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TR resumo

Vesicula biliar Base tedrica/objetivo: Poucos estudos, com pequenas amostras e resultados divergentes, tém sido
realizados para avaliar a expressdo da proteina p53 no carcinoma de vesicula biliar e sua relacdo com
diferentes parametros clinicopatoldgicos. Baseados nesses fatos realizamos um estudo com objetivo de
avaliar a expressdo do p53 nessa afecccdo e sua associacdo a fatores progndsticos. Material e método:
Prognéstico Amostras de 60 casos de carcinoma de vesicula biliar foram avaliadas por técnica imuno-histoquimica

p53

Neoplasia de vesicula biliar

quanto a expresséo da proteina p53 e analisadas em relagdo ao prognéstico, avaliado através do sistema
de estadio TNM e Nevin, sobrevida e outros parametros clinicopatoldgicos. Resultados: A expressao p53
foi positiva em 58,3% dos tumores malignos de vesicula biliar. Nao foi observada associacao estatisti-
camente significante entre a expressao dessa proteina e fatores progndsticos, tipo ou grau histolégico,
presenca de célculos ou sobrevida. Conclusdo: A mutacdo do gene p53 esta, muito provavelmente,
envolvida na patogénese do carcinoma de vesicula biliar. Entretanto ndo parece haver, de acordo
com nossos dados, associacdo entre a expressao da proteina p53 e o progndstico ou a sobrevida dos
pacientes portadores dessa afeccao.

abstract ISEWYE
Background/aims: Few studies, with small samples and diverging results, have been performed to evaluate the | Gallbladder
p53 protein expression in gallbladder carcinoma and its relationship to different clinicopathological parameters.
Based on these facts, we performed a study for the purpose of assessing p53 expression in this disease and its

Gallbladder neoplasms

association to prognostic factors. Material and method: Samples of 60 consecutive cases of gallbladder carcinoma | P rotein p53

were assessed to evaluate the p53 protein expression using the immunohistochemical technique (streptoavidin- | prognosis
biotin-peroxidase) and their relationship with survival and prognosis factors was studied. The prognosis of this
neoplasm was performed using the Nevin classification and TNM staging system. Results: p53 expression was
positive in 58.3% of carcinomas of the gallbladder. No association was found between p53 protein expression
and prognostic factors, histological type or grade, presence of gallstones and survival. Conclusion: The mutation
of gene p53 is probably involved in the pathogenesis of the gallbladder carcinoma. Our data does not show an
association between p53 protein expression and survival or prognostic factors.
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Introducgéo

A neoplasia maligna de vesicula biliar é considerada uma
afeccdo pouco freqiiente e, ainda hoje, associada a um curso
rapidamente letal. Entretanto, apesar da baixa freqiiéncia,
essa neoplasia representa 0,7% a 1,2% de todos os carci-
nomas® 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 3% das pecas de colecistectomia® 27, Séries brasileiras®"
29 confirmam esses dados, tendo Ziliotto et al.* relatado
uma incidéncia de 1,02% de CaVB como achado incidental
em 885 colecistectomias realizadas por colecistite.

Aincidéncia do carcinoma de vesicula biliar varia ampla-
mente nas diferentes partes do mundo® 19, sendo mais
freqliente em alguns paises da América Latina e na india. No
Chile essa afeccao encontra-se em terceiro lugar como causa
de dbito quando comparada a todas as neoplasias, sendo
a segunda entre os tumores do trato digestivo com uma
elevada incidéncia de 13 por 100 mil habitantes. Na india
incide em cerca de 4,5 por 100 mil habitantes na populacao
masculina, atingindo niveis de 10,1 entre as mulheres do
norte desse pais. Altas incidéncias também sdo relatadas
em lIsrael, Pol6nia, México e Bolivia. Nos Estados Unidos é
uma neoplasia incomum, com uma incidéncia de 1,1 por
100 mil habitantes para o sexo masculino e 2,2 para o sexo
feminino® 17:223239_Em Porto Alegre, Brasil, é responsavel
por 3,09 ébitos por 100 mil habitantes®.

Apesar do grande progresso atingido no tratamento
dos tumores malignos do trato digestivo, o carcinoma
de vesicula biliar (CaVB) persiste sendo uma excecéo. O
prognéstico desse tumor é pobre e, na maioria das séries,
apresenta taxa de sobrevida de no maximo 5% em cinco
anos, ja que menos de 10% dos pacientes se apresentam
com tumor ressecével no momento do diagnéstico, sendo
a média de sobrevida inferior a seis meses'! 2634 39),

Atualmente, ja estd estabelecido na literatura que o
carcinoma invasivo de vesicula biliar é precedido por lesdes
pré-malignas - displasia e carcinoma in situ — fato que for-
nece um bom modelo para o estudo das anormalidades ge-
néticas e da progressao neoplésica“?. Essas anormalidades
epiteliais tém sido bem caracterizadas como um continuum
de modificacdes citoldgicas, refletindo alteracdes génicas
importantes na patogénese da neoplasia“?. No entanto,
apesar dos recentes avancos na carcinogénese molecular
de varias neoplasias malignas, o mecanismo patogénico
envolvido na progressao de uma lesdo pré-maligna para
carcinoma invasivo de vesicula biliar ainda ndo est4 com-
pletamente esclarecido.

O cancer, de maneira geral, resulta de alteracdes
génicas multiplas, ocorrendo, com freqiiéncia, rearranjos
genéticos variados que podem ativar ou inativar genes.
Vérios estudos(% 1639 t&ém mostrado que anormalidades do
gene p53 estdo envolvidas na génese de aproximadamente
50% das neoplasias malignas®”. O gene p53 se localiza no
braco curto do cromossoma 17, atuando como inibidor
da proliferacao celular (antioncogene)®?. Esse gene pode
ser alterado por mutagdes variadas que ocorrem em varios
locais de sua extensdo. Por esse motivo, muitos agentes
mutageénicos podem levar a sua modificacao. A mutacdo
de um alelo do gene p53 é muitas vezes acompanhada
por uma delecdo do outro alelo, resultando na formagdo
de um produto protéico inativo®. A proteina mutante p53
inativa a proteina p53 normal ocasionando perda da funcéo
de supressao tumoral desse gene, o que permite a ativida-
de oncogénica. A proteina p53 é metabolicamente labil,
sendo rapidamente degradada no ntcleo e provavelmente
por esse motivo é usualmente indetectével em células de
tecidos normais. A forma mutante dessa proteina exibe
um aumento de sua meia-vida, podendo ser detectada por
técnicas imuno-histoquimicas em muitos tumores®”:*2. Essa
mutacdo parece desempenhar um importante papel na
patogénese de muitas neoplasias malignas, como cancer
gastrico®, de c6lon“?, mama®®, pulmao‘? e es6fago?,
sendo incomum em tumores benignos‘?. A correlacdo da
expressdo da proteina p53 com a mutacéo génica no CaVB
foi avaliada em estudo recente realizado por Itoi et al.(?,
que demonstraram uma sensibilidade de 56,5% da mutacao
p53, especificidade de 90% e validade de 1,47.

Desde a primeira publicacdo realizada por Kamel et al.1®
em 1993 para avaliar imuno-histoquimicamente a presenca
de expressdo da proteina p53 no CaVB, poucas publica-
gaesﬂ, 8,9, 13,16, 18, 20, 25, 28, 29, 36, 39, 40, 42) tém Sido feitas, com
achados bastante varidveis de positividade (entre 36,9% e
95%) e conflitantes em relacd@o a associacdo dessa mutacado
com o prognostico dos portadores dessa neoplasia.

Nesse sentido, realizamos este estudo para avaliar
através de imuno-histoquimica a presenca de expressao
da proteina p53 no CaVB e sua associacdo com sobrevida
e fatores progndsticos, analisados através da classificacao
de Nevin® e sistema de estadio TNM (American Joint
Committee on Cancer, 1997)@,

Metodologia

Sessenta casos consecutivos de CaVB foram coletados
dos arquivos do Departamento de Patologia da FFFCMPA,
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no periodo de 1980 a 1993. Os prontudrios hospitalares
desses pacientes foram revisados para obtencdo de dados
clinicos pertinentes. Os 6bitos foram verificados junto a
Secretaria de Salde do estado do Rio Grande do Sul e
cartérios de registros de dbitos.

A partir dos blocos de parafina, o diagnéstico histolé-
gico foi novamente confirmado, e foi realizada a técnica
imuno-histoquimica para identificacdo da expresséo da
proteina p53. O método utilizado foi a estreptavidina-
biotina-peroxidase. Os cortes foram desparafinados em
xilol e reidratados com etanol e dgua. Um tratamento
preliminar, para recuperacdo antigénica foi aplicado por
aquecimento das laminas no microondas em solucdo de
citrato de sédio, revertendo o efeito da fixacdo pelo for-
mol. A atividade da peroxidase endégena foi bloqueada
por imersao das laminas em solucdao com H,0, a 0,3% e
metanol por 30min. A sequir as laminas foram lavadas duas
vezes com solucdo tampao de fosfato (PBS) a 4°C por 20min
e apds em soro normal por 20min. O anticorpo primério
utilizado foi o monoclonal antiproteina p53 produzido em
rato (Dako Corporation, D0-7) na concentracao de 1:500,
permanecendo durante a noite em refrigerador. Apds nova
lavagem com PBS, os cortes foram encubados com anticor-
po secundario antiimunoglobulina de rato por 30min e a
seguir em complexo estreptavidina-biotina-peroxidase por
30min na diluicdo de 1:200 e lavados com PBS. A ligacdo
antigeno-anticorpo foi visualizada com diaminobenzidina
(DAB) e contracorada com hematoxilina. Utilizamos como
controle positivo cortes de tumor de mama (previamente
confirmados como positivos para p53), e negativo, laminas
desse mesmo tumor substituindo-se o anticorpo primério
por soro fisiol6gico.

Para anélise da reatividade do p53, consideramos po-
sitivos somente aqueles casos nos quais houve inequivoca
coloracdo homogénea do nlcleo das células em marrom. 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 nlcleos das células
tumorais corados. A intensidade da coloracao também foi
dividida em moderada e forte intensidade. O tumor foi
considerado positivo somente quando havia intensa colo-
racdo de mais de 10% das células tumorais ou moderada
colorac@o de mais de 50% das células.

A avaliacdo da associacdo entre a expressao da proteina
p53 e o prognostico dessa neoplasia foi realizada utilizando-
se os fatores progndsticos validados por Henson em 1992,
através da classificacdo Nevin® (1976) e do sistema de

estadio TNM®@ para avaliagdo do estagio da doenca. Tam-
bém pesquisamos associacdo da presenca dessa proteina
com grau e tipo histolégico das lesdes. Para fins de analise
estatistica dividimos os casos de CaVB em duas categorias:
precoces (estagios | e Il de Nevin e | e Il do sistema TNM)
e avancados (estagios lll, IV e V de Nevin e lll e [V TNM),
de acordo com os critérios de Sato et al.®".

As analises estatisticas utilizadas para avaliar a associacdo
entre parametros clinicopatoldgicos e a reatividade do p53
foram o teste do qui-quadrado e o teste exato de Fisher.
A andlise da sobrevida foi realizada através da curva de
Kaplan-Meier.

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. Oitenta e seis por cento (52) dos
pacientes portadores de CaVB eram do sexo feminino.

A presenca de expressao da proteina p53 foi observada
em 58,3% (35) dos casos de CaVB (Figura 1). Célculos
biliares estavam presentes em 83,3% dos portadores de
CaVB (52 pacientes), entretanto ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa, em relacdo a positividade
do p53 na auséncia ou na presenca de calculos. Todos os
resultados dos parametros clinicopatoldgicos avaliados
podem ser observados na Tabela 1.

Em relacédo ao tipo histoldgico, 88,3% (53) eram ade-
nocarcinomas, 10% (seis) carcinomas adenoescamosos e
1,7% (um) indiferenciado. A reatividade para o p53 foi
positiva em 58,55% dos adenocarcinomas, 50% dos tu-
mores adenoescamosos e o tumor indiferenciado também
apresentaram expressao dessa proteina.

Entre os tumores considerados precoces (classificacdo de
Nevin), 37,5% (trés) apresentaram expressdo da proteina
p53, bem como 61,5% (32) dos carcinomas invasivos, nao
havendo diferenca estatisticamente significativa entre esses
dois grupos. Similarmente, no sistema de estadiamento
TNM néo houve significancia nas diferencas encontradas,
nos casos de doenca inicial ou doenca avancada, em relacéo
a expressdo da proteina p53. O mesmo observou-se em
relacdo a grau histolgico e demais parametros clinicopa-
tolégicos 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 (desvio padrdo de 2,56) e mediana de 3,97 meses.
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Figura 1 - A: Adenocarcinoma moderadamente diferenciado de vesicula positivo
para p53 (20x); B: adenocarcinoma pouco diferenciado de vesicula com niicleos das
células neopldsicas demonstrando imunorreatividade para proteina p53 (40x); C:
carcinoma pouco diferenciado de vesicula com intensa positividade da proteina p53
(20x); D: carcinoma adenoescamoso de vesicula biliar: epitélio adjacente a neoplasia
mostrando a transicéo entre dreas negativas (sem neoplasia) e positivas (epitélio
com displasia) para o p53 (10x)

Néo houve associacdo entre a expressao da proteina p53
e o tempo de sobrevida (Figura 2).

Além das dificuldades de reconhecimento dos fatores
envolvidos na génese do carcinoma de CaVB biliar, o proprio
quadro clinico inespecifico dificulta o diagndstico precoce
dessa afeccdo(™ e mesmo esta sendo a mais comum malig-
nidade do trato biliar, é sempre diagnosticada em estagios
avancados(”. Esses fatos tém motivado a constante busca
da compreensdo, ainda incerta, da carcinogénese dessa
neoplasia.

VériOS eStUdOS“’ 8,9,13,16, 18, 20, 25, 28, 29, 36, 39, 40, 42) foram re-
alizados para avaliar a presenca de expressdo da proteina
p53 no CaVB, apresentando resultados conflitantes tanto
em relacdo a sua positividade quanto a significancia da
imunorreatividade no prognéstico dessa neoplasia. Esse fato
pode ser atribuido, em parte, a pequenas amostras estu-
dadas. Além disso, as discrepancias observadas em relacéo
a positividade do p53 também podem estar relacionadas
aos diferentes anticorpos utilizados nos estudos. Kamel et
al.'® e Ajiki et al." utilizaram anticorpo policlonal CM1
e apresentaram menor imunorreatividade que a maioria
dos autores que utilizaram anticorpo monoclonal D07 e
PAb1801, que reconhecem epitopos diferentes daqueles
reconhecidos pelo CM1. Essas diferencas podem ser ob-
servadas na Tabela 2.

Nao se observou associacdo entre a imunorreatividade
do p53 e os indices prognésticos avaliados (Tabela 1),
0 que sugere que a expressao dessa proteina nado esteja
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Figura 2 - Sobrevida dos pacientes com carcinoma de vesicula conforme a
expressdo da proteina p53
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Associacao da imunorreatividade p53 com aspectos clinicopatologicos e fatores prognésticos

Tabela 1 EUKEN U ER CRESTIEREN

Parametro N° de casos N° de p53 positivos (%) Valor de p

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

Idade 0,7*
< 50 anos 8 4 (40%)
> 50 anos 52 31 (59,6)

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

Estagio TNM 0,14*
Iell 9 3 (33)
MelV 51 32 (62,7)

Classificacao de Nevin 0,26*
Tell 8 3(37,5)
L IVeV 52 32 (61,5)

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

*Valores de p néo-significativos; Treferente aos 53 casos de adenocarcinoma.

Estudos imuno-histoquimicos que avaliam a expressao da proteina p53 no carcinoma
Tabela 2 QiERESWHE

Autores N°de casos  Positividade p53 (%) Anticorpo
Kamel et al.?V, 1993 30 14 (47) Policlonal 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) 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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relacionada com a progressao tumoral ou a disseminacado
metastatica, semelhante as observacoes de Ajiki et al.”” (em
48 pacientes). Roa et al.? relataram 45% de positividade do
p53 em 191 carcinomas de vesicula biliar, observando maior
positividade entre os carcinomas invasivos (122) do que
nas lesdes precoces (24). Entretanto, em razao do pequeno
nUmero de lesGes precoces avaliadas por esses autores, esses
dados devem ser avaliados com parcimoénia.

No nosso estudo ndo foram encontradas diferencas que
atingissem significancia estatistica em relacdo a expressao
da proteina p53 nos pardmetros progndsticos analisados.
Ajulgar pela magnitude de algumas diferencas observadas
(por exemplo, na classificacdo de Nevin: 38% e 62%) po-
deria se atribuir o achado nao-significativo, do ponto de
vista estatistico, ao pequeno tamanho da amostra (pequeno
ndmero de casos de tumor precoce), o que pode acarretar
um baixo poder estatistico.

Também nédo observamos associacdo entre o tempo
de sobrevida nos pacientes com auséncia ou presenca de
imunorreatividade p53, o que concorda com os achados
de Kim et al.'® e Ajiki et al.®.

O elevado indice de pacientes em que o diagnéstico
é tardio, aliado a curta sobrevida observada nesses pa-
cientes, demonstra o beneficio da deteccéo precoce desse
carcinoma e, 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 dessa neoplasia. No entanto, a preven-
¢édo priméria para o carcinoma de vesicula ndo parece ser
esperada em um futuro préximo®®. Mesmo sendo o tipo
e o grau histolégico fatores prognésticos Uteis, o estagio
da doenca é, provavelmente, o mais confidvel fator prog-
ndstico na opinido da maioria dos autores" 2. Pacientes
nos quais o tumor esta confinado a vesicula no momento
do diagnéstico apresentam melhor prognéstico do que
aqueles nos quais o tumor tenha se propagado ao figado ou
a linfonodos regionais, sendo que os melhores resultados,
em termos de sobrevida, sdo observados em pacientes com
carcinoma in situ ou precoce cujo diagndstico é feito em
espécimes retirados por colelitiase(".

Nossos dados, em uma amostra expressiva de 60 casos,
demonstraram ndo haver associacdo entre a expressao da
proteina p53 e a presenca de célculos biliares no CaVB
(Tabela 1). Recentemente, Misra et al.®?, avaliando apenas
20 casos de CaVB, relataram 70% de imunorreatividade
para proteina p53, observando significativa correlacéo
entre CaVB associado com célculos e hiperexpresséo do
p53. Relagdo inversa foi observada por Ajiki et al. em 48

casos estudados, sugerindo associa¢ao entre o CaVB sem
célculos e a mutacdo do gene p53, indicando diferentes
caminhos para a carcinogénese dessa neoplasia, sendo esta
influenciada ou né@o pelo estimulo dos célculos. Kamel et
al.® avaliaram 30 casos de CaVB néo observando signifi-
cancia estatistica na diferenca encontrada na presenca ou
na auséncia de célculos.

Yanagisawa et al.*9, em recente publicacdo, relatam que
o0 processo inflamatério esta associado a um aumento da
renovacdo celular, sendo as células danificadas eliminadas
por apoptose, concluindo que embora o dano no DNA
devido a colecistite cronica nao esteja completamente escla-
recido, o achado de hiperexpresséo da proteina p53 sugere
que a injlria genémica possa ocorrer, freqiientemente, nas
células epiteliais na colecistite cronica. Esse fato, associado a
proliferacdo, pode contribuir para a carcinogénese, embora
necessitem identificacdo desconhecidos co-fatores.

Atualmente, a hipétese proposta para a associacédo entre
a presenca de colelitiase e o CaVB é que, no nivel molecular,
o processo inflamatério cronico desencadeado pela presen-
ca dos célculos possa determinar, ao longo do tempo, a
ocorréncia de uma mutacdo alelo-especifica, ou seja, perda
da heterozigosidade do gene p53 e hiperexpressao da
proteina p53 mutante (inativa)©®. A partir dessa mutacao,
considera-se que possa resultar a transformacdo maligna
na mucosa da vesicula. Entretanto, na auséncia de célculos,
deve-se pressupor a existéncia de outros fatores que possam
desencadear a ocorréncia dessa mutacdo, sugerindo-se a
ocorréncia de diferentes mecanismos envolvidos na sua
patogénese. Muito embora essa associacao seja plausivel e
aceita, a prevencao dessa neoplasia através da colecistecto-
mia profilatica na colelitiase assintomatica, em populacdes
de alto-risco, ainda € assunto controverso®?,

Apesar das observacdes divergentes, parece haver con-
senso de que a mutacao do gene p53 deve desempenhar
papel crucial na carcinogénese da neoplasia maligna de
vesicula biliar. No entanto, com base em nossas observacdes
e na ampla revisao da literatura pertinente, realmente nao
parece haver associacdo da expressdo dessa proteina com
sexo, idade, grau e tipo histol6gico, presenca de célculos
biliares e os fatores progndsticos analisados.

Experimentos laboratoriais recentes tém demonstrado
que a inser¢do de um gene p53 normal em células tumorais
resulta em uma diminuicdo significativa da oncogénese.
Isso sugere que a insercdo de p53 normal em tumores de
pacientes portadores de cancer, usando abordagem de te-
rapia génica, pode, a principio, tornar-se uma possibilidade
de tratamento para essa neoplasia.
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