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RESUMO - Racional: O carcinoma de vesicula biliar apresenta mau prognéstico. O tratamento
de escolha é a resseccdo cirlrgica que esta associado a alta morbimortalidade. O melhor
conhecimento de fatores progndsticos pode resultar em melhor selecdo dos doentes para o
tratamento cirdrgico e multimodal. Objetivos: Avaliar a imunoexpressao tecidual das proteinas
P53, E-caderina, Cox-2 e EGFR e correlacionar com a sobrevida do adenocarcinoma de vesicula
biliar ressecado. Método: Os dados clinicos, laboratoriais, cirdrgicos e anatomopatol6gicos
de uma série de doentes operados por adenocarcinoma de vesicula biliar foram coletados.
A casuistica total foi de 42 doentes. A mediana de idade foi de 72 anos (35-87). Foram sete
homens e 35 mulheres. A distribuicdo da lesdo de acordo com TNM foi a seguinte: T1 (n=2),
T2 (n=5), T3 (n=31), T4 (n=4). Vinte trés doentes realizaram resseccdo radical (RO) enquanto
19 operacdo paliativa (R1-R2). Um bloco de tissue microarray foi confeccionado com tecido
neoplasico de cada doente. para avaliacdo da imunoexpressdo das proteinas P53, E-Caderina,
COX-2 e EGFR. Esses achados foram correlacionados com prognostico final dos doentes.
Resultados: A sobrevida estimada em cinco anos foi de 28%. A mediana de sobrevida
global foi de oito meses. Apenas a imunoexpressao da proteina EGFR foi considerada variavel
independente no progndstico dos doentes. Conclusé@o: Pior prognodstico teve relacdo com a
imunoexpressdo aumentada da proteina EGFR no tecido tumoral.

ABSTRACT - Background: Gallbladder carcinoma presents a dismal prognosis. Choice treatment
is surgical resection that is associated a high levels of both morbidity and mortality. Best
knowledgement of prognostic factors may result a better selection of patients either for
surgical or multimodal treatment. Aim: To evaluate tecidual immunoexpression of P53,
E-cadherin, Cox-2, and EGFR proteins and to correlate these findings with resected gallbladder
adenocarcinoma survival. Methods: Clinical, laboratorial, surgical, and anatomopathological
reports of a series of gallbladder adenocarcinoma patients were collected by individualized
questionary. Total sample was 42 patients. Median of age was 72 years (35-87). There were
seven men and 35 women. Lesion distribuition in according TNM state was the following:
T1 (n=2), T2 (n=5), T3 (n=31), T4 (n=4). Twenty-three patients underwent radical resection
(RO), while 19 palliative surgery (R1-R2). A block of tissue microarray with neoplasic tissue of
each patient was confected. It was performed evaluation of P53, E-Caderine, COX-2, and EGFR
proteins imunoexpression. These findings were correlated with overall survival. Results: Five-
year survival was 28%. The median of global survival was eight months. Only immunoexpression
of EGFR protein was considered independent variable at multivariated analysis. Conclusion:
Final prognosis was influenced by over-expression of EGFR protein in tumoral tissue.

INTRODUCAO

comum do trato digestério??. O tratamento curativo tem sido a

extirpacdo cirlrgica e embora os tumores precoces possam ser tratados
por colecistectomia simples, a grande maioria dos casos é ainda composta de casos
avancados, onde hepatectomia e linfadenectomia regional tornam-se imprecindiveis
para o aumento de sobrevida ou mesmo cura’!®. Embora tenha se observado
melhoria dos resultados cirtrgicos nas Ultimas décadas, a mortalidade pos-operatéria
especifica do CVB tem permanecido relativamente alta quando comparada outras
neoplasias gastrointestinais®. Como o ele é doenca de idosos que se apresentam
com multiplas doencgas associadas, mesmo atualmente tem-se observado alta
letalidade pds-operatdria?.

O melhor conhecimento de seus fatores prognésticos, assim como de sua
biologia tumoral parecem pertinentes, haja vista que poderiam se traduzir em
selecdo mais adequada dos enfermos que se beneficiariam com tratamento
cirrgico mais agressivo. Dessa maneira poderiam ser poupados riscos e gastos
desnecessarios, além de melhor auxilio na triagem do seu tratamento multimodal.
Diversos fatores prognésticos tém sido estudados, dentre eles os mais importantes
tem sido os clinicodemograficos, laboratoriais, cirirgicos e histopatolégicos’8202°,

Ocarcinoma de vesicula biliar (CVB) representa o sétimo cancer mais
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Em estudo prévio dos autores®, foram identificados
alguns desses fatores; no entanto, ndo foi estudada a
imunoexpressao de proteinas tissulares no tecido tumoral.
Na forma de "biomarcadores”, essas proteinas poderiam
ampliar ainda mais o espectro de conhecimento de seus
fatores progndsticos e, além disso, colaborarem de alguma
maneira para estudo de drogas especificas capazes de
atuar em determinados receptores. Recentemente em
relagdo ao prognostico do CVB pouco se tem publicado na
implicacdo prognostica das proteinas P531292325 E-caderina
(E-CD)1%, Cicloxigenase 2 (COX-2)1014 e Receptor de Fator
de Crescimento Epidérmico (EGFR)*6826,

O objetivo do presente estudo foi avaliar a
imunoexpressdo tecidual das proteinas P53, E-CD, COX-2
EGFR no tecido tumoral e correlaciona-las com fatores
clinicoepidemioldgicos, além de avaliar seu impacto na
sobrevida de doentes com diagnéstico de CVB ressecado
em um centro de referéncia terciario para tratamento de
cancer.

METODOS

Foi realizada andlise retrospectiva de diferentes
fatores prognosticos de 42 doentes tratados no Hospital do
Servidor Publico Estadual de S&o Paulo “Francisco Morato
de Oliveira” (HSPE-FMO) com diagnéstico confirmado
histologicamente de adenocarcinoma de vesicula biliar. O
periodo compreendido pelo estudo foi de janeiro de 1995 e
janeiro de 2006. Esse estudo foi aprovado respectivamente
por ambos comités de ética em pesquisa do HSPE-FMO sob
o nuimero de 121/09 e da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP) sob o numero 880/09. Todos doentes foram
respectivamente identificados pelos registro de cancer do
hospital (HSPE-FMO), além do Servico de Patologia. Foram
incluidos apenas doentes com adenocarcinoma, todos os
outros subtipos histolégicos foram excluidos da amostra.
Somente doentes que seguiram tratamento cirdrgico
foram considerados para anélise final. Tanto os doentes
submetidos a operacdo curativa (R0O) quanto os submetidos
a paliativas (R1-R2) foram incluidos nessa amostra. Doentes
com doenca metastatica também foram excluidos dessa
amostra. Toda informacdo extraida por meio de fichario
individualizado com protocolo foi utilizada para identificacado
de possiveis fatores prognosticos e consistiram na anélise
das seguintes variaveis: 1) clinicas (idade, sexo e indice de
massa corporea - IMC); 2) laboratoriais (niveis séricos de
albumina, bilirrubinas e de marcadores tumorais — Ca 19,9
e CEA); 3) cirlrgicas (tipo de operagdo, linfadenectomia,
perfuracdo da peca e transfusdo); 4) anatomopatoldgicas
(localizagdo, tipo macroscodpico, diagndstico incidental,
estagio TNM, grau de diferenciacdo, margens cirlrgicas
— radicalidade, embolizacdo linfatica ou vascular, invasdo
perineural, processo inflamatorio peri-tumoral e presenca de
necrose); e 5) imunoistoquimicas, ou seja, a imunoexpressao
em tecido tumoral das proteinas P53, E-caderina, COX-2 e
EGFR. A sétima edicdo do manual de estadiamento da AJCC-
TNM foi utilizada.

Quarenta e dois doentes foram identificados e
considerados a amostra desse estudo. Foram 35 mulheres
e sete homens. A mediana de idade foi de 72 anos (34- 87).
Quarenta doentes eram da raca caucasiana, enquanto dois
da negra. A mediana do indice de massa corpérea (IMC)
dos doentes foi de 30 kg/m? (18- 38). As variaveis clinicas
estudadas estdo demonstradas na Tabela 1.

A dosagem de albumina, bilirrubinas e marcadores
tumorais foi realizada no periodo pré-operatério. A
distribuicdo das dosagens séricas dos exames laboratoriais
estdo demonstradas na Tabela 2.

TABELA 1 - Variaveis clinicas

Numero de doentes 42
Género

Masculino 7

Feminino 35
Idade (anos)

Mediana 72

Variagao (34-87)
Raca

Caucasiana 40

Nao-Caucasiana 2
IMC (kgs/m2)

Mediana 30

Variacao (18-38)
Classificacdo ASA

ASA 1 22

ASA Il 12

ASA III 8
Caracteristicas clinicas

Colica biliar 14

Ictericia 13

Colecistite aguda 12

Perda ponderal 5

Colangite aguda 3

Pancreatite aguda 2
Modo de apresentacao

Incidental 34

N&o-incidental 8

TABELA 2 — Variaveis laboratoriais

Mediana (variacao)

Bilirrubinas (ng/dl) 0,7 (0,2-28)
Albumina (ng/dl) 3,5(1,3-4,7)
CEA (ng/dl) 4,5 (0,2-535)

CA 19.9 (ng/dl) 35,6 (1,2-24150)
Todos os doentes dessa série apresentavam
colecistolitiase e foram submetidos a colecistectomia sendo
que em 37 a via de acesso foi aberta, enquanto em cinco
laparoscédpica. Em 15 doentes, a colecistectomia foi realizada
como procedimento de urgéncia devido a complicagbes
da colecistolitiase em si, como colecistite aguda (n=12)
ou colangite (n=3). Em 19 doentes houve perfuracdo da
vesicula biliar sendo em 14 casos em operacdo de urgéncia,
enquanto em cinco em colecistectomias eletivas. Vinte e trés
doentes realizaram hepatectomia complementar além da
colecistectomia. Em 20 enfermos, a bissegmentectomia dos
segmentos IVB e V foi a resseccdo hepatica realizada, enquanto
em trés foi hepatectomia direita ampliada para segmento IV.
A hepatectomia foi realizada no mesmo ato da
colecistectomia em oito doentes (todas com diagndstico pré-
operatério por exame de imagem). Em contrapartida, em
15 doentes foi feita em segunda intervencdo, ou seja, apds
a colecistectomia (sendo a mediana de tempo da segunda
intervencao foi de 30 dias - 25-120). Dos 12 doentes operados
pela primeira vez em regime de urgéncia por colecistite aguda,
cinco realizaram hepatectomia complementar e outros sete
ndo seguiram devido a ébito pds-operatério (n=1), falta de
condicdes clinicas para reintervencdo (n=4) ou por se negarem
a realizar novo procedimento cirlrgico (n=2). Todos os trés
casos operados por colangite na urgéncia (colecistectomia
com drenagem a Kehr) devido a falha de seu tratamento por
via endoscdpica (CPRE), ndo realizaram resseccdo hepética
“a posteriori”, haja vista que todos faleceram por ocasido
dessas operacdes. Em 13 doentes, além da hepatectomia, foi
realizada resseccdo da via biliar principal supra-pancreatica até
a confluéncia dos ductos hepaticos associada a confecgdo de
anastomose biliodigestiva. As indicacdes da resseccdo da via
biliar foram margem comprometida do ducto cistico (n=8) ou
invasdo macroscépica do hepatocolédoco (n=2). Dois doentes
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ainda submeteram-se cada um a colectomia segmentar direita
(n=1) e gastroenteroanastomose (n=1).

Foi realizada linfadenectomia hilar em 27 doentes.
Destes, 25 realizaram operagdes com intencdo curativa,
enquanto outros dois foram operados paliativamente. O
tempo cirlrgico variou de 60 a 390 min com mediana de 220
min. As variaveis cirlrgicas estdo demonstradas na Tabela 3.
O tempo de internacdo variou de dois a 45 dias com mediana
de 15. Trinta e um doentes foram transfundidos. Observou-
se perfuracdo da vesicula biliar em 19 doentes no intra-
operatério. Houve complicacbes gerais pos-operatorias em
22 doentes (morbidade de 52%) sendo que em oito doentes
houve necessidade de reoperacao (20%). A complicacdo mais
comum foi fistula biliar (n=10) seguida de pneumonia (n=9) e
sepsis (n=7).

A mortalidade no pds-operatério imediato (até um més)
foi de 12% (n=5). As causas de &bito foram: complicacoes
infecciosas com sepsis (n= 4) e infarto agudo do miocardio
(n=1). Desses ébitos, quatro tinham sido operados em regime
de urgéncia devido a colangite (n=3) ou colecistite aguda
(n=1) sendo que em nenhum deles foi realizado qualquer
tipo de hepatectomia. Apenas um doente que foi submetido a
hepatectomia direita de maneira eletiva foi a ébito por choque
séptico no pods-operatorio devido a sequéncia de hemorragia,
abscesso hepatico e reoperacdo. Somente um doente dessa
série em estadio T3NIMO foi submetido a quimioterapia
adjuvante (Ultimo dessa amostra).

TABELA 3 - Variaveis anatomopatolégicas

Numero de doentes 42
Grau do tumor
I 18
/11 24
Estadio do tumor
T1 2
T2 5
T3 31
T4 4

Caracteristicas macroscopicas
Local da lesao:

Fundo 29
Colo 0
Infundibulo 8
Difuso 5
Tipo macroscépico
Papilifero-fungoide 11
Nodular
Infiltrativo 21
Ulcerado 4
Caracteristicas microscopicas
Invaséo peri-neural 27
Embolizacéo vascular 26
Embolizacdo linfatica 26
Inflamacéo peri-tumoral 13
Necrose 23
Perfuragao 19
Linfonodos
No 17
N1 19
Nx 6

O tumor foi encontrado mais frequentemente na
porcdo fundica da viscera (n=29), no infundibulo (n=8)
e difuso (n=5). O tipo macroscoépico mais comum foi o
esquirrosoinfiltrativo (n=21) seguido do vegetantexofitico
(n=11), nodular (n=6) e infiltrativoulcerado (n=4). Em
relacdo a radicalidade das operacdes baseada nas margens
cirdrgicas houve a seguinte distribuicdo: RO (n=20), R1 (n=16)
e R2 (n=6). Os tumores operados foram estadiados de acordo
com a classificagdo da sétima edicdo da AJCC-TNM (2010)
em relacdo ao grau de penetracdo na parede do 6rgao e

ao acometimento linfonodal. A distribuicdo em relacdo ao
T foi a seguinte: T3 (n=31), T2 (n=5), T4 (n=4) e T1 (n=2).
Dezenove doentes apresentavam linfonodos comprometidos.
Em relacdo ao grau de diferenciacdo celular dos tumores,
observou-se a seguinte distribuicdo: bem diferenciado (n=5),
moderadamente diferenciado (n=18) e pouco diferenciado
(n=19). Em relagdo as variaveis microscdpicas observadas na
microscopia (HE), elas estdo demonstradas na Tabela 4.

TABELA 4 - Andlise multivariada: modelo de riscos
proporcionais de Cox
p Odds Ratio  CI 95% to Exp(B)

Inferior Superior
Albumina (< 3ng/dl) 0,006 21,943 2,472 1947,51
Perfuragao da vesicula biliar 0,000 20,712 3864 111,010
Necrose 0,000 20,712 3,864 111,010
Imunoexpressao EGFR 0,000 8,903 2,653 29,875

Para analise imunoistoquimica foram utilizados quatro
biomarcadores pela técnica de estreptavidina-biotina-
peroxidase com os anticorpos monoclonais P53, E-Caderina,
COX-2 e EGFR. Foram utilizados os seguintes anticorpos
moclonais humanos: anti-P53 (Clone DO-7, Dako corporation,
Denmark), anti-E-caderina (clone NCL- E-Cad P, Novocastra
Corporation, Denmark) ambos na diluicdo de 1:40; além do
anti-COX-2 (Clone CX-294, Dako corporation, Denmark) e
Anti-EGFR (Clone EP38Y, Dako Corporation, Denmark), na
diluicdo de 1:1000. Os dois primeiros foram realizados no
Laboratério de Patologia da Universidade Federal de Sao
Paulo, enquanto os demais no Laboratério de Patologia do
Hospital do Cancer de Sdo Paulo (Hospital A.C. Camargo). Para
interpretacdo do painel imunoistoquimico foi considerado
positivo para os anticorpos em estudo o aparecimento da
cor marrom na area citoplasmatica ou nuclear da célula.
Foram usadas como controle positivo laminas contendo
cortes histolégicos comprovados anteriormente como
positivos para os marcadores a serem utilizados. A avaliacao
da imunoexpressdao das proteinas foi realizada no tecido
tumoral e na mucosa normal obtida das margens cirlrgicas
adjacentes ao tumor. Avaliou-se o percentual de células com
reacao positiva (400x) e aquelas com coloracdo duvidosa e as
nao-tumorais foram excluidas da avaliacdo dos marcadores.
Nas laminas usadas como controle negativo, subtraiu-se o
anticorpo primario da reacao.

Na avaliacdo da proteina P53 utilizou-se o método
preconizado por Wee et al *® onde se consideraram a
intensidade da marcacdo da coloracdo e o nimero de células
positivas. A intensidade da coloragdo variou de uma escala
de 0 a 3, sendo o 0 considerado negativo, 1 coloracéo fraca,
2 coloracao intermediaria e 3 coloracao forte. Em relacdo ao
numero de células positivas a escala também variou de 0 a
3, onde seguiu-se a seguinte distribuicdo: 0 correspondeu a
nenhuma das células neoplasicas coradas, 1 correspondeu
até 10 %, 2 de 10 a 50% e 3 correspondeu a mais de 50%
das células neoplasicas coradas. O escore definitivo foi dado
pelo numero da intensidade de colorogdo multiplicado
pelo numero referente ao indice de células coradas. Dessa
maneira o grupo negativo (0) foi definido quando resultado
do produto foi foi 0, de 1 até 3 foi considerado fracamente
positivo (1+), 4-5 foi moderadamente positivo (2+) e igual ou
maior que 6 foi fortemente positivo (3+).

Na avaliagdo da proteina E-Caderina utilizou-se o
método preconizado por Zhang et al.® onde também
consideraram-se a intensidade da marcacao da coloragdo e o
numero de células positivas. A primeira, variou de uma escala
de 0 a 3, sendo o 0 considerado negativo, 1 coloracdo fraca, 2
coloracgdo intermediaria e 3 coloragao forte. Na segunda, para
o numero de células positivas a escala também variou de 0 a
3, onde seguiu-se a seguinte distribuicdo: 0 correspondeu a
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menos de 5 % das células neoplasicas coradas, 1 de 5-25%,
2 de 26-50% e 3 a mais de 50%. O escore definitivo foi dado
pelo numero da intensidade de colorocdo multiplicado
pelo numero referente ao indice de células coradas. Dessa
maneira o grupo negativo (0) foi definido quando resultado
do produto foi O; de 1 até 3 fracamente positivo (1+); 4-5
moderadamente positivo (2+); e igual ou maior que 6
fortemente positivo (3+).

J& na avaliagdo da proteina COX-2 foi preconizado
o método descrito por Kim et all®> onde foi considerado
apenas a intensidade da marcacdo da coloragdo em escala
de 0 a 3, sendo o 0 considerado negativo, 1+ coloragdo fraca,
2+ coloracdo intermediaria e 3+ coloragdo forte.

Na avaliacdo da proteina EGFR, o método foi baseado
também na intensidade da marcagdo das células tumorais
que foi novamente dividida em quatro categorias de acordo
com estudo descrito por Kountarakis et al.'>em uma escala de
coloracdo que variou de 0 a 3. A distribuicdo considerada foi
a seguinte: 0 negativo onde nenhuma marcag¢do ou marcagdo
fraca de menos de 10 % das células tumorais; 1 + marcacdo
com intensidade fraca, em parte de seu citoplasma, em mais
de 10 % das células; 2+ marcagao completa do citoplasma de
intensidade fraca a moderada em mais de 10 % das células;
e 3 + marcacgdo de intesidade forte em mais de 10 % das
células (Figura 1).

FIGURA 1 - Fotomicrografia de mucosa vesicula biliar
neoplasica com imunoexpressdo positiva para
o marcador EGFR (Imunoistoquimica, 100x)

Dessa maneira, em relagdo aos achados de
imunoistoquimica foi possivel avaliar a imunoexpressdo
tecidual da proteina P53 em 41 doentes. A distribuicdo
segundo o escore de 0 a 3 foi a sequinte: 0 + = 4 casos,1 + =
10 casos , 2+ = 6 casos e 3+ = 21 casos. A imunoexpressao
tecidual de proteina E-Caderina foi possivel de ser avaliada em
40 doentes. A distribuicdo segundo o escore de 0 a 3 foi a
seguinte: 0 + = 9 casos,1 + = 15 casos , 2+ = 12 casos e 3+
= 4 casos. A imunoexpressao tecidual de proteina COX-2 foi
possivel de ser avaliada em 40 doentes. A distribuicdo segundo
o escore de 0 a 3 foi a seguinte: 0 + = 9 casos,1 + = 15 casos
, 2+ =12 casos e 3+ = 4 casos. J4 a imunoexpressao tecidual
de proteina EGFR foi possivel de ser avaliada em 39 doentes. A
distribuicdo segundo o escore de 0 a 3 foi a seguinte: 0 + = 19
casos,1 + = 9 casos, 2+ = 7 casos e 3+ = 4 casos.

Para avaliacdo da sobrevida global foi considerada a
data da operacdo até o ébito por cancer ou Ultima consulta
de seguimento. O seguimento ambulatorial foi considerado
até ultimo retorno ou morte. Os critérios progndsticos foram
representados pelos seguintes parametros: ocorréncia de
recidivas, mortalidade global, sobrevivéncia e tempo livre
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de doenca. A ocorréncia de recidivas nos doentes operados
com intencdo curativa foi constatada por meio de exames
complementares ou por laparotomia.

Para andlise estatistica, as curvas de sobrevida foram
estimadas usando o método de Kaplan-Meier e comparadas
se utilizando o teste de Log-rank. O modelo de riscos
proporcionais de Cox foi realizado para determinacdo das
variaveis significantes. Para analise entre as diferentes variaveis
entre si foi realizado o Teste de correlagdo ndo-paramétrica de
Spearman. Foi considerado para analise valor de p<0,05 como
estatisticamente significante. Todas as analises estatisticas
foram realizadas com a utilizacdo do software PASW statistics,
versao 18 (SPSS Inc, 2009).

RESULTADOS

A mortalidade global dos 42 enfermos com seguimento
completo até o final do estudo foi de 88 % (n=37). Um doente
teve causa de ébito ndo relacionada com a doenca (infarto
agudo do miocéardio aos 13 meses de seguimento) e nao
houve perda de seguimento na presente amostra. O indice
de sobrevivéncia foi dividido em periodos mensais, onde se
observou a seguinte distribuicdo: sobrevida até trés meses
(n=11); entre quatro a seis meses (n=9); entre sete a 12 meses
(n=12); entre 13 e 24 meses (n=4); e mais que 25 meses (n=8).

Em relacdo ao tempo livre de doenca, a maioria dos
doentes submetidos a operacdo evoluiu com recidiva (90%) e
apenas quatro (10%) nao (o tempo de seguimento variou de
18 até 120 meses). Dos doentes que apresentaram recidiva, o
sitio mais frequente foi o peritonio (n=12) seguido do figado
(n=8); em sete doentes a recidiva foi considerada multipla.

A média do tempo de seguimento dos doentes foi de
25,4 meses (1-120). Em relacdo aos doentes operados R1, a
média de seguimento foi de 36,4 meses (1-120). A mediana
global de sobrevida nessa série foi de oito meses, enquanto a
global em cinco anos, estimada pela Curva de Kaplan-Meier,
foi de 26,2% (Figura 2).

Andlise dos fatores prognosticos

Vinte e seis variaveis foram consideradas para analise
univariada como possiveis fatores progndsticos. Dentre elas,
apenas as que apresentaram significdncia menor que 0,1
foram triadas para analise multivariada. Foram estatisticamente
significantesnaandaliseunivariadaasseguintesvariaveis:albumina,
CEA, Ca 19,9, radicalidade, perfuracdo da peca, transfusdo,
localizacdo do tumor, estagio T e N, grau de diferenciacéo,
presenca de necrose, embolizagdo linfaticovascular, invasao
perineural, imunoexpressao da proteinas P53, E-CD e EGFR. No
entanto, ao ser realizada a analise multivariada, apenas quatro
variaveis se mantiveram como independentes em relacdo ao
prognostico final: nivel sérico de albumina, perfuracdo da peca,
necrose e EGFR (Tabela 4). O gréfico de sobrevida (Kaplan-
Meier), segundo as diferentes expressées da proteina EGFR, esta
demonstrado na Figura 2.

Correlagdo nao-paramétrica dos biomarcadores

Em relacdo a imunoexpressdo da proteina P53 foi
observado correlagdo direta com a de EGFR (p=0,002) e o
estddio N (p=0,0011). J& em relacdo a imunoexpressdo da
proteina E-CD foi vista correlagdo direta com o grau histolégico
(p=0,015) e padréo histoldgico esquirrosoinfiltrativo (p=0,03).
Em contrapartida, em relacdo a imunoexpressao da proteina
COX-2 foi observado correlacdo direta com niveis altos de
bilirrubinas (p=0,034), com a localizacdo da neoplasia no
fundo da vesicula (p=0,012) e com presenca de necrose
(p=0,002). Finalmente, em relacdo a imunoexpressdo da
proteina EGFR foi observado correlagdo direta com os niveis
séricos de marcadores tumorais CEA (p=0,004) e CA 19,9
(p=0,016), além dos estadiamentos T (p=0,016) e N (p=0,029).
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FIGURA 2 - A) Curva de sobrevida global (Kaplan-Meier) da
amostra global; B) Curva de sobrevida (Kaplan-
Meier) segundo a imunoexpressdo de EGFR

DISCUSSAO

Desde a primeira publicacdo realizada por Kamel et al.
em 1993 para se avaliar por imunoistoquimica a presenca de
expressdo da proteina p53 no CVB, pouco se tem estudado
sobre esse assunto, e os achados bastante varidveis. Além
disso, tem-se observado resultados controversos em relacdo
a associacdo dessa mutagdo com o préprio progndstico dos
portadores2?32,

Rocha et al® em casuistica de 60 doentes no Brasil
encontraram indice de positividade de 56,5% bem préximo
ao achado no presente estudo. Segundo estes autores, a
positividade de achado daimunoexpressdo da proteina p53 tem
variado entre 36,9-95%. As variacbes em diferentes casuisticas
podem ser explicadas por situacdes especificas como o tipo
de anticorpo utilizado, amostra de estudo e a propria maneira
utilizada na classificacdo. Casos mais avancados tendem a
ter maior positividade do que os precoces, sugerindo que a
imunoexpressao da proteina P53 no CVB seja associada a um
eventotardionacarcinogénese®.Roaetal.?* em casuisticade 191
casos, onde 45 % da amostra expressavam o P53, observaram
maior frequéncia da expressdo nas lesdes avancadas (n=122)
do que nas precoces (n=22). No entanto, devido a pequena
casuistica de lesdes precoces ndo puderam afirmar com certeza
esta correlagdo. O fato de ocorrer maior imunoexpressao em
casos avancados pode sugerir, como observado na presente
casuistica, maior associacdo ao estadiamento N (observado na
correlacdo ndo-paramétrica de Spearman) onde a variavel N
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foi associada com a imunoexpressdo positiva de P53. Talvez
esse achado possa estar correlacionado com estadiamento T3
ou T4, haja vista que esses casos foram a maioria absoluta da
presente casuistica e sabidamente apresentam maior grau de
comprometimento linfonodal que tumores T2 ou T1.

Na avaliagdo progndstica final de sobrevida, encontrou-
se correlacdo progndstica da expressdo de P53 apenas na
analise univariada; porém, essa associacdo ndo se manteve na
multivariada. Tanto Rocha et al.?® quanto Ajiki et al.t também ndo
encontraram correlacdo final com a sobrevida, mas semelhante
aopresenteachadoassérieseramfundamentalmente composta
de casos avancados. No entanto, Roa et al.Z encontraram sim
correlacdo prognostica com a imunoexpressao positiva de P53.
Assim novos estudos devem ser realizados tentar identificar se
a expressao de P53 esta ou ndo associada ao prognostico final
do CVB, independentemente pelo fato de estar associada aos
estadios mais avancados, como T3, T4 ou N+.

Na presente amostra houve correlacdo direta pelo teste
de Sperman entre a imunoexpressao da proteina P53 com a da
proteina EGFR. Essa associagdo permanece pouco entendida,
embora alguns estudos in vitro tenham demonstrado papel
importante no gene supressor de tumor P53 no controle
da angiogénese tumoral®’. Talvez, como a alta expressdo de
P53 pode estar associada aos estddios mais avangados e
com comportamentos biologicos agressivos, ocorra maior
tendéncia de tumores com perfil de maior expressdo de
EGFR, haja vista que se trata de proteina importante na maior
invasao local e metastatizacdo. No entanto, no CVB ndo tem
sido observado tal associacdo. Em contrapartida, no carcinoma
papilifero de tiredide Chen et al® observaram correlagdo
entre a imunoexpressao da proteina P53 com a da EGFR, ou
seja, houve co-superexpressdo que também coincidiu com a
presenca de linfonodos comprometidos, o tamanho do tumor
e estadiamentos mais avancados.

Também no presente estudo houve correlagdo entre a
proteina P53 com comprometimento linfonodal. Aijiki et al.
nao encontraram correlacdo entre a expressdao de P53 e a
disseminacao linfonodal. No entanto, mais recentemente, Shu
et al.?’ encontraram também a correlagdo entre a expressdo
da proteina P53 no CVB com metastases linfonodais; mas,
ao contrario do que foi observado no presente estudo, estes
autores observaram ainda correlagao entre a expressdo positiva
e o pior progndstico final.

As caderinas fazem parte das moléculas de adesdo
que sdo fundamentais para o processo de invasdo tecidual
e metastatizagdo. Existe escassa informacdo a respeito da
implicacdo progndstica da E-CD em relacdo ao CVB. Chang
et al2 em casuistica de 139 doentes com CVB encontraram
alta expressdo de E-CD em 96 doentes e diferenca de
mediana de sobrevida de 14 meses entre os doentes com e
sem expressdo dessa proteina. Na andlise multivariada, a alta
expressdo de E-Caderina foi fator protetor independente (p=
0,009). Adicionalmente, na correlacdo ndo-paramétrica houve
associagdo com o grau histoldgico, o estadio M e T. Ou seja,
quanto menor a expressao tecidual da E-caderina maior
proporcdo de tumores indiferenciados, de metastases (M) e
espessura de invasdo da viscera (T). No entanto, no presente
estudo nao foi achado qualquer correlacdo prognostica entre a
imunoexpressdo de E-CD com a sobrevida, assim como em Roa
et al.*. Houve correlagdo progndstica apenas na univariada,
e que ndo se manteve na univariada talvez pelo tamanho
amostral. Em contrapartida, constatou-se associacdo entre
a expressao de e-caderina com o grau histologico e padrdo
esquirrosoinfiltrativo.

Evidéncias atuais sugerem que o aumento de
prostaglandinas via super-expressdo de COX2 tem sido
encontradas no crescimento de diferentes neoplasias
humanas do trato digestério como cdlon, estbmago, eséfago
e menos reconhecidamente no CVB™. Kim et al.'* em amostra
coreana de 67 casos de CVB observaram associacdo com
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a superexpressao da COX-2 tanto com a sobrevida global
quanto com a sobrevida livre de doenca. Esses autores inclusive
também encontraram correlacdo com fatores sabidamente de
mau prognéstico, como invasdo vascular (p<0,011), linfatica
(p<0,001) e perineural (p<0,001), estadiamento TNM (p=0,001)
e morfologia nao-papilifera (p=0,003). Assim como em Legan
et al.* com casuistica de 56 casos de CVB, ndo se observou
nesse estudo associacdo com a sobrevida global. Na casuistica
deste autor, 29 doentes (51%) apresentaram imunoexpressao
positiva ao COX-2. A mediana de sobrevida observada naqueles
com expressao positiva foi 10,5 meses contra 18,3 meses dos
com expressdao negativa (p=0,06). No presente estudo, a
imunoexpressao foi considerada positiva em 16 doentes (40%)
e ndo houve associagdo com a sobrevida (p=0,289). No entanto,
a variavel em questao foi associada com a presenca de necrose
e com tumores com localizacdo fundica na vesicula. Embora
ndo tenha sido encontrada essas associacdes na literatura,
em relacdo a necrose ha associagdo logica, haja vista que a
expressao de COX-2 tem sido relacionada com marcadores de
angiogénese e neoformacao vascular, além de hipoxia tecidual
que podem estar associados a necrose.

EGFR e HER2 sdo receptores de tirosina quinase
decodificados por proto-oncogenes. Fatores de crescimento,
como o de crescimento epidérmico, se ligam a esses
receptores em seu dominio de ligagdo extracelular e iniciam
cascatas de sinalizacdo intracelulares, o que leva a proliferacdo
de células tumorais, migracao, invasao, resisténcia a apoptose
e angiogénese. Em um modelo de cancerizagdo experimental
alta propor¢do de ErbB-2(HER2) em ratos transgénicos
desenvolveram CVB, o que sugere papel da sinalizacdo do
ErbB-2 na carcinogénese biliart’2,

De maneira geral, a super-expressao de EGFR e HER2
em células tumorais tem sido associada com prognodstico
pifio; no entanto, paralelamente oferece opcdo terapéutica
- denominada de terapia-alvo - utilizarndo medicacbes
especificas cujo alvo sdo esses receptores’™?. Atualmente,
poucos estudos tém sido feitos para avaliar a imunoexpresséo
do EGFR no CVB, e variagdo de positividade imunoistoquimica
tem variado de 16-100%*6813152126 A super-expressao (2+ e 3+)
da presente amostra de 28 % foi proxima ao valor encontrado
por Hader et al.%, assim como Pignhochino et al.?' e representou
cerca de um terco do total de toda a sua casuistica.

Lee & Pirdas®® em 1995 foram os primeiros a descrever a
associacao de receptores de membrana EGFR no CVB e demais
tumores da via biliar, além da sua correlacdo com a displasia
de vesicula biliar e colecistite cronica calculosa. Nesse estudo
demonstraram 100% de super-expressdo em uma pequena
amostrade 13 doentes, o que levantou a hipotese dessa possivel
correlacdo. Segundo Leone et al.*®, a inflamagdo cronica biliar e
colestase levam a producéo de citoquinas e radicais livres, que
por sua vez causam lesdo celular e dano irreversivel ao DNA.
Esse processo leva a transformagdo maligna dos colangiécitos.
Além disso, a presenca de acidos biliares na colestase cronica
funcionalmente ativa a cascata do EGFR via transformacdo
do fator de crescimento alfa levando a ativagdo das vias que
promovem sobrevivéncia celular, proliferacdo e inibicdo da
apoptose, que representam 0s processos mais importantes
caracteristicos da colangiocarcinogénese. Assim ao que se
indica, existe intima relacdo na super-expressdo de EGFR com
a carcinogénese no CVB.

Kawamoto et al.2 em casuistica japonesa de 77 casos
de CVB observaram alta expressdo em 16%, o que leva
a crer que diferencas em determinadas amostras devam
ocorrer por motivos regionais, epidemioldgicos, do uso
de reagentes ou ainda classificacbes diferentes entre os
grupos. Posteriormente, Kaufman et al.® em pequena amostra
americana de 16 doentes observaram a super-expressao
em 75%; todos com imunoexpressao 3 + apresentaram-se
como tumores indiferenciados. Em contrapartida, naqueles
com imunoexpressdo 1+ houve nimero maior de tumores
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diferenciados. Os doentes com maior expressdo EGFR
apresentaram menor sobrevida, o que sugeriu pior prognostico,
embora ndo totalmente passivel dessa conclusdo em virtude
da pequena amostra. Recentemente, Sergeant et al.® ao avaliar
diferentes biomarcadores de hipdxia (VEGF, HIFlalfa, GLUTL,
GLUT3, CA9 e EGFR) no CVB em estudo com 34 doentes,
demonstraram alta expressdo em metade desses casos. A alta
expressao de EGFR foi associada na analise multivariada com a
baixa sobrevida global além de ser considerada como variavel
independente (p=0,04). Doentes com alta expressdo de EGFR
(>50%) apresentaram mediana de sobrevida de apenas 3,7
meses contra 15,8 meses naqueles com imunoexpressao
inferior a 50 %. O risco de morte nos doentes com EGFR
superexpresso foi de duas vezes e meia maior do que no grupo
controle (Odds-Ratio=2,50, IC 1,04-6,07), dados semelhantes
aos observados no presente estudo, onde a diferenca de
sobrevida entre os grupos com alta expressdo 2 e 3+ foi
respectivamente de quatro e trés meses comparado com 18
meses naqueles que ndo apresentaram imunoexpressdo para
EGFR ou ainda 14 meses nos que apresentavam escore de 1+.
A razdo de chances de 6bito nos doentes com alta expressdo
EGFR foi cerca de nove vezes maior do que naqueles com
expressao fraca ou nula.

No presente estudo também houve correlagdo nao-
paramétrica pelo teste de Spearman entre a alta expressdo de
EGFR e os niveis pré-operatorios de marcadores séricos CA 19,9
e CEA, assim como tumores em estadiamento mais avancados
da classificacdo TNM-UICC. Em relacdo aos marcadores séricos
CEA e CA 19,9 nao tem sido observada essa associagdo no
CVB. A correlacdo entre EGFR com o estadio TNM no CVB néo
tem sido observada na literatura, embora nos demais tumores
do trato digestdério, como colorretal’* e esofagico®®, essa
correlacao tem sido bem descrita.

Em suma foi observado correlacdo progndstica com
a imunoexpressdo da proteina EGFR, o que sinaliza que
novos estudos devam ser feitos para avaliarem melhor essa
associacdo. Se positiva, abre-se racional para sua inclusdo
rotineira na avaliagdo prognostica do CVB e, talvez, a indicagdo
do uso de terapia anti-EGFR (terapia-alvo).

CONCLUSAO

Pior prognostico teve relacdo com a imunoexpressao
aumentada da proteina EGFR no tecido tumoral.
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