonal D07
Wee et al*? 1994 24 22 (92%) monoclonal D07
Diamantis et al** 1995 11 8 (72,7%) polyclonal CM1, monoclonal D07
Oohashi et al*® 1995 41 35 (85,4%) monoclonal PAb1801
Wistuba et al™® 1996 52 34 (65,4%) monoclonal Ab-6
Ajiki et al*® 1996 48 19 (39,6%) polyclonal CM1
Washington et al*” 1996 12 7 (58%) monoclonal Ab-2
Fujii et al*® 1996 65 36 (55%) monoclonal D07
Roa et al** 1997 191 86 (45%) monoclonal Ab-6
Itoi et al*® 1997 33 23 (69,6%) monoclonal PAb 1801
Misra et al®® 2000 20 14 (70%) monoclonal D07
Kim et al*' 2001 71 48 (67,6%) monoclonal D07
Quan et al*® 2001 24 15 (65%) monoclonal D07
This study 60 35 (58,3%) monoclonal D07
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CONTROVERSIES ON THE PRESENCE OF ESTROGEN AND PROGESTERONE

RECEPTORS IN GALLBLADDER CARCINOMA
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Leboutte, M.D. , Jodo Grigoletti Scholl. M.D.
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Porto Alegre, Brazil.

ABSTRACT

Background/Aims: Several studies have been performed with small samples and divergent
results, in order to assess the presence of estrogen and progesterone receptors in different
gallbladder disorders, using different methods. Based on these facts we performed a study
using an immunohistochemical technique on a significant sample, to evaluate the presence of
these receptors.

Methods: a sample of 141 gallbladders, with 60 carcinoma, 62 cholelithiasis and 19 cases of
normal gallbladders was evaluated using the immunohistochemical streptoavidin-biotin-
peroxidase technique for the presence of estrogen and progesterone receptors.

Results: estrogen receptors were found in 6.7% of the gallbladder carcinomas, 4.8% of the
gallbladders with cholelithiasis and 15.8% of the normal gallbladders. Progesterone receptors
were observed in 6.7% of the malignant neoplasms of the gallbladder, 6.5% of the gallbladders
with cholelithiasis and 26.3% of the normal gallbladders.

Conclusion: based on our results, we concluded that there is only a small presence of estrogen
and progesterone receptors, and this is similar in the case of gallbladders with carcinoma and
cholelithiasis, then it is possible that cholelithiasis acts as a connection between the action of

these hormones and the malignant neoplasm of the gallbladder.

Key words: gallbladder cancer, receptors, progesterone
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INTRODUCTION

Gallbladder neoplasm is considered a rare disorder, and is still associated with a rapidly
lethal course[1-3]. Despite the great progress achieved recently in treating malignant tumors of
the digestive tract, the carcinoma of the gallbladder (GCa) is still an exception[1]. This tumor
has a poor prognosis and, in most series[1,3,4] it presents a survival rate of at most 5% in 5
years. Less than 10% of the patients present with a resectable tumor at the time of diagnosis,
and the mean survival is less than 6 months[4].

Despite the low frequency, this neoplasm represents 0.7 to 1.2% of all carcinomas[5], and
is the fifth most frequent among digestive tract neoplasms[6,7], with an average of 3%][8].
Moreover, GCa is the most common malignant tumor of the biliary tract, corresponding to
approximately 1 to 3% of the cholecystectomy specimens([7,9]. Brazilian series[10,11] confirm
these data, and Ziliotto et col[12] reported a 1.02% rate of GCa, as an incidental finding in 885
cholecystectomies performed for cholecystitis.

The gallbladder cancer mainly affects aged women, and the rate increases with age: over
90% of the patients are aged over 50 at diagnosis, and it is most frequent between the ages of
70 and 75. The predominance of females over males is shown in the literature[7,8,13-15], but at
proportions ranging from 3:1 to 7:1, and it represents 8.1% of malignant tumors in women.

The high rate of this disorder in women, as well as its frequent association with the
presence of gallstones, also common among women, has given plausibility to the hypothesis
that the gallbladder is sensitive to the action of sex hormones[14]. The presence of sex
hormone (estrogen and progesterone) receptors has been well-documented in neoplasms of
hormone-dependent organs, such as the breast and prostate, and the success achieved by
hormone manipulation in treating these tumors has encouraged the study of the role of these
hormones in GCa, hoping to obtain a new therapeutic alternative to treat this disorder. However,

the very diverging results regarding the presence of these receptors, probably due to using
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small samples and detection methods that are not very specific, did not provide a good answer
to this question.

Singletary et al[16] ,in 1986, showed for the first time the presence of estrogen (ER) and
progesterone (PR) receptors in human gallbladders. From this time on, several studies[6,14,16-
21] were performed to confirm the presence and define the true role of these receptors and,
consequently, of sex hormones in GCa.

Based on these findings, we performed a study to assess the presence of estrogen and

progesterone receptors in a sample of 141 gallbladders.

METHODS

One hundred and forty-one gallbladders were obtained from the files in the department
of pathology, 60 consecutive cases of GCa, 19 normal gallbladders obtained from cases in
which they were resected for other diseases that did not involve them, and 62 from
cholecystectomies performed for cholelithiasis. The hospital records of these patients were
reviewed to obtain the pertinent clinical data.

The histological diagnosis was confirmed again with paraffin embedded neoplasm
specimens, and the immunohistochemical technique was performed to identify the presence of
estrogen and progesterone receptors in the 3 groups. The technique used was streptoavidin-
biotin-peroxidase. The sections were deparaffinized in xylol, and rehydrated with alcohol and
water. Preliminary treatment was performed by heating the slides in the microwave appliance, in
a sodium citrate solution, in order to revert the effect of formalin-fixation. The activity of
endogenous peroxidase was blocked by immersion of the slides in a solution with H,O, 0,3%
and methanol for 30 min. Then the slides were washed twice in a phosphate-buffered solution
(PBS) at 4°C for 20 min, and after this for 30 min in normal saline. Following this, the slides

were covered in primary monoclonal antibody anti-human estrogen receptor from rats (Dako
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Corporation, 1D5) at a 1:100 dilution, and kept in a refrigerator overnight. Similarly, for the
progesterone receptors we used monoclonal antibody anti-human progesterone (Novocastra
Ltda) at a 1:40 dilution. After washing again with PBS, the sections were incubated with
secondary antibody anti-immunoglobulin from rats (Vector Laboratories, BA-2000) 1:600 for 30
min and then in a streptoavidin-biotin-peroxidase complex (Dako corporation) for 30 min and
then washed with PBS. The antigen-antibody connection was visualized with DAB (diamine
benzidine-tetrachloride) and counterstained with hematoxilin. As a positive control we used
breast tumor sections (positive for estrogen and progesterone receptor), and as a negative,
sections of the same tumor using saline solution instead of primary antibody.

In order to analyze receptor positivity we considered positive only the cases in which there
was an unmistakably homogeneous brown staining of the nucleus of the vesicular epithelial cell
or of the tumor. The evaluation used was the same proposed by Teh[22], based on the number
of stained nuclei in the slide examined, divided into three categories: less than 10%, between
10% and 50% and more than 50% of the nuclei of stained cells. Staining intensity was also
divided into moderate and high. The case was considered positive only when there was intense
staining of over 10% of the cells or moderate staining of over 50%.

For statistical analysis, we used the Chi-square test and to analyze survival the Kaplan-

Meier curve.
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RESULTS

The presence of estrogen receptors was observed in 6.7%(4 out of 60) of the gallbladders
with carcinoma, 4.8% (3 out of 62) of the gallbladders with cholelithiasis, and in 15.8% (3 out of
19) of the normal gallbladders and statistically significant difference was not found in the result
among the three groups.

Progesterone receptors were observed in 6.7% (4 out of 60) of the cases of Gca, in 6.5%
(4 out of 62) of the gallbladders with cholelithiasis and 26.3% (5 out of 19) of the normal
gallbladders. Statistically significant difference was observed for this receptor in the normal
gallbladder group when compared to the other two groups (p0,02).

As to histological type, 53 (88,3%) were adenocarcinomas, 6 (10%) adenosquamous
carcinomas and e 1 (1.7%) undifferentiated.

In the cases of gallbladder carcinoma 52 of the 60 patients were female, 51 of the 62 of
the cholelithiasis cases and 11 of the 19 with normal gallbladders. The mean age was similar in
the three groups (58.2 years).

Furthermore, no correlation was observed between the presence of these receptors and
histological type or gender.

Survival could be assessed in 42 patients (70%) out of the 60 patients with GCa. The
mean survival was 9.9 months (standard deviation of 2.56 and confidence intervals of 95%
between 4.96 and 15.01 months), and no correlation was found between the positivity of these

receptors and survival time.
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DISCUSSION

It is reasonable to assume that the effects of steroid hormones on gallbladder cancer may
be great, since this disease has greater predilection for women, and exogenous estrogens have
been associated to the presence of cholelithiasis which, in turn, occurs in 70% to 90% of the
cases of GCa[7,14].

Several studies have assessed the presence of estrogen and progesterone receptors in
GCa, using techniques ranging from biochemical to immunohistochemical, with very variable
results. In 1989 Nakamura et al[18], using a immunohistochemical technique (immuno-histokits)
identified ER and PR in 52.4% and 0% , respectively, in the tumor cells of 21 patients with GCa
In 1990, Yamamoto et al[19] tested the presence of ER in 189 patients with different gallbladder
disorders, presenting positive results in 19% of the cases of cholelithiasis, 33% in epithelial
polyps, 53.8% of the adenomas and 22.8% of the 114 patients with malignant neoplasms of this
organ. However, this author did not use a H,O, and methanol solution to block the endogenous
peroxidase of the tissues, which was essential to ensure method specificity, and to eliminate the
possibility of false-positives. Messa et al[20] used the same biochemical technique used by
Singletary et al[16] which evaluates the presence of PR and ER indirectly, by cytosol detection.
Chen et al[14] in 1991, as well as Ranelletti et al[23], the same year, who also used a
biochemical technique to detect positivity in the ER and PR of cholelithiasis patients at variable
percentages. Malik et al[24] in 1998 (using a immunohistochemical kit, evaluated 30 gallbladder
carcinomas, and 18 patients (60%) presented positive ER in the malignant tissue.

On the contrary of the other authors, Ko et al[21] in 1995, using a immunohistochemical
technique, detected 88% negativity as to the presence of ER in 25 specimens of GCa obtained
from paraffin blocks, the others (12%) having been weakly positive. This low positivity, as
compared with the findings of the other authors, is probably due to the different technique used
to identify the receptors. These authors included a pre-treatment of the tissue with pronase,

which appears to provide a better exposure (‘unmask”) of the antigen ER.
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It should also be stressed that other studies, such as the one performed by Malik et al[24]
and Nakamura et al[18], to assess the presence of ER, used immunohistokits that demonstrate
the presence of these receptors indirectly through the immunohistochemical detection of
estradiol bound to the ER. Although this technique was formerly considered standard, currently
it is considered only weakly specific, due to the unacceptable number of false-positives
associated to the method. The method used by Yamamoto et al[19] was similar to the
immunohistochemical technique used by Ko et al[21], with a monoclonal antibody, but during
pre-treatment with enzymes, the former used trypsin, while the latter used pronase. Cheng et
al[25] compared the two methods and showed that pronase was superior to trypsin due to the
better “unmasking” of the antigenic ER and PR present in the cell nucleus, conferring greater
sensitivity on this method.

As in Ko et al[21], in our study we observed small number of bladders with estrogen and
progesterone receptors, both in the gallbladders with tumor and in those with cholelithiasis. We
used a immunohistochemical technique of avidin-biotin-peroxidase, with antigen recovery (pre-
treatment) by heating in a microwave appliance, increasing the exposure of antigenic sites
(epitopes) which are not exposed (masked) in paraffin-treated tissues, this being the pre-
treatment method that provides the best result, as compared to other methods, including the
enzymatic one (with trypsin or pronase)[26].

In 2002, Gallus et al[27] published a case-control study in which they assessed the
relationship between post-menopausal hormone replacement therapy and GCa and observed
that 16% of the patients with neoplasm had hormone replacement therapy, while only 6% did in
the control group[28]. Several studies, in vitro[29,30] and in humans[31,32] have proved that
progesterone influences gallbladder motility, retarding its emptying, and also changing the
composition of bile by increasing the cholesterol level, rendering it more lithogenic, although
there are complex interactions between local factors and neural and hormonal control
mechanisms which interfere in gallbladder dynamics[14,16,20,23,33]. Progesterone also shows
its influence on these mechanisms, since in pregnancy, when the levels of this hormone are

markedly raised, the fasting gallbladder volume is rising and the ejection fraction in response to
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the post-alimentary test is lower[29,30,34,35]. However, these studies do not identify the action
mechanism of this hormone, and it is still a matter of controversy whether it acts directly through
the specific receptors that are present in the gallbladder.

Based on the results obtained in this study, using the appropriate histochemical
technique, we concluded that the gallbladders of patients with malignant neoplasms did not
present receptor positivity different from that found in those with cholelithiasis. Furthermore, the
number of positive cases, both for estrogen and progesterone receptors, in these groups, was
very small, suggesting that the hormone action in the gallbladder may not occur by direct
mechanisms.

The statistically significant difference found for the presence of progesterone receptors
among normal gallbladder when compared to those with cholelithiasis and cancer is,
apparently, paradoxical. Concerning the biologic possibilities, it would be acceptable to find a
higher proportion of cases with progesterone receptors in side the cholelithiasis group, where
the effect of this hormone seems to be more evident.

Thus, we believe that neoplasms of the gallbladder are a much more frequent disease in
women, because it is in this sex that cholelithiasis occurs most frequently[7,36,37]. Although
cholelithiasis has been clearly established in literature as a risk factor for GCa, the pathogenic
mechanism by which this process occurs has not been completely elucidated [4,6,9]. It is known
that gallstone formation is multifactorial in origin [36], and that the influence of sex hormones,
estrogen and progesterone, is definite, but our observations supply further information for the
hypothesis that the effect of these hormones on the gallbladder is not direct, via specific
receptors. It is possible that cholelithiasis acts as a connection between the action of these
hormones and the malignant neoplasm of the gallbladder.

Recent studies in animals and humans have proposed [29,30,33, 38] that this action may
occur indirectly, through interference in the action of cholecystokinin (CCK) or changing the
contractility of the smooth muscles of the gallbladder, by interfering in the activation of G protein

receptors and, consequently, in the subsequent signal transmitted through the cell membrane.
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In summary,further studies to evaluate the action mechanism of progesterone and

estrogen on the gallbladder will be required to elucidated this effect.
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Figure 1. (A and B) Evidency of progesterone receptors in gallbladder carcinoma

(immunoperixidase, 20 and 40x)
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Valor da expressio da proteina p53 no carcinoma de vesicula biliar:

Analise de 60 casos.
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Lais Leboutte, M.D.
Departamento de Patologia, Fundacao Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto

Alegre, Porto Alegre, Brasil.

RESUMO

BASE TEORICA/OBJETIVO: poucos estudos, com pequenas amostras e resultados
divergentes tém sido realizados para avaliar a expressado da proteina p53 no carcinoma de
vesicula biliar e sua relagdo com diferentes parametros clinico-patolégicos. Baseados nestes
fatos, realizamos um estudo com objetivo de avaliar a expressdo da proteina p53 nesta
afeccao e sua associagdo com fatores prognosticos.

METODOLOGIA: amostra de 141 vesiculas biliares, sendo 60 casos de carcinoma de vesicula,
62 vesiculas de portadores de colelitiase e 19 vesiculas ndo associadas a célculos foram
avaliadas imunoistoquimicamente quanto a expressao da proteina p53. A associagao entre a
imunorreatividade p53 no cancer de vesicula, o progndstico, sobrevida e outros parametros
clinico-patolégicos foram analisados.

RESULTADOS: a expressao p53 foi positiva em 58,3% dos carcinomas de vesicula, 9,7% das
vesiculas com colelitiase e 10,5% das vesiculas ndo associadas a calculos. Nos casos de
carcinoma de vesicula ndo houve associagao estatisticamente significante entre a expressao
desta proteina, os fatores progndsticos, tipo ou grau histolodgico, presenca de calculos e
sobrevida.

CONCLUSAO: a mutacdo do gene p53 estd envolvida na patogénese do carcinoma de

vesicula biliar, e o intenso processo inflamatério crénico associado ou nao a colelitiase, parece
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ser um dos fatores envolvidos na génese deste processo. Ndo parece haver, de acordo com
nossos dados, associagao entre a expressao da proteina p53 e o progndéstico ou sobrevida dos

pacientes portadores desta afecgao.

Palavras-chave: cancer de vesicula, p53, mutagéo.
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INTRODUGAO

A neoplasia de vesicula biliar € considerada uma afeccao pouco freqliente, e ainda
hoje, associada a um curso rapidamente letal. Apesar do grande progresso atingido no
tratamento dos tumores malignos do trato digestivo, o carcinoma de vesicula biliar (CaVB)
persiste sendo uma excegado. O prognéstico deste tumor € pobre e, na maioria das séries,
apresenta taxa de sobrevida de no maximo 5% em 5 anos, ja que menos de 10% dos
pacientes se apresentam com tumor ressecavel no momento do diagndstico, sendo a média
de sobrevida inferior a 6 meses'™.

Apesar da baixa freqléncia, esta neoplasia representa 0,7% a 1,2% de todos os

8

carcinomas®, e ocupa o 5° lugar entre as neoplasias do trato digestivo®”®. Além disso, o

CaVB é o tumor maligno mais comum do trato biliar, correspondendo a aproximadamente 1 a

10,11

3% das pegas de colecistectomia”®. Séries brasileiras confirmam estes dados, tendo Ziliotto

1.2 relatado uma incidéncia de 1,02% de CaVB como achado incidental em 885

et a
colecistectomias realizadas por colecistite.
A incidéncia do carcinoma de vesicula biliar varia amplamente nas diferentes partes do

mundo®”'3

, sendo mais freqiiente em alguns paises da América Latina e india. No Chile esta
afeccdo encontra-se em terceiro lugar como causa de 6bito quando comparada a todas as
neoplasias, sendo a segunda entre os tumores do trato digestivo, correspondendo a uma
elevada incidéncia de 13 por 100.000 habitantes. Na india incide em cerca de 4,5 por 100.000
habitantes na populagdo masculina, atingindo niveis de 10,1 entre as mulheres do norte deste
pais. Altas incidéncias também sio relatadas em Israel, Polénia, México e Bolivia. Nos Estados
Unidos esta € uma neoplasia incomum, com uma incidéncia de 1,1 por 100.000 habitantes para
o sexo masculino e 2,2 para o sexo feminino®>'*'®. Em Porto Alegre, Brasil, é responsavel por
3,09 6bitos por 100.000 habitantes'”.

Atualmente, ja esta estabelecido na literatura que o carcinoma invasivo de vesicula biliar

é precedido por lesbes pré-malignas — displasia e carcinoma in situ — e este fato fornece um

bom modelo para o estudo das anormalidades genéticas e da progressdo neoplasica'®. Estas
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anormalidades epiteliais tém sido bem caracterizadas como um “continuum” de modificagbes
citologicas, refletindo alteragdes génicas importantes na patogénese desta neoplasia'. No
entanto, apesar dos recentes avangos na carcinogénese molecular de varias neoplasias
malignas, o mecanismo patogénico envolvido na progressdao de uma lesao pré-maligna para
carcinoma invasivo de vesicula biliar, ainda ndo esta completamente esclarecido.

O céancer, de maneira geral, resulta de alteragdes génicas multiplas, ocorrendo, com
freqiéncia, rearranjos genéticos variados que podem ativar ou inativar genes. Varios
estudos?®# tém demonstrado que anormalidades do gene p53 estdo envolvidas na génese de
aproximadamente 50% das neoplasias malignas®. O gene p53 se localiza no brago curto do
cromossoma 17, atuando como inibidor da proliferacdo celular'®. Este gene pode ser alterado
por mutacdes variadas que ocorrem em varios locais de sua extensao. Por este motivo, muitos
agentes mutagénicos podem levar a sua modificagcdo. A mutacdo de um alelo do gene p53 é
muitas vezes acompanhada por uma delecdo do outro alelo, resultando na formacgdo de um
produto protéico inativo®*. Esta proteina mutante p53 inativa a proteina p53 normal causando
perda da fungdo de supressdo tumoral deste gene, permitindo a atividade oncogénica. A
proteina p53 esta presente em pequenas quantidades em células de tecidos normais, pois é
metabolicamente labil, sendo rapidamente degradada no nucleo e, provavelmente, por este
motivo é usualmente indetectavel. A forma mutante desta proteina exibe um aumento de sua
meia-vida podendo ser detectada por técnicas imunoistoquimicas em muitos tumores'®®. Esta
mutacdo parece desempenhar um importante papel na patogénese de muitas neoplasias
malignas como o cancer gastrico?*, de célon?®, mama®, pulméo?’ e es6fago®, sendo incomum
em tumores benignos?’.

A correlagéo da expressao da proteina p53 com a mutagdo génica no CaVB foi avaliada
em estudo recente realizado por Itoi et al.*® que demonstrou uma sensibilidade de 56,5% da
mutagao p53, especificidade de 90% e validade de 1.47.

I.ZO

Desde a primeira publicagdo realizada por Kammel et a em 1993 para avaliar

imunoistoquimicamente a presenca de expressdo da proteina p53 no CaVB, poucos
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tém sido feitos, com achados de positividade bastante variaveis (entre
36.9 e 95%) e conflitantes em relagao ao valor progndstico desta mutagao.

Neste sentido, realizamos este estudo para avaliar imunoistoquimicamente a presenca de
expressao da proteina p53 em vesiculas normais, vesiculas com colelitiase e no CaVB. Além
disso avaliamos a associagdo da presenga desta mutagdo com a sobrevida e fatores

prognosticos do CaVB, através da classificacdo de Nevin*® e sistema de estadiamento TNM

(American Joint Comitte on Cancer 1997)*.

METODOLOGIA

Espécimes cirurgicos de 141 vesiculas foram coletadas dos arquivos do departamento
de patologia, sendo 60 casos consecutivos de carcinoma de vesicula biliar, 62 provenientes de
colecistectomias realizadas por colelitiase e 19 vesiculas sem calculos obtidas a partir de casos
em que a mesma foi ressecada por outras patologias que ndo a envolviam. Os prontuarios
hospitalares destes pacientes foram revisados para obtengao de dados clinicos pertinentes.

A partir dos blocos de parafina, o diagndstico histolégico foi novamente confirmado nos
casos de neoplasia, e realizada a técnica imunoistoquimica para identificacdo da reatividade da
proteina p53 nos 3 grupos. A técnica utilizada foi a estreptoavidina-biotina peroxidase. Os
cortes realizados eram desparafinados em xilol e reidratados com etanol e agua. Um
tratamento preliminar foi aplicado por aquecimento das laminas no microondas em solugéo de
citrato de sodio a fim de reverter o efeito de fixacdo pelo formol. A atividade da peroxidase
endogena foi bloqueada por imersao dos cortes em solugdo com H,0, 0,3% e metanol por 30
min. A seguir as laminas foram lavadas duas vezes com solu¢ado tampé&o de fosfato (PBS) a
4°C por 20 min e apds em soro normal por 20 min. Os cortes foram, entdo, cobertos com anti-
corpo primario monoclonal anti-proteina p53 produzido em rato (Dako Corporation, D0O-7) na

concentracdo de 1:500, permanecendo durante a noite em refrigerador. Apds nova lavagem
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com PBS, os cortes foram encubados com anticorpo secundario anti-imunoglobulina de rato
por 30 min e a seguir em complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase por 30 min na diluigdo
de 1:200 e apos lavados com PBS. A ligagdo antigeno-anticorpo foi visualizada com DAB
(diamino benzidine-tetracloreto) e contra-corada com hematoxilina. Utilizamos como controle
positivo cortes de tumor de mama (previamente confirmados positivos para p53) e negativo
Idminas deste mesmo tumor utilizando soro ao invés do anticorpo primario.

Para analise da reatividade do p53, consideramos como positivos somente aqueles
casos nos quais houve inequivoca coloracdo homogénea do nucleo da célula do epitélio
vesicular ou do tumor em marron. A avaliagdo utilizada foi a mesma proposta por Teh?’,
baseada na quantidade de nucleos corados na lamina examinada, sendo divida em trés
categorias: com menos de 10%, entre 10% e 50% e com mais de 50% dos nucleos das células
tumorais ou do epitélio da vesicula, corados. A intensidade da coloracdo também foi dividida
em moderada e forte. O caso foi considerado positivo somente quando havia forte coloragao
de mais de 10% das células ou moderada coloracdo de mais de 50% das células.

A avaliagcdo da relacdo entre a expressado da proteina p53 e o0 progndstico desta
neoplasia foi realizada utilizando-se os fatores prognésticos validados por Henson® em 1992,
através da classificacdo Nevin*® (1976) e do sistema de estadiamento TNM*® para avaliagéo do
estagio da doenca, além do estudo do grau e tipo histolégico das lesbes. Para fins de analise
estatistica dividimos os casos de CaVB em duas categorias: precoces (estagios | e Il de Nevin)
e avancgados (estagios I, IV e V de Nevin) de acordo com os critérios de Sato et al*'.

A analise estatistica utilizada para avaliar a associacdo entre parametros clinico-
patolégicos e a reatividade do p53 foi o teste do qui-quadrado e o teste exato de Fisher. A

analise da sobrevida foi realizada através da curva de Kaplan-Meier.
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RESULTADOS

Nos 60 casos estudados a média de idade foi de 62 anos, sendo que 86,7% dos
pacientes se apresentavam com mais de 50 anos ao diagndstico. Nado houve diferenca
estatisticamente significante na média de idade entre os paciente portadores de colelitiase
(média de 59,7 anos) e os portadores de neoplasia. Oitenta e seis por cento (52) dos pacientes
portadores de CaVB eram do sexo feminino.

A presenca de reatividade p53 ocorreu em 58,3% (35) dos casos de CaVB, 9,7% (6) dos
casos de colelitiase e em 10,5% (2) casos de vesiculas sem colelitiase (fig.1).

A presencga de calculos biliares foi observada em 83,3% dos portadores de CaVB (50
pacientes). Na&o foi observada diferengca estatisticamente significante, em relagdo a
positividade do p53 na auséncia ou presenca de calculos, nos portadores desta neoplasia. Os
resultados dos parametros clinico-patolégicos avaliados podem ser observados na tabela 1.

Em relac&o ao tipo histoldgico, 53 (88,3%) eram adenocarcinomas, 6 (10%) carcinomas
adenoescamosos € 1 (1,7%) tumor indiferenciado. A reatividade para o p53 foi positiva em
58,5% dos adenocarcinomas, 50% dos adenoescamosos e o tumor indiferenciado também
apresentou expressao desta proteina.

Trinta e sete por cento dos tumores considerados precoces (classificagcao de Nevin)
apresentaram expressdo da proteina p53 bem como 61,5% dos carcinomas invasivos, nao
havendo diferenca estatisticamente significante entre estes dois grupos. Similarmente, no
sistema de estadiamento TNM n&o houve significancia nas diferengas encontradas nos casos
de doenca inicial (estagios | e Il) e doenga avangada (estagios Ill e IV) em relagdo a expressao
da proteina p53. O mesmo observou-se em relagdo ao grau histolégico e demais parametros
clinico-patolégicos analisados (tabela 1).

Apesar de se tratar de casos de arquivo, foi possivel avaliar a sobrevida de 42

pacientes (70%). A média de sobrevida dos pacientes portadores de CaVB foi de 9,9 meses
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(desvio padrao de 2,56) e mediana de 3,97 meses. N&o houve associagédo entre a expressao

da proteina p53 e o tempo de sobrevida (figura 2).

DISCUSSAO

Além das dificuldades de reconhecimento dos fatores envolvidos na génese do
carcinoma de vesicula biliar, o préprio quadro clinico inespecifico dificulta o diagnéstico
precoce desta afecgdo*®. Mesmo sendo o carcinoma de vesicula biliar a mais comum
malignidade do trato biliar, ele é usualmente diagnosticado em estagios avancados'. Estes
fatos tém motivado a constante busca da compreenséao, ainda incerta, da carcinogénese desta
neoplasia.

Poucos estudos'®2021242938 foram realizados para se avaliar a presenca de expressdo
da proteina p53 no CaVB, com resultados conflitantes, tanto em relagédo a positividade desta,
quanto a associagao entre a imunorreatividade e o progndstico desta neoplasia, fato atribuido,
em parte, a pequenas amostras associadas a baixa frequéncia desta neoplasia. Além disso, as
discrepancias observadas em relacado a positividade do p53 também podem estar relacionadas
aos diferentes anticorpos utilizados nos estudos. Kamel et al®® e Ajiki et al*® utilizaram anti-
corpo policlonal CM1 e apresentaram menor imunorreatividade que a maioria dos autores que
utilizaram anti-corpo monoclonal D07 e PAb1801, que reconhecem epitopos diferentes
daqueles reconhecidos pelo CM1. Estas diferengcas podem ser observadas na tabela 2.

Embora tenhamos observado diferenca na média de idade entre portadores de colelitiase
(59,7 anos) e pacientes com CaVB (62 anos), ndao houve significancia estatistica, contrariando

os achados publicados em recente estudo realizado por Yanagisawa et al*®

, que encontrou
médias de 57,1 e 66,6 anos, respectivamente. Este autor sugere que esta diferenca de idade

entre os pacientes (no momento da intervengao cirurgica) possa explicar as possiveis



97

modificacbes no epitélio vesicular desencadeadas pelo processo inflamatério crénico que
ocorre, ao longo do tempo na colecistite e que poderiam dar origem a neoplasia.

Nossos dados, em uma amostra de 60 casos de neoplasia maligna de vesicula biliar,
demonstraram nao haver correlagdo entre a expressdo da proteina p53 e a presenca ou

I*" avaliando 20 casos de

auséncia de calculos biliares (tabela 1). Recentemente, Misra et a
CaVB relataram 70% de imunorreatividade para proteina p53, observando significativa
associacao entre CaVB associado com calculos e superexpressao do p53. Relagao inversa foi
observada por Ajiki et al*®> em 48 casos estudados, observando associacdo entre o CaVB sem
célculos e a mutagao do gene p53, sugerindo diferentes caminhos para a carcinogénese desta
neoplasia, podendo ser esta influenciada ou ndo pelo estimulo dos calculos. Kamel et al®
avaliaram 30 casos de CaVB n&o observando significancia estatistica na diferenga encontrada
na presenga ou auséncia de calculos.

Nao foram encontradas diferencas que atingissem significancia estatistica nos
parametros analisados. A julgar pela magnitude de algumas diferengas observadas (por
exemplo na classificacdo de Nevin: 38% e 62%) poderia se atribuir o achado nao significativo,
do ponto de vista estatistico, ao pequeno tamanho da amostra (pequeno numero de casos de
tumor precoce) o que pode acarretar a um baixo poder estatistico.

E importante salientar que os casos de positividade da proteina p53 que observamos no
grupo de portadores de colelitiase (6) corresponderam, todos, a casos de colecistite aguda
(fig.1). Entre as vesiculas sem calculos positivas para p53 (2), ambas estavam associadas a
processo inflamatério crénico da vesicula biliar decorrente de obstrucao da via biliar principal,
em um caso por pancreatite crénica e outro decorrente de invasao por neoplasia gastrica. De
forma similar as nossas observagdes e contrario aos demais autores, Oohashi et al*?
observaram expressao da proteina p53 nos 6 casos de colecistite aguda estudados e em 5 de
23 colecistites cronicas, porém com padrdo de imunorreatividade esporadico, completamente
diferente daquele observado no CaVB, que em sua maioria apresentam um padrao difuso ou,

|43

eventualmente, focal. Yanagisawa et a estudaram 108 vesiculas provenientes de

colecistectomias por colecistite e observaram expressdo desta proteina na mucosa de
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vesiculas com severa colecistite crénica, com o mesmo padrdo esporadico. Constataram,
também, que este processo esta associado a um aumento da renovagao celular, sendo as
células danificadas eliminadas por apoptose, concluindo que embora o dano no DNA devido a
colecistite crénica nado esteja completamente esclarecido, o achado de alta expressao da
proteina p53 pode sugerir que a injuria genémica ocorra, freqientemente, nas células epiteliais
na colecistite crénica. Este fato associado a proliferagcdo, pode contribuir para a carcinogénese,
embora desconhecidos cofatores necessitem identificagao.

Nao observamos associagao entre a imonorreatividade do p53 e os fatores progndsticos
avaliados (tabela 1), o que sugere que a expressao desta proteina nao esteja relacionada com
a progressao tumoral ou a disseminagdo metastatica, semelhante as observagdes de Ajiki et
al®® (em 48 pacientes). No entanto, Roa et al** relataram 45% de positividade do p53 em 191
carcinomas de vesicula biliar, sendo todos os controles negativos (25 colecistites crénicas),
observando maior positividade nos carcinomas invasivos (122) do que nas lesdes precoces
(24), entretanto em raz&o do pequeno numero de lesdes precoces, estes dados devem ser
avaliados com parciménia.

Também nao observamos associagao entre o tempo de sobrevida nos pacientes com
auséncia ou presenca de imunorreatividade p53, o que concorda com os achados de Kim* e
Ajiki®.

O elevado indice de pacientes em que o diagndstico é tardio, aliado a curta sobrevida
observada nestes pacientes, demonstram o beneficio da deteccao precoce deste carcinoma e,
sem duvida, o estudo dos fatores de risco parece ser, ainda, o instrumento disponivel mais
acessivel para identificagcao dos pacientes de risco potencial para desenvolvimento desta
neoplasia, embora a prevengao primaria para o carcinoma de vesicula ndo seja esperada em
um futuro proximo*. Mesmo sendo o tipo e o grau histolégico fatores progndsticos Uteis, o
estagio da doencga é, provavelmente, o mais confiavel fator progndstico na opinido da maioria

dos autores®*°.

Pacientes nos quais o tumor esta confinado a vesicula no momento do
diagnostico apresentam melhor prognostico do que aqueles nos quais o tumor tenha se

propagado ao figado ou linfonodos regionais. Além disso, os melhores resultados, em termos
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de sobrevida, sdo observados em pacientes com carcinoma in situ ou precoce cujo diagndstico
é feito em espécimes retiradas por colelitiase®.

Apesar das observagdes divergentes, parece haver consenso de que a mutagao do gene
p53 pode desempenhar papel crucial na carcinogénese do CaVB. Entretanto, baseados em
nossas observagdes e na ampla revisdo da literatura pertinente, realmente ndo parece haver
associacgao entre esta mutacéo e sexo, idade, grau e tipo histologico e fatores progndsticos.

Atualmente, a hipbétese proposta para a associacido entre a presenca de colelitiase e o
CaVB é que a nivel molecular, o processo inflamatério crénico desencadeado pela presenca
dos calculos, possa determinar, ao longo do tempo, a ocorréncia de uma mutagédo alelo-
especifica, ou seja, perda da heterozigosidade do gene p53 e superexpressdo da proteina p53
mutante (inativa)®. A partir desta mutagdo considera-se que possa resultar a transformacéo
maligna na mucosa da vesicula . No entanto, na auséncia de calculos deve-se pressupor a
existéncia de outros fatores que possam desencadear a ocorréncia desta mutagdo, o que
sugere a existéncia de diferentes mecanismos envolvidos na sua patogénese. Muito embora
esta associacdo seja plausivel e aceita, a prevengdo desta neoplasia através da
colecistectomia profilatica na colelitiase assintomatica, em populacbes de alto-risco, ainda é
assunto controverso'®.

Experimentos laboratoriais recentes* tém demonstrado que a insergdo de um gene p53
normal em células tumorais resulta em uma diminui¢ao significativa da oncogénese. Isto sugere
que a insercdo de p53 normal em tumores de pacientes com mutacdo do gene p53 usando
abordagem de terapia génica, pode, a principio, tornar-se uma possibilidade de tratamento

para esta neoplasia.
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Fig. 1. (A) Vesicula biliar sem calculos com infiltrado inflamatério crénico e presenga de acino
com nucleos positivos para p53 (imunoperoxidase, objetiva 20x). (B) Colecistite aguda com
positividade esporadica para p53 (imunoperoxidase, objetiva 20x). (C) Carcinoma de vesicula
biliar: epitélio adjacente a neoplasia mostrando a transi¢cdo entre areas negativas e positivas
(displasia) para o p53 (imunoperoxidase, objetiva 20x). (D) Adenocarcinoma de vesicula

positivo para p53 (padrao difuso) (imunoperoxidase, objetiva 20x).
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Tabela 1. Associagdo da imunorreatividade p53 com aspectos clinico-patolégicos e fatores

prognésticos no carcinoma de vesicula biliar

Parametro N°. casos N°. p53 positivos(%) valor do p

Idade 0,70*
<50 anos 8 4 (40%)
>50 anos 52 31 (59,6%)

Sexo 0,44*
Feminino 52 29 (55,8%)
Masculino 8 6 (75%)

Associacgao c/ calculos 1,0*
Presente 50 29 (55,6%)
Ausente 10 6 (60%)

Grau histolégico’ 0,71*
Bem diferenciado 13 8 (61,5%)
Moderadamente diferenciado 28 15 (53,6%)
Pouco diferenciado 12 8 (66,7%)

Estagio TNM 0,14*
lell 9 3 (33%)
elv 51 32 (62,7%)

Classificagao de Nevin 0,26*
lell 8 3 (37,5%)
l, VeV 52 32 (61,5%)

* valores de p nao significantes T referente aos 53 casos de adenocarcinoma
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Tabela 2. Estudos imuno-histoquimicos do p53 no carcinoma de vesicula

Autor n°.casos positividade p53(%)  anticorpo
Kamel et al®’ 1993 30 14 (47%) policlonal CM1
Teh et al*21994 24 22 (92%) monoclonal D07
Wee et al*? 1994 24 22 (92%) monoclonal D07
Diamantis et al** 1995 11 8 (72,7%) policlonal CM1,monoclonal D07
Oohashi et al** 1995 41 35 (85,4%) monoclonal PAb1801
Wistuba et al'® 1996 52 34 (65,4%) monoclonal Ab-6
Ajiki et al®® 1996 48 19 (39,6%) policlonal CM1
Washington et al*’ 1996 12 7 (58%) monoclonal Ab-2
Fujii et al*® 1996 65 36 (55%) monoclonal D07
Roa et al** 1997 191 86 (45%) monoclonal Ab-6
Itoi et al*® 1997 33 23 (69,6%) monoclonal PAb1801
Misra et al®® 2000 20 14 (70%) monoclonal D07
Kim et al*' 2001 71 48 (67,6%) monoclonal D07
Quan et al*® 2001 24 15 (65%) monoclonal D07
Este estudo 60 35 (58,3%) monoclonal D07
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CONTROVERSIAS SOBRE A PRESENGA DE RECEPTORES DE ESTROGENIO E

PROGESTERONA NO CARCINOMA DE VESICULA BILIAR

Andréa Oxley da Rocha, Ligia M. Barbosa-Coutinho, Lais D. Leboutte, Jodo G. Scholl.
Departamento de Patologia, Fundacdo Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto

Alegre.

RESUMO

BASE TEORICA/OBJETIVOS: varios estudos com pequenas amostras e resultados
divergentes tém sido realizados no intuito de avaliar a presenga de receptores de estrogénio e
progesterona em diferentes afeccbes da vesicula biliar, através de diferentes métodos.
Baseados nestes fatos, realizamos um estudo com técnica imunoistoquimica para avaliar a
presenca destes receptores.

METODOS: uma amostra de 141 vesiculas biliares, sendo 60 casos de carcinoma, 62
vesiculas com colelitiase e 19 vesiculas normais, foi avaliada pela técnica imunoistoquimica da
estreptoavidina-biotina peroxidase, quanto a presenga de receptores de estrogénio e
progesterona.

RESULTADOS: a presenca de receptores de estrogénio foi observada em 6,7% dos
carcinomas de vesicula, 4,8% das vesiculas com colelitiase e 15,8% das vesiculas normais.
Receptores de progesterona foram observados em 6,7% das neoplasias malignas, 6,5% das
vesiculas com colelitiase e 26,3% das vesiculas normais

CONCLUSAO: baseados em nossos resultados, concluimos que a presenca de receptores de
estrogénio e progesterona é pouco freqliente, tanto nas vesiculas normais como em portadores
de colelitiase e em carcinomas de vesicula, o que sugere que a acado dos hormodnios
estrogénio e progesterona nao ocorra de forma direta sobre a vesicula biliar.

Palavras-chave: cancer de vesicula, receptores, progesterona, estrogénio.
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INTRODUGAO

A neoplasia de vesicula biliar € considerada uma afecg¢ao pouco frequente, e ainda hoje
associada a um curso rapidamente letal'. Apesar do grande progresso atingido recentemente
no tratamento dos tumores malignos do trato digestivo, o carcinoma de vesicula biliar (CaVB)
persiste sendo uma excegao’. O progndstico deste tumor é pobre e, na maioria das séries™>*,
a taxa de sobrevida desta neoplasia corresponde a no maximo 5% em 05 anos. Menos de
10% dos pacientes apresentam-se com tumor ressecavel no momento do diagnéstico, sendo a
média de sobrevida inferior a 06 meses®.

Apesar da baixa freqliéncia, esta neoplasia, representa 0,7% a 1,2% de todos os
carcinomas®, e ocupa o 50. lugar entre as neoplasias do trato digestivo®’®. Além disso, o
CaVB ¢é o tumor maligno mais comum do trato biliar, correspondendo a aproximadamente 1 a

10,11

3% das pecas de colecistectomia’®. Séries brasileiras confirmam estes dados, tendo Ziliotto

I'2 relatado uma incidéncia de 1,02% de CaVB como achado incidental em 885

e co
colecistectomias realizadas por colecistite.

O CaVB acomete, principalmente, mulheres idosas, aumentando sua incidéncia com a
idade: acima de 90% dos pacientes apresentam idade superior a 50 anos ao diagndstico,
sendo mais frequiente entre os 70 e 75 anos. A predominéancia do sexo feminino em relagao ao

masculino esta demonstrada na literatura”®'3'°

, porém com proporgdes que variam de 3:1 a
7:1, representando 8,1% dos tumores malignos nas mulheres.

A elevada incidéncia desta afecgcdo em mulheres, bem como a sua associagao freqliente
a presenca da doenga vesicular calculosa, também comum no sexo feminino, tornou plausivel
a hipdtese de que a vesicula biliar seja um 6rgdo sensivel a acdo dos horménios sexuais™. A
presenca de receptores para horménios sexuais (estrogénio e progesterona) tem sido bem
documentada em neoplasias de érgdos hormdnio-dependentes como a mama e proéstata, e o

sucesso obtido com a manipulagdo hormonal, na terapia destes tumores, estimulou o estudo

do papel destes hormbnios no CaVB, com a expectativa de obter-se uma nova alternativa
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terapéutica para tratamento desta afec¢do. Entretanto, resultados bastante divergentes, quanto
a presenca destes receptores, provavelmente por utilizarem pequenas amostras e métodos de
deteccao pouco especificos, ndo trouxeram resposta esclarecedora para esta questao.
Singletary et al'® em 1986 demonstraram, pela primeira vez, a presenca de receptores
estrogénicos (RE) e progesterbnicos (RP) em vesiculas biliares humanas. A partir deste
momento, diversos estudos®'*'®2" foram realizados no intuito de confirmar a presenca e definir
o real papel destes receptores, e consequentemente, dos hormonios sexuais no CaVB.
Baseados nestes achados, realizamos um estudo para avaliar a presenca de receptores

de estrogénio e progesterona em uma amostra de 141 vesiculas biliares.

METODOS

Cento e quarenta e uma vesiculas biliares foram obtidas dos arquivos do departamento
de patologia, sendo 60 casos consecutivos de CaVB, 19 vesiculas normais obtidas a partir de
casos em que a mesma foi ressecada por outras patologias que ndao a envolviam e 62
provenientes de colecistectomias realizadas por colelitiase. Os prontuarios hospitalares destes
pacientes foram revisados para obtencado de dados clinicos pertinentes.

A partir dos blocos de parafina, o diagndstico histolégico foi novamente confirmado nos
casos de neoplasia, e realizada a técnica imunoistoquimica para identificacdo da presenca de
receptores estrogénicos e progesterbnicos nos 3 grupos. A técnica utilizada foi a
estreptoavidina-biotina peroxidase. Os cortes eram desparafinados em xilol e reidratados com
etanol e agua. Um tratamento preliminar foi aplicado por aquecimento das laminas no
microondas em solucdo de citrato de sddio a fim de reverter o efeito de fixacdo pelo formol. A
atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada por imersdo das laminas em solugdo com
H,0, 0,3% e metanol por 30 min. A seguir as ldminas foram lavadas duas vezes com solu¢ao
tampéao de fosfato (PBS) a 4°C por 20 min, e apés durante 30 min em soro normal. A seguir

foram cobertas com anticorpo primario monoclonal anti-receptor de estrogénio humano
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produzido em rato (Dako Corporation, 1D5) na diluigdo de 1:100, permanecendo durante a
noite em refrigerador. De forma semelhante, para os receptores progesterénicos utilizando
anticorpo monoclonal anti-receptor de progesterona humana (Novocastra Ltda) na diluicao
1:40. Apds nova lavagem com PBS, os cortes foram encubados com anticorpo secundario anti-
imunoglobulina de rato (Vector Laboratories, BA-2000) 1:600 por 30 min e a seguir em
complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase (Dako corporation, streptABComplex K-492) por
30 min e ap6s lavadas com PBS. A ligacdo antigeno-anticorpo foi visualizada com DAB
(diamino benzidine-tetracloreto) e contra-corada com hematoxilina. Utilizamos como controle
positivo cortes de tumor de mama (positivo para receptor de estrogénio e progesterona) e
negativo lAminas deste mesmo tumor utilizando soro fisiolégico ao invés do anticorpo primario.
Para analise da positividade dos receptores, consideramos como positivos somente
aqueles casos no qual houve inequivoca coloragcdo homogénea do nucleo da célula do epitélio
vesicular ou do tumor em marron. A avaliacdo utilizada foi a mesma proposta por Teh?,
baseada na quantidade de nucleos corados na lamina examinada, sendo divida em trés
categorias: com menos de 10%, entre 10% e 50% e com mais de 50% dos nucleos da células
coradas. A intensidade da coloragao também foi dividida em moderada e forte intensidade. O
caso foi considerado positivo somente quando havia forte coloracdo de mais de 10% dos
nucleos celulares ou moderada coloragao de mais de 50% das células (figura 1).
Para analise estatistica utilizamos o teste do qui-quadrado e para analise da sobrevida a

curva de Kaplan-Meier.



113

RESULTADOS

A presenca de receptores de estrogénio foi observada em 6,7% (4 de 60) das vesiculas
com carcinoma, 4,8% (3 de 62) das vesiculas com colelitiase e em 15,8% (3 de 19) das
vesiculas normais. Nao havendo significancia estatistica nas diferengas observadas entre os 3
grupos.

Receptores de progesterona foram detectados em 6,7% (4 de 60) das neoplasias de
vesicula biliar, 6,5% (4 de 62) das vesiculas com colelitiase e 26,3% (5 de 19) das vesiculas
normais. Observou-se diferenga estatisticamente significante em relacédo a presenga de RP no
grupo de vesiculas normais quando comparado aos demais grupos (p 0,02).

Em relagéo ao tipo histoldgico, 88,3% (53) eram adenocarcinomas, 10% (6) carcinomas
adenoescamosos e 1.7% (1) tumor indiferenciado.

Em relagéo ao sexo, 52 dos 60 casos de carcinoma de vesicula eram do sexo feminino,
51 dos 62 portadores de colelitiase e 11 dos 19 com vesiculas normais.

Nao houve diferenca estatisticamente significante na média de idade entre os trés
grupos (média 58,2 anos). Também nao foi observada associagdo entre a presenca destes
receptores e o tipo histolégico ou sexo.

Foi possivel avaliar a sobrevida em 42 pacientes (70%) dos 60 portadores de CaVB. A
média de sobrevida foi de 9,9 meses (desvio padrao de 2,56 e intervalo de confianga de 95%
entre 4,96 e 15,01 meses), com mediana de 3,97 meses, ndo sendo observada associacao

entre positividade destes receptores e tempo de sobrevida .
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DISCUSSAO

E razoavel pressupor que o efeito dos horménios esterdides no cancer de vesicula possa
ser grande, visto que esta doenga tem maior predilegdo por mulheres, e estrégenos exogenos
tém sido associados a presenga de colelitiase que, por sua vez, ocorre em 70% a 90% dos
casos de CaVB™™.

Diversos estudos tém avaliado a presencga de receptores estrogénicos e progesterénicos
no CaVB, utilizando desde técnicas bioquimicas até técnicas imunoistoquimicas, com

resultados bastante variados. Em 1989 Nakamura et al'®

, utilizando técnica imunoistoquimica
(imuno-histokits) identificou RE e RP em 52,4% e 0% respectivamente nas células tumorais de
21 pacientes portadores de CaVB. Yamamoto et al’® (1990) testaram a presenca de RE em
189 pacientes portadores de diversas afeccbes da vesicula biliar, apresentando resultados
positivos em 19% dos casos de colelitiase, 33% em pdlipos epiteliais, 53,8% dos adenomas e
22,8% dos 114 portadores de neoplasia maligna deste 6rgdo. Entretanto, este autor néo
utilizou no preparo dos tecidos solugdao com H,O, e metanol para o bloqueio da peroxidase
endogena dos tecidos, fundamental para garantir a especificidade do método e eliminar a
possibilidade de falso-positivos. Messa et al*®, utilizaram a mesma técnica bioquimica utilizada

por Singletary et al'®

, sendo que esta técnica avalia a presenca de RP e RE indiretamente,
através da detecgdo de citosol. Chen et al'* em 1991, assim como Ranelletti et al*®, no mesmo
ano, também detectaram por técnica bioquimica, positividade dos RE e RP em pacientes
portadores de colelitiase em percentuais variaveis. Malik et al®* em 1998 (imuno-histokit),
avaliaram 30 carcinomas de vesicula, sendo que dezoito pacientes (60%) apresentaram RE
positivos no tecido maligno.

Ao contrario dos demais autores, Ko et al*'

em 1995, usando técnica imunoistoquimica,
detectaram 88% de negatividade em relacdo a presenca de RE em 25 espécimes de CaVB
obtidas a partir de blocos de parafina, sendo que os demais (12%) foram fracamente positivos.

Esta baixa positividade, em relagdo aos achados dos demais autores se deve, provavelmente,
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a diferente técnica utilizada para identificacdo dos receptores. Estes autores incluiram um pré-
tratamento do tecido com pronase, que parece expor (“‘desmascarar’) melhor os RE
antigénicos.

E importante salientar ainda, que em outros estudos, como o realizado por Malik et al** e

Nakamura et al'®

, utilizaram técnica imunoistoquimica para detectar a presenga de RE, porém
utilizando imuno-histokits, que demonstravam a presenca destes receptores indiretamente,
através da deteccao de estradiol. Embora esta técnica ja tenham sido considerada como
padrao, hoje sabe-se que apresenta pouca especificidade em virtude do inaceitavel nimero de
falso-positivos associados ao método. O método utilizado por Yamamoto et al'® foi similar a

|21

técnica imunoistoquimica utilizada por Ko et al“’, com anticorpo monoclonal, entretanto no pré

tratamento com enzimas, o primeiro utilizou tripsina, enquanto este ultimo utilizou pronase.

Cheng et al®

compararam os dois métodos e demonstraram ser a pronase superior a tripsina
devido ao melhor “desmascaramento” dos RE e RP antigénicos presentes no nucleo das
células, conferindo maior sensibilidade para este método.

Assim como Ko et al*'

, €m nosso estudo observamos pequeno numero de vesiculas com
receptores de estrogénio e progesterona, tanto nas vesiculas com tumor como naquelas com
colelitiase. Utilizamos a técnica imunoistoquimica da avidina-biotina peroxidase, com
recuperacao de antigeno (pré-tratamento) por aquecimento em micro-ondas, o que aumenta a
exposicao de sitios antigénicos (epitopos) nao expostos (mascarados) em tecidos parafinados,
sendo este o método de pré-tratamento com melhor resultado, quando comparado a outros
métodos, incluindo o enzimatico (com tripsina ou pronase)?®.

Gallus et al*’

publicaram em 2002, estudo de caso-controle no qual avaliaram a relagéo
entre a terapia de reposicdo hormonal pds-menopausa € o CaVB, e observaram que 16% das
portadoras desta neoplasia realizaram terapia de reposicao hormonal, enquanto no grupo

2% ¢ em humanos®"*? tém comprovado que a

controle apenas 6%%. Diversos estudos in vitro
progesterona influi na motilidade da vesicula biliar retardando o esvaziamento desta, bem
como alterando a composi¢ao da bile, através do aumento do indice de colesterol, tornando-a

mais litogénica®. Alem disso, existem complexas interagdes entre fatores locais e mecanismos
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de controle neural e hormonal que interferem na dinamica vesicular'*'62233 A evidéncia da
influéncia da progesterona sobre estes mecanismos citados € percebida na gravidez, quando
os niveis deste horménio estdo marcadamente elevados, o volume vesicular de jejum esta
aumentado e a fracdo de ejecdo em resposta a teste pds-alimentar esta reduzida®3%3*3%, No
entanto, estes estudos nao identificam o mecanismo de acdo destes hormoénios,
permanecendo ainda controverso se estes atuam diretamente através de seus receptores
especificos presentes na vesicula.

Baseados nos resultados obtidos no presente estudo, através de técnica
imunoistoquimica adequada, concluimos que as vesiculas de pacientes portadores de
neoplasia maligna nao apresentam positividade de receptores diferente daquela encontrada
nas vesiculas com colelitiase. Além disso, 0 niumero de casos positivos, tanto para receptores
de estrogénio como de progesterona, nestes grupos foi muito pequeno, sugerindo que a agao
hormonal na vesicula talvez ndo ocorra por mecanismos diretos.

O achado de diferenga estatisticamente significante para a presenca de receptores
progesterdnicos entre as vesiculas normais quando comparado com os grupos de colelitiase e
carcinoma ¢é, aparentemente, paradoxal. Do ponto de vista da possibilidade bioldgica, seria
esperado encontrar-se uma maior propor¢cao de receptores entre os pacientes com colelitiase,
onde o efeito deste horménio é mais evidente.

Desta maneira, acreditamos que a neoplasia de vesicula biliar seja uma afec¢ao mais
freqliente em mulheres, porque é neste sexo que a colelitiase tem maior incidéncia’®%%’.
Embora a colelitiase esteja claramente estabelecida na literatura como um fator de risco para o
CaVB, o mecanismo patogénico pelo qual este processo ocorre ndo esta completamente
elucidado*®®. Sabe-se que a formagéo dos calculos biliares é de origem muiltifatorial®, e que a
influéncia dos horménios sexuais, estrogénio e progesterona, é certa, entretanto nossas
observacgoes fornecem subsidio para a hipotese de que o efeito que estes hormdnios exercem
sobre a vesicula biliar, ndo ocorrem diretamente, através de receptores especificos. Assim, é

possivel que a colelitiase funcione como um elo de ligagdo entre a acdo destes horménios e a

neoplasia maligna de vesicula biliar.
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Estudos recentes em animais e em humanos tém proposto?®20:33:38

que esta acao possa
ocorrer de forma indireta, sendo através da interferéncia na acdo da CCK (colecistocinina) ou
alterando a contratilidade da musculatura lisa da vesicula, por interferéncia na ativacao de
receptores da proteina G e, consequentemente, com o sinal subseqiiente transmitido através

da membrana celular, porém mais pesquisas s&0 necessarias para que 0 mecanismo de agao

destes horménios sobre a vesicula biliar seja totalmente elucidado.
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Fig. 1 (A e B) Carcinoma de vesicula biliar mostrando positividade para os receptores de

progesterona (IHQ para RP, objetiva 20x e 40x).
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