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1. RESUMEN

El cancer de vesicula biliar es una neoplasia de alta malignidad, que se detecta
habitualmente en estadios avanzados y que afecta mayoritariamente a mujeres. Se ha
propuesto que la metaplasia seria el enlace entre la irritacion cronica de la vesicula
biliar y la displasia. Nuestro objetivo fue analizar la presencia de marcadores tumorales
conocidos, en lesiones de vesicula biliar que incluyen la secuencia metaplasia-
displasia-carcinoma

Para esto se seleccionaron casos con lesiones preneoplasicas (metaplasia) y
neoplasicas (carcinoma in situ y carcinoma invasor). La deteccion de cada marcador se
realizd utilizando anticuerpos monoclonales (receptor ErbB2, receptor de estrégeno,
CD10) y policlonales (catepsina D y calicreina-3/antigeno prostatico especifico) y el
método biotina/streptavidina-peroxidasa.

El analisis inmunohistoquimico mostré6 que ErbB2 estaba ausente en el epitelio
vesicular normal, pero se expresaba en casi la totalidad (91,66%) de las muestras con
metaplasia intestinal y con carcinoma in situ (90%), disminuyendo su frecuencia en el
carcinoma invasor (33%). En contraste, CD10 fue muy frecuente en el epitelio no-
metaplasico (100%), pero escaso en carcinoma in situ (12,5%) y carcinoma invasor
(8,3%). La expresion de catepsina D no sufri6 grandes cambios a través de la
secuencia estudiada. No se detectdé presencia del receptor de estrégeno ni de
calicreina-3/antigeno prostatico especifico en ninguna de las lesiones analizadas.
ErbB2 se localiz6 en toda la region basolateral de las células epiteliales mientras que
CD10 se concentré en la membrana celular apical. Por su parte catepsina D se observé
como una reaccion granular en el citoplasma apical (epitelio no-metaplasico y
metaplasico) o basal (carcinoma in situ) de las células epiteliales.

La alta frecuencia de expresion de ErbB2 en el epitelio metaplasico y con carcinoma in
situ sugiere que este receptor participa activamente en la proliferacion del epitelio de la
vesicula biliar.

Esta tesis fue financiada por el proyecto Fondecyt 1070398



SUMMARY

Gallbladder carcinoma is a malignant neoplasia, which is usually diagnosed, in
advanced stages and has a high incidence in women. It has been suggested that
metaplasia is the major response to chronic inflammation that leads to dysplasia. The
aim of this thesis was to use well established tumoral markers to elucidate the changes
that may occur during the sequence metaplasia-dysplasia-carcinoma.

For this purpose, precursor (metaplasia) and neoplastic (in situ and invasive carcinoma)
lesions of the gallbladder were selected. Tumoral markers were detected with the aid of
monoclonal (ErbB2 receptor, estrogen receptor, CD10) and polyclonal (cathepsin D and
kallikrein-3/prostatic specific antigen) antibodies and the biotin/streptavidin-peroxidase
technique.

Immunohistochemistry showed that normal non-metaplasic epithelium did not stain for
ErbB2, but it was highly expressed in metaplasia (91,66%) and in in situ (90%),
carcinoma to decrease in invasive carcinoma (33%). By contrast, CD10 was frequently
expressed by non-metaplasic epithelium (100%), but scarce in in situ (12,5%) and
invasive carcinoma (8,3%). Cathepsin D did not show great differences between the
distinct lesions analyzed. Both estrogen receptor and Kallikrein-3/prostatic specific
antigen were not detected in any of the samples included in the study. ErbB2 was
localized on the basolateral plasma membrane domain of epithelial cells whereas CD10
was only observed on the apical cell membrane. Cathepsin D displayed a granular
staining in the apical (non-metaplasic and metaplasic epithelia) or basal (in situ
carcinoma) cytoplasm of epithelial cells.

The high expression of ErbB2 in the epithelium with metaplasia and in situ carcinoma
suggests that this receptor may have a role in regulating the proliferation of gallbladder

epithelial cells.



2. INTRODUCCION

2.1. Generalidades

En Chile, el cancer es la segunda causa de muerte luego de las enfermedades del
aparato circulatorio, siendo responsable del 22% del total de muertes. En 1999 se
registraron 17.944 muertes en ambos sexos, con una tasa de mortalidad global de 119
por 100.000 habitantes. Diariamente fallecen 48 chilenos por cancer y se producen
36.000 hospitalizaciones y se diagnostican 30.000 nuevos casos de cancer al afio
(Departamento Epidemiologia Ministerio de Salud, Chile). Actualmente son escasos los
métodos de deteccion temprana para las neoplasias, existiendo solo contados
ejemplos: el antigeno prostatico especifico (PSA o Calicreina hK3) que permite detectar
el cancer de préstata; el método de Papanicolau que pesquisa células neoplasicas del
cuello uterino, etc. No obstante, existen muchas otras neoplasias en las que aun no se
puede realizar una deteccidén temprana y se desconocen los marcadores tumorales que

ellas expresan. Dentro de este grupo se encuentra el cancer de vesicula biliar.

2.2. Histofisiologia de la vesicula biliar

La vesicula biliar es un saco en forma de pera, situado en una depresion de la cara
posterior del higado. Tiene 7 a 10 cm. de longitud y habitualmente cuelga del borde
antero-inferior del higado. Morfolégicamente se divide en tres partes: el fondo, el cuerpo
0 porcién central, y el cuello. Su pared consiste en mucosa, muscular y adventicia. La
mucosa consta de un epitelio cilindrico simple, y una lamina propia que esta compuesta

de tejido conectivo laxo, fibras nerviosas, y vasos sanguineos y linfaticos. En la region



proximal al conducto cistico se observan invaginaciones del epitelio en la lamina propia,
formando glandulas tubuloacinares de luz amplia productoras de mucus. La muscular
se compone de fibras musculares lisas separadas por tejido conectivo fibrovascular y de
células fusiformes dendriticas en intimo contacto con las células musculares. Estas
células son CD117(+) y han sido interpretadas como células intersticiales de Cajal que
se cree podrian regular la contraccion o actuar como mediadores de la
neurotransmision. La adventicia esta compuesta por tejido conectivo laxo, vasos
sanguineos, linfaticos, nervios y tejido adiposo. El lado abdominal de la adventicia esta
recubierto por una serosa.

La vesicula biliar almacena y concentra la bilis y secreta mucinas a traves de las células
epiteliales y de las glandulas mucosas del cuello. Las comidas ricas en grasas y en
menor grado proteinas, estimulan la contraccidén de la vesicula biliar principalmente por
la accion de la colecistocinina, mientras que la contraccion durante el periodo
interdigestivo esta mediada por motilina. En contraste, somatostatina, una hormona
secretada desde el intestino y el pancreas, inhibe la contraccion de la vesicula biliar.

(Junqueira y Carneiro 2000; Macsween 2002).

2.3. Carcinoma de vesicula biliar

Es una neoplasia de alta malignidad, que infiltra precozmente los tejidos vecinos y que
es improbable de curar salvo cuando es encontrado como carcinoma in situ, situacion
en la que aun no hay invasion del estroma y que generalmente corresponde a un
hallazgo en vesiculas extirpadas debido a colecistitis aguda. En la mayoria de los

pacientes, el cancer de vesicula biliar ocasiona los primeros sintomas cuando la



enfermedad es ya invasora y por lo tanto incurable. En Chile las mujeres se afectan con
una frecuencia 3 a 4 veces mayor que los hombres y su incidencia aumenta con la edad
llegando a ser la primera causa de muerte por cancer en las mujeres mayores de 40
afos (Medina y Kaempffer 2000; 2001), con la tasa de mortalidad (12,5%) mas alta del
mundo (Lazcano y col 2001).

¢, Cuales son las causas de esta neoplasia? Aunque no puedan considerarse como
factores de riesgo, en el estricto sentido epidemiolégico por la falta de estudios, el sexo
femenino, la edad y la presencia de litiasis acompafian la neoplasia en la mayoria de los
casos. Se ha postulado que la litiasis desencadenaria una respuesta inflamatoria
continua con generacion de factores de crecimiento y que éstos ejercerian su efecto
sobre un epitelio dafiado previamente y con alteraciones en genes como p53, K-ras,
Bcl-2, MAPK y otros.

Al utilizar técnicas de biologia molecular, se ha observado que existen alteraciones
tanto de proto-oncogenes (Mikami y col 1999; Itoi y col 2000) como de genes
supresores de tumores (Itoi y col 1999; Quan y col 2001; Shi y col 2000).

Los trabajos descriptivos llevados a cabo hasta hoy muestran que, al igual que en otras
neoplasias, en el cancer de vesicula biliar se producirian alteraciones a distintos niveles
de la proliferacion y diferenciacion celular. Estos se acumularian durante la
carcinogénesis y la progresion tumoral produciendo lesiones que avanzarian
secuencialmente desde el tejido normal hasta llegar a la neoplasia. A favor de este
modelo se encuentra el analisis molecular de piezas de colecistectomia donde

coexisten las lesiones premalignas y el cancer invasor.



Se ha observado que las mutaciones de algunos genes tienen una alta frecuencia en el
area con carcinoma, menor frecuencia en la zona de lesiones precancerosas, y no se
las detecta en la region considerada normal (Arroyo 2003). Algunas de estas
mutaciones, como las del gen p53, son mas frecuentes en las neoplasias
indiferenciadas respecto de las mas diferenciadas, lo que sugiere que participarian no
s6lo en la carcinogénesis sino también en la progresion tumoral (Mikami y col 1999).
Dado que las mutaciones se producen con muy baja frecuencia, el cancer de vesicula
biliar requeriria de afios de carcinogénesis, siendo rarisima su presentacion antes de

los 35 afios de edad.

2.4. Las lesiones preneopléasicas y el cancer de vesicula biliar

Se conoce que la displasia y el carcinoma in situ preceden a la mayoria de los
carcinomas, pero poco se ha investigado acerca de la historia natural de estas lesiones
precursoras en la vesicula biliar. La mayoria de las displasias y los carcinomas in situ
son diagnosticados luego de una colecistectomia. Generalmente, la displasia y el
carcinoma in situ son encontrados en la mucosa, vecina a un carcinoma. Las vesiculas
que presentan solo displasia y carcinoma in situ provienen de pacientes 15 y 5 afios
mMas jovenes, respectivamente, que aquellos con carcinoma invasor.

Una de las lesiones que ha recibido atencion recientemente es la metaplasia que
aparece en algunas areas de las vesiculas con carcinoma. Inada y col. (1989)
observaron una transicion gradual entre metaplasia, displasia y cancer, y una mayor
frecuencia de metaplasia intestinal en las vesiculas con cancer que en aquellas con

colecistitis cronica. También determinaron que la mucina CPS lll, que se encuentra



preferentemente en las glandulas piléricas, estaba en las células tumorales del 50% de
los canceres. Asi, tanto metaplasia intestinal como antral, parecen ser importantes
como lesion predisponente. Se ha postulado que la posible secuencia de eventos que
tendria lugar hasta desarrollar un carcinoma seria la siguiente: epitelio normal +
calculos biliares — inflamacion crénica — metaplasia (en respuesta al dafo) —
displasia — carcinoma (Mukhopadhyay y Landas 2005). Siendo esta secuencia la mas
aceptada, es necesario conocer los elementos que gatillan estos cambios,
considerando que cuando aparece la displasia el proceso se torna irreversible. En este
sentido, proteinas como lisozima estan ausentes en la mucosa normal, pero se
expresan en areas de metaplasia antral y en criptas de posible naturaleza metaplasica
temprana (Aroni y col. 1984). Previamente se habia descrito la presencia de esta
enzima en glandulas pseudopildricas de vesiculas con colecistitis cronica y su ausencia
en vesicula normal o en colecistitis sin glandulas pseudopiléricas (Van den Oord y col.
1983).

Estudios recientes muestran que la mucina MUC1 se expresa en tumores originados a
partir de diversos 6rganos humanos y podria funcionar como una molécula anti-
adhesion, favoreciendo la metastasis. Varios estudios han demostrado que MUC1 esta
fuertemente relacionada con la progresion del tumor, no solamente en neoplasias de
origen gastrointestinal, sino que también en cancer de vesicula biliar (Ghosh y col
2003). Estos autores observaron que la expresion de MUCL1 era significativamente mas
alta en las células tumorales de la vesicula biliar, que en células de vesicula normal o
inflamada. Ademas, la expresion citoplasmatica de MUC1 se asociaba con un mal

prondstico y estaba relacionada significativamente con la invasion linfatica y metastasis



en noédulos linfaticos. En contraste, otra mucina denominada MUC2 se expresaba
raramente en carcinomas de la vesicula biliar, siendo detectada Unicamente en las
células caliciformes presentes en el area del carcinoma (Kashiwagi y col 2001).
Ademas, se ha visto que la frecuencia de MUC2 aumenta en paralelo a la
transformacion neoplasica, vesicula sin displasia (47%), displasia (75%), y carcinoma in
situ (100%), pero disminuye en el carcinoma invasor (58%) (Sasaki y col 1999).

En otro estudio se evaluo la expresion fenotipica gastrica en epitelio de vesicula biliar
con cancer y epitelio vecino no neoplasico utilizando métodos inmunohistoquimicos
para pepsindgeno | y Il (marcadores de células glandulares piléricas normales),
encontrandose que la tincibn para pepsindgenos | y/o Il era mas frecuente en
adenocarcinomas de tipo papilar y tubular con un 80% y 76% respectivamente, siendo
en general observada mas frecuentemente la tincion para pepsinégeno Il que para
pepsindgeno | (Tatematsu y col 1988).

La expresion de moléculas de adhesion también parece estar alterada en adenomas,
displasias, y carcinomas. Es asi como se ha observado que en carcinomas existe un
aumento en la expresion de ICAM-1, CEA (antigeno carcinoembrionario), y CD44v6 y
una disminucién de o/B/y catenina y CD99. Diversos estudios sugieren ademas que
algunas de estas moléculas participarian en la progresién y metastasis de los
carcinomas de vesicula biliar (Choi y col 2004). La expresion de CEA en la vesicula es
alta en los carcinomas y baja en el tejido no tumoral, por o que una reaccién negativa
determina ausencia de cancer con un 100% de especificidad y una reaccion fuerte es

81% especifica para neoplasia (Roa y col. 1991).



La expresion de proteinas que participan en la regulacion del ciclo celular también ha
sido evaluada. Se ha observado sobre-expresion de p53 en 65.4% de los carcinomas,
44.7% de carcinomas in situ, y 32.4% de las displasias, mientras que ésta no se
observo tanto en epitelio normal como en epitelio metaplasico de la vesicula biliar
(Wistuba y col. 1996). Estudios mas amplios indican que la expresion de p53, pRb
(proteina de retinoblastoma), ciclina D1, el inhibidor p27, y el antigeno Ki-67 estan
alteradas en carcinomas y adenomas de la vesicula biliar, pero no en metaplasia (Xuan
y col. 2005).

Dado que el carcinoma de vesicula biliar tiene una mayor incidencia en mujeres,
también se ha analizado la presencia de receptores de estrégeno (RE) en el epitelio de
la vesicula biliar. A la fecha se han definido dos tipos de receptores, RE a 'y B, siendo el
tipo a el mas estudiado. En un estudio se demostro la presencia de RE-a en un 19.4%
de los casos de colelitiasis, 33.3% de polipos epiteliales, 53.8% de adenomas, y 22.8%
de los adenocarcinomas. También se vio que la incidencia de inmunoreactividad de
receptores de estrogeno en las lesiones con metaplasia (polipo epitelial, adenoma, y
carcinoma con cambios metaplasicos) fue significativamente mas alta que en las
lesiones sin metaplasia (polipo epitelial, adenoma, y carcinoma sin cambios
metaplasicos). Estos autores concluyeron que el RE esta presente en la mucosa de la
vesicula biliar en varios estadios de la enfermedad y sugieren que su presencia estaria
relacionada a la metaplasia de la mucosa (Yamamoto y col. 1990).

Por dltimo, las infecciones de la vesicula biliar se han asociado con la bacteria
denominada Helicobacter hepaticus. Pradhan y col. (2004) asociaron los cambios

histopatoldgicos de las vesiculas con colelitiasis a infeccion por H. hepaticus.
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Sorprendentemente, se encontré que el 82% de los adenocarcinomas tenia infeccion
por H. hepaticus. Por otra parte, Apostolov y col. (2005) detectaron la presencia de
Helicobacter pylori especifico para las citotoxinas CagA y VacA dentro de las células
epiteliales de la vesicula. Por lo que cabe la interrogante de cual seria el rol de H. pylori
en pacientes con colecistitis cronica.

Por los antecedentes antes mencionados y dado el creciente aumento y pobre
sobrevida que tiene el cancer de vesicula biliar en Chile, es que decidimos estudiar esta
neoplasia utilizando marcadores ya caracterizados en otras neoplasias para evaluar su
comportamiento en el epitelio no-metaplasico (sin alteraciones metaplasicas),
metaplasico, con carcinoma in situ, y con carcinoma invasor.

Los marcadores seleccionados fueron ErbB2, Catepsina D, Receptor de Estrogeno
(RE), Calicreina-3 (PSA/hk3), Endopeptidasa neutra (CD10), los cuales se
correlacionaron con el marcador de proliferacion celular Ki-67.

En relacion a los marcadores seleccionados, éstos estan estudiados principalmente en
carcinoma de mama (ErbB2, Receptor de Estrégeno y Catepsina D), prostata (PSA/hk3)

y carcinoma renal de células claras (CD10).

2.5. Receptores de Estrégenos y ErbB2

Los estrégenos son hormonas esteroidales que regulan el crecimiento, diferenciacion, y
la funcidon en un amplio rango de tejidos blanco. Su efecto biologico esta mediado por
receptores especificos para estrogenos (RE) a y B que son miembros de una gran
superfamilia de receptores nucleares (Bjornstrom y Sjoberg 2005). Cabe destacar que

el RE-a es el mas estudiado, que se descubrié primero y el que se utiliza normalmente
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para el tratamiento de los pacientes con cancer de mama, por lo que en adelante
cuando se hable de receptor de estréogeno se asumira que se trata de RE-a.

En el cancer de mama se ha definido el significado de la expresion del RE y las
decisiones que se tienen que tomar a continuacion. La expresion del RE es un factor de
buen prondstico e indica que las funciones celulares dependen de estrogeno a pesar de
la transformacion neoplasica (Poblete 2001). Es asi como los canceres de mama han
sido clasificados en RE (+) o (-), en donde los primeros tienen una mejor tasa de
sobrevida que los que son RE (-), y asi los pacientes con RE (+) son buenos candidatos
para ser sometidos a terapia hormonal con el antagonista Tamoxifeno para interrumpir

la funcion del RE (Gross y Yee 2002).

En lo que respecta a vesicula biliar existen algunos trabajos en donde se ha estudiado
este receptor; es asi como en un trabajo se evalu6 el estado de RE y no se observé
asociacion con sobrevida o con manifestaciones clinicopatolégicas (Malik y col 1998).
De la misma forma Ko y col (1995) al analizar los RE en cancer de vesicula biliar no
encontraron ninguna asociacion estadistica ni tendencia en relacion a sexo, etapa del
tumor, o tipo histologico; solamente 3/25 especimenes se tifieron débilmente positivos
(<15% tincion nuclear) y los otros 22/25 junto con las vesiculas normales no
presentaron tincidon. Sin embargo, en otro estudio se observo que el RE era mas
frecuentemente expresado en vesiculas biliares con adenocarcinomas moderada y
pobremente diferenciados que en aquellos bien diferenciados (Nakamura y col 1989).
Ademas se ha visto que la presencia de RE esta relacionada a la mucosa con

metaplasia (Yamamoto y col 1990). Por su parte, Sumi y col (2004) estudiaron el RE a 'y
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B en muestras de carcinoma de vesicula biliar, encontrando que el REa era positivo en
3/11 regiones no cancerosas, y en 2/26 regiones cancerosas, por lo que concluyeron
que no habia diferencias significativas en la positividad del REa. Sin embargo,
observaron que la expresion del REB se reducia en carcinoma, respecto del epitelio
normal en donde estaba altamente expresado. Debido a esto concluyen que la
disminucion del REB puede ser usado como un marcador predictivo de pacientes con

pobre sobrevida.

Asi como el RE es considerado un marcador de buen prondstico en el cancer de mama,
ErbB2, es considerado de mal prondéstico. Este proto-oncogen pertenece a la familia de
receptores tirosina quinasa conocidos como familia ErbB que incluye a cuatro
receptores homologos: el receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR/ErbB1/HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3), y ErbB4 (HER4) (Jost y col
2000). Estos receptores se activan por dimerizacion (homo o hetero) después de su
union al ligando. No obstante, su activacidon es muy compleja por cuanto existe un gran
namero de ligandos, secretados en forma autocrina, que a su vez se unen a mas de un
receptor. ErbB2 esta sobre-expresado en un 20-30% de los carcinomas de mama y su
sobre-expresion esta asociada a una mayor agresividad de la neoplasia, disminucion de
la expresion de RE y aumento de la resistencia a terapia endocrina (Reese y Slamon
1997; Pritchard y col 2006). A pesar de que los tumores con sobreexpresion de ErbB2
no respondian a las terapias tradicionales, se encontré que si lo hacian a la droga
denominada Trastuzumab (Herceptin®, 1988). En el 2001 se aprobd el uso diagnostico

del test inmunohistoquimico Herceptest (Dako), con el cual se determina el grado de



13

sobre-expresion de ErbB2 en el tejido y se determina si el paciente deberia recibir este
tratamiento.

En los trabajos en que se ha estudiado ErbB2 en vesicula biliar, se ha encontrado
tincion positiva en adenomas (40%) y en carcinomas (25%), no asi en vesiculas con
colecistitis cronica o con carcinomas in situ (Chaube y col 2006). A su vez Kalekou y
Miliaras (2004) encontraron expresion de ErbB2 en carcinoma in situ (28%), en
carcinoma bien diferenciado (25%), y en carcinoma moderada y pobremente
diferenciado (29%). Como conclusion Chaube y col (2006) postulan que ErbB2 podria
tener un rol importante en la iniciacion del tumor pudiendo ser usado como un marcador
importante de las lesiones premalignas. Por su parte, Kalekou y Miliaras (2004) cree

que ErbB2 podria estar implicado en la evolucién del carcinoma de vesicula biliar.

2.6. Catepsina D

Esta es una enzima que pertenece a la familia de las aspartil proteasas, y que se
encuentra en lisosomas y diferentes vesiculas pre lisosomales y endosomales de la
mayoria de las células humanas; tiene por funcién degradar proteinas por proteélisis en
grandes cantidades dentro de estos compartimentos. (Liaudet-Coopman y col 2006).

En el cancer de mama existen resultados contradictorios en cuanto a la utilidad de
catepsina D como posible marcador de agresividad. Por un lado Castiglioni y col (1994)
al evaluar los niveles de catepsina D, B, y L en 80 carcinomas de mama y compararlos
con indicadores del comportamiento agresivo del tumor, no observaron ningun tipo de
asociacion. En cambio, Roger y col (1994) sugieren que la sobre-expresion de

catepsina D en cancer de mama se correlaciona con los ensayos citosolicos y por lo
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tanto, continuaria siendo una buena variable independiente para estimar el prondstico
del tumor. El papel de catepsina D en el cancer de mama no ha sido aun dilucidado.
Aunque se ha descrito que catepsina D podria ser considerado un indicador de la
agresividad del tumor tanto en humanos como en ratones aun no se puede concluir si
es un factor de buen o mal prondstico. En lo que respecta a vesicula biliar existe
solamente un reporte de un paciente japonés de 80 afios con carcinoma
adenoescamoso que mostro tincion difusa para catepsina D en las células tumorales
que consistian en un epitelio columnar atipico pseudoestratificado, parecido al epitelio

foveolar gastrico (Nishihara y col 1995).

2.7. Antigeno prostéatico especifico/Calicreina-3 (hk3)

El antigeno prostatico especifico (PSA/hk3) es una serina proteasa, considerada a la
fecha el mejor marcador de cancer de prostata, ampliamente usado en la investigacion,
diagnostico y monitoreo de la progresion de la neoplasia, y de la respuesta a la terapia.
Fisiologicamente PSA/hk3 tiene una funcion en la disolucién del gel del semen recién
eyaculado, a través de proteolisis especifica de semenogelin y fibronectina (Peehl
1995). Recientemente, se ha identificado PSA/hk3 en la mama normal, hiperplasica y
cancerosa; en este sentido se le considera un indicador prondstico favorable en el
cancer de mama y su sintesis es generalmente menor en el tejido neoplasico que en el
tejido normal o hiperplasico (Diamandis y Yu 1995; Yu y col 1995).

En lo que respecta a vesicula biliar, no existe informacion previa en donde se analice o

demuestre la presencia de este marcador.
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2.8. Endopeptidasa neutra/Encefalinasa/Antigeno CALLA/CD10

CD10 ha sido usada como una herramienta en el diagnostico de leucemia aguda y
ciertos linfomas malignos (antigeno CALLA). Recientemente, se ha demostrado que es
expresado en una variedad de tumores no hematopoyéticos, incluidos el carcinoma
renal, carcinomas del tracto gastrointestinal y genitourinario, y sarcoma endometrial
estromal (Chu y Arber 2000). En el rifidn se ha sugerido que la funcién de CD10 seria el
clivaje de péptidos encargados en la autorregulacion del metabolismo del agua y sodio,
especialmente a nivel del tubo contorneado proximal. De ahi que se considere a esta
enzima como un marcador especifico de carcinoma celular renal o de células claras
(Gafford y col 1983; Avery y col 2000).

En la vesicula biliar normal se ha detectado la expresion de CD10 en la membrana

apical del epitelio vesicular (McIntosh y col 1999; Aust y col 2004; Nagata y col 2007).
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2.9. Hipétesis

“La Metaplasia es una lesion precursora del cancer de Vesicula Biliar”

2.9.1. Objetivos

A) Objetivo General

» Caracterizar inmunohistoquimicamente el cancer de vesicula biliar y las lesiones

preneoplasicas que lo preceden.

B) Objetivos especificos
» Determinar los patrones de inmunotincion de marcadores tumorales, que han
sido considerados de valor para otras neoplasias, en vesiculas normales, con
lesion preneoplasica (metaplasia), carcinoma incipiente o in situ y carcinoma
invasor.
» Determinar si existe una expresion diferencial de alguno de los marcadores
utilizados en el epitelio normal, preneopléasico, y en el carcinoma de vesicula

biliar.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Pacientes

Un total de 40 casos de vesiculas biliares con carcinoma y lesiones preneoplasicas,
diagnosticados en el periodo 2003-2006, fueron seleccionadas desde los archivos del
Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Base de Valdivia. Los casos tenian el
siguiente diagnéstico fundamental o primario: (i) mucosa normal o sin metaplasia (5); (ii)
metaplasia mixta (16), metaplasia pilorica o antral focal (4), metaplasia intestinal (1); (iii)
carcinoma incipiente o in situ (2); (iv) carcinoma invasor (12). De los 40 casos
estudiados, 36 correspondieron al sexo femenino y solo 4 fueron de sexo masculino,
fluctuando entre 28-80 afios las mujeres y 50-86 afios los hombres, con un promedio de

55y 64 afos respectivamente (Tabla 1).

3.2. Procesamiento de las muestras

Las muestras fueron fijadas en solucién tamponada de formol al 10% y se procesaron
por el método histolégico corriente, que consiste en la deshidratacién en alcoholes
ascendentes e inclusion en parafina. Posteriormente, a partir de cada bloque de tejido
se realizaron cortes de 5 uym de espesor, que mas tarde fueron montados en
portaobjetos tratados con 3-Aminopropyltrithoxysilane (Polysciences Inc. USA) para
obtener una mejor adherencia del tejido. Una vez preparados los cortes, se realizdé una
tincion corriente con hematoxilina-eosina para analizar y verificar las caracteristicas

histopatolégicas de cada muestra antes de realizar la técnica inmunohistoquimica.



Tabla 1.

Antecedentes clinicos

Casos | Edad Sexo Diagnostico General
1 57 F Sin metaplasia

2 59 F Sin metaplasia

3 71 F Sin metaplasia

4 29 F Sin metaplasia

5 57 F Sin metaplasia

6 49 F Metaplasia pilorica focal
7 45 F Metaplasia pilorica focal
8 55 F Metaplasia pilorica focal
9 37 F Metaplasia pilorica focal
10 59 F Metaplasia mixta

11 41 F Metaplasia mixta

12 42 F Metaplasia mixta

13 80 F Metaplasia mixta

14 31 F Metaplasia mixta

15 55 F Metaplasia mixta

16 32 F Metaplasia mixta

17 59 F Metaplasia mixta

18 41 F Metaplasia mixta

19 60 F Metaplasia mixta

20 51 F Metaplasia mixta

21 69 F Metaplasia mixta

22 28 F Metaplasia mixta

23 64 F Metaplasia mixta

24 74 F Metaplasia mixta

25 57 F Metaplasia mixta

26 33 F Metaplasia intestinal
27 54 F Carcinoma in situ

28 53 M Carcinoma in situ

29 50 M Carcinoma invasor
30 86 M Carcinoma invasor
31 76 F Carcinoma invasor
32 68 M Carcinoma invasor
33 57 F Carcinoma invasor
34 55 F Carcinoma invasor
35 70 F Carcinoma invasor
36 78 F Carcinoma invasor
37 72 F Carcinoma invasor
38 68 F Carcinoma invasor
39 40 F Carcinoma invasor
40 72 F Carcinoma invasor

18
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3.3. Anticuerpos

Se utilizaron tanto anticuerpos monoclonales como policlonales obtenidos de distintos
laboratorios (Tabla 2). Todos los anticuerpos fueron diluidos de la misma manera
usando buffer Tris-HCI 50 mM pH 7,8 conteniendo albumina de bovino libre de
inmunoglobulinas al 0,1%. Con el objeto de determinar las mejores condiciones para
cada anticuerpo, se usaron controles positivos como rifion humano (CD10), cancer
mamario (ErbB2, receptor de estrogeno y catepsina D), y prostata (PSA/hk3). En estos
tejidos se probaron diferentes diluciones de cada anticuerpo y dependiendo del
anticuerpo, se realizd recuperacion antigénica mediante tratamiento del tejido con

microondas (Tabla 2).

3.4. Inmunohistoquimica y técnica biotina/streptavidina-peroxidasa

Los cortes de tejido fueron desparafinados e hidratados usando una bateria de etanol
que tenia concentraciones crecientes de agua. Ademas fueron tratados con metanol
absoluto y agua oxigenada al 5% para inhibir la actividad pseudoperoxidasa, debido a
que esta puede provocar alteraciones en los resultados. Previo a la incubaciéon con los
anticuerpos para CD10, receptor de estrogeno y Ki-67, los cortes fueron tratados
ademas con la técnica de recuperacion de antigenos con microondas. La técnica

utilizada fue la siguiente:

=

Desparafinado de los cortes con dos cambios de xilol (15 min c/u)

2. Lavado con etanol absoluto (6 min)

w

Inhibicién de pseudoperoxidasa enddgena con metanol absoluto (10 min)

4. Hidratacién progresiva en etanol de 96%, 70% y 50% (6 min) y agua corriente
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5. Inhibicion de pseudoperoxidasa endogena con H,O, al 5% (10 min)

6. Recuperacion de antigenos con microondas en buffer Citrato 10 mM pH 6,0
(optativo, ver Tabla 2)

7. Incubacion con anticuerpo primario en bafio termorregulado a 22°C por 18-20 h

8. Incubacion con segundo anticuerpo biotinilado (30 min)

9. Incubacion con streptavidina-peroxidasa (30 min)

10.Revelado con 3,3’ diaminobenzidina (5 min, Kit Dako, USA)

11.Tincién de contraste con hematoxilina de Harris

12.Deshidratacion en etanol de 70 (6 min), 96 I, 96 Il (10 min c/u) y 100 I, 100 I
(15 min c/u).

13. Aclaramiento en xilol I y 1l (6 min c/u) y montaje con balsamo de Canada.

Después de la incubacion con cada anticuerpo, los cortes fueron lavados con buffer

Tris-HCI 50 mM pH 7,8 tres veces durante tres minutos cada vez.

3.5. Recuperacion de antigenos mediante microondas

Cuando fue necesario se realizo recuperacion antigénica mediante el calentamiento de
los cortes a 90°C en un horno de microondas. Como buffer de recuperacion se uso
buffer citrato 10 mM pH 6.0, recomendado por los fabricantes de los anticuerpos
utilizados para este efecto. El buffer citrato se preparé disolviendo 2,1 gr de acido citrico
monohidratado en 900 ml de agua destilada y luego ajustando a pH 6.0 con NaOH

(aprox. 13ml de NaOH 2M). Finalmente se afor6 a 1000 ml.
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Para realizar la recuperacion antigénica se utilizd6 un depdsito de mayor tamafio que
funciona como bafio maria y que contiene a un recipiente de menor tamafo con el
buffer y con una sonda de temperatura que se conecta al horno de microondas (Prolab,
Santiago, Chile). Se calienta el buffer con los cortes en su interior hasta alcanzar una
temperatura de 90°C (aproximadamente 5 min), y se mantiene a esa temperatura por 7
0 15 min (Tabla 2). Cumplido el tiempo de recuperacion se deja enfriar la solucion por

aproximadamente 20-30 min antes de comenzar con la técnica inmunohistoquimica.

Tabla 2. Anticuerpos utilizados
Anticuerpo Laboratorio Clon Microondas | Dilucion

CD10 Novocastra 56C6 (IgG) Si (7min) ® | 1:450
Catepsina D Dako Policlonal (conejo) No 1:8000
PSA/hk3 Dako Policlonal (conejo) No 1:4000
ErbB2/HER2neu | Novocastra 10A7 (1gG) No 1:200
RE Dako 1D5 (IgG) Si (7min) 1:150
Ki-67 Dako Policlonal (conejo) Si (14min) 1:200

@ |_a recuperaci6n antigénica se realizé utilizando buffer citrato 10 mM pH 6.0 a 90°C.

CD10, Endopeptidasa neutra; PSA/hk3, Antigeno prostatico especifico/calicreina-3; RE,
Receptor de estrégeno; ErbB2/HER2neu, Receptor tirosina quinasa de la familia ErbB; Ki-67,
Proteina mitética Ki-67.
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3.6. Evaluacion de la inmunotincién

La interpretacion de la inmunotincion fue hecha por dos observadores, y se evaluo el
epitelio de superficie, el epitelio metaplasico y el carcinoma in situ e invasor de la
vesicula biliar.

El criterio usado para evaluar la inmunoreactividad para el anticuerpo ErbB2 en la
vesicula biliar se realizé6 modificando el protocolo Herceptest descrito para el cancer de
mama Yy se describe con detalle en la Tabla 3. Para estimar el indice de proliferacion
celular se utilizo el anticuerpo Ki-67 y la reaccion se evaluo en tres campos escogidos al
azar. En cada uno de estas areas se contaron cien células y se cuantificaron las células
marcadas (nudcleo de color café) y no marcadas (nucleo tefiido de azul por la
hematoxilina). Para todos los demas anticuerpos soOlo se considerd la presencia

(positivo) o ausencia (negativo) de la tincion sin evaluar la intensidad de la reaccion.
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Tabla 3. Interpretacion de la tincién para ErbB2.

Escala de cuantificacién  Patréon de coloracion *)

0 No se observa coloracion

Al menos el 10% de las células presentan
1+ reaccion y esta se observa solo en segmentos de
la membrana basolateral

Al menos el 10% de las células presentan
2+ reaccion que abarca gran parte de la membrana
basolateral

Existe reacciéon en mas del 10% de las células

3+ .
gue delinea toda la membrana basolateral

@ |a reaccién para ErbB2 en el epitelio vesicular esta polarizada a la membrana basolateral y
nunca incluye a la membrana apical.
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4. RESULTADOS

Del total de 40 vesiculas biliares seleccionadas desde la Histoteca del Servicio de
Anatomia Patoldgica del Hospital Base de Valdivia, 36 de ellas provenian de pacientes
de sexo femenino con un rango de edad entre 28 y 80 afios (promedio 55 afios) y solo 4
casos eran de sexo masculino con un rango de edad entre 50 y 86 afios (promedio 64
afos) (Tabla 1).

A pesar de que en un principio se hizo la seleccion de manera de tener igual nUmero de
casos para cada una de las lesiones, con el paso del tiempo, a medida que se hicieron
las pruebas inmunohistoquimicas, se vio que en la gran mayoria co-existian dos o mas
lesiones, como mucosa metaplasica asociada a carcinoma invasor o carcinoma in situ.
En la practica es dificil encontrar muestras con ausencia de metaplasia en el epitelio de
superficie, debido a que en la mayoria de los casos los pacientes han sido intervenidos
por procesos inflamatorios crénicos o han sufrido litiasis por un tiempo mas o menos
prolongado. En cuanto al carcinoma in situ también se hace complicado obtener
muestras en que ésta sea la lesion epitelial Unica dado que muchos pacientes
consultan cuando la neoplasia ya esta avanzada y el carcinoma in situ esta asociado a
metaplasia y/o carcinoma invasor. Por lo tanto, en las muestras seleccionadas
generalmente se encontraron de manera simultanea varias lesiones. Una de estas
lesiones es la metaplasia, término que se utiliza para denotar el cambio de un epitelio
por otro, generalmente en respuesta a cambios del medio externo. En la vesicula biliar

se ha descrito que la metaplasia puede ser de tipo intestinal o pilorica, dependiendo de
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si el epitelio modificado se asemeja al epitelio intestinal o al epitelio del piloro. Cuando
ambos tipos de metaplasia co-existen se le denomina metaplasia mixta.

Dentro de la secuencia de eventos que sufre el epitelio de la vesicula biliar y que
conlleva a la neoplasia, se han descrito una serie de transformaciones que se iniciarian
con la metaplasia y contindan con displasias de distinto grado. Por este motivo se
considerd importante determinar la expresion de diferentes marcadores conocidos,
siguiendo la secuencia de eventos que finalizarian en una neoplasia de tipo invasor.
Dentro de esta secuencia se consider0 etapas como el epitelio metaplasico, el
carcinoma in situ, y el carcinoma invasor, teniendo como comparacion de normalidad al
epitelio no metaplasico. La reactividad de cada uno de estos marcadores se comparoé
con la presencia de Ki-67, un marcador de proliferacion celular.

Como primera aproximacion se analizo la reactividad para cada anticuerpo en cada uno
de los 40 casos seleccionados (Tabla 4), evidenciandose mas claramente la co-
existencia de las distintas lesiones y la existencia de diferentes patrones de tincion en
cada una de ellas. Posteriormente, se seleccionaron areas representativas de cada
lesion y se evalué nuevamente la presencia o ausencia de reaccion, el patron de
inmunotincion y se compararon con el indice de proliferacion que existia en cada una de

ellas.

4.1. Expresion de ErbB2
La interpretacion de la inmunoreactividad presente en el tejido para este marcador se

hizo de acuerdo a lo explicado anteriormente en la seccion de Materiales y Métodos
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(Tabla 3) y que se basé en una modificacion del protocolo HercepTest aplicado en el
cancer de mama.

Cabe mencionar que en los casos en que se observo tincion, esta se localizo en la
membrana de las células epiteliales, mas concretamente en la membrana basolateral
de las células que constituian el epitelio de superficie metaplasico o con carcinoma in
situ. Los compartimientos basolateral y apical, en estas células epiteliales polarizadas,
estan delimitados por las uniones estrechas que unen a cada una de las células del
epitelio de superficie. Este patron de reaccion para ErbB2, motivé que se modificara el
protocolo descrito en el cancer de mama donde se considera como positiva la reaccion
que se presenta en todo el perimetro de la membrana celular.

De las muestras consideradas, 27/39 presentaron inmunoreaccion en un rango de 1+ a
3+ y se encontrd que en los casos no metaplasicos 1/5 fue ErbB2 positivos (Tabla 4).
No obstante, un analisis detallado mostré que esta reaccion se presentaba en un area
del epitelio de superficie con metaplasia intestinal.

En los casos con diagnostico fundamental o primario de metaplasia mixta (es decir
intestinal y antral o pilorica), metaplasia pilorica focal y metaplasia intestinal, 20/20
presentaron tincion. En estas lesiones se observo que la reaccion se presentaba
exclusivamente en las zonas con metaplasia intestinal y no en relacion con la
metaplasia pilérica (Tabla 4; Fig. 1). Para los dos casos de carcinoma in situ el 100%
presento inmunotincidbn para este marcador, mientras que para carcinoma invasor,
disminuyo considerablemente el nUmero de casos positivos (4/12) (Tabla 4). Ademas se
pudo observar que en donde co-existian carcinoma in situ e invasor, este ultimo era

levemente positivo en comparacion con carcinoma in situ (Fig. 1).



27

Se puede concluir que la tincion se encontré principalmente en las zonas con
metaplasia intestinal y con carcinoma in situ, mientras que en el epitelio no metaplasico
y con carcinoma invasor, esta tincion estuvo ausente o disminuyé sustancialmente (Fig.

2)
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Tabla 4. Resultado inmunohistoquimico de los casos estudiados con los
distintos anticuerpos.
Caso CD10 PSA/hk3 | CatD RE ErbB2 | Diagnéstico Primario
1 + - ND - 0 sin metaplasia
2 ND - + - 0 sin metaplasia
3 + - + - 0 sin metaplasia
4 + - + - 1+® | sin metaplasia
5 + - + - 0 sin metaplasia
6 ND - + - 1+ metaplasia pilorica focal
7 + - + - 1+ metaplasia pilorica focal
8 +@ - - - ND metaplasia pilorica focal
9 - - +@ - 3+ metaplasia pilorica focal
10 +© - +@ - 1+® | metaplasia mixta
11 + - +@ - 3+® | metaplasia mixta
12 - - + - 3+@ | metaplasia mixta
13 +@ - + - 1+® | metaplasia mixta
14 + - +@ - 2+@ | metaplasia mixta
15 + - +@ - 2+@ | metaplasia mixta
16 +@ - +® - 3+® | metaplasia mixta
17 ®) - - - 1+® | metaplasia mixta
18 + - +@ - 2+@ | metaplasia mixta
19 + - +@ - 2+@ | metaplasia mixta
20 - - +@ - 2+@ | metaplasia mixta
21 - - +@ - 2+@ | metaplasia mixta
22 + - + - 2+@ | metaplasia mixta
23 + - +@ - 3+® | metaplasia mixta
24 +@ - +@ - 2+® | metaplasia mixta
25 +@ - +@ - 1+® | metaplasia mixta
26 +@ - + - 3+ metaplasia intestinal
27 - - + - 3+ Carcinoma in situ
28 - - + - 3+ Carcinoma in situ
29 - - + - 0 Carcinoma invasor
30 - - + - 0 Carcinoma invasor
31 - - + - 1+ Carcinoma invasor
32 - - + - 0 Carcinoma invasor
33 - - + - 0 Carcinoma invasor
34 +@ - + - 3+ Carcinoma invasor
35 - - + - 3+ Carcinoma invasor
36 + - + - 0 Carcinoma invasor
37 - - + - 0 Carcinoma invasor
38 - - - - 0 Carcinoma invasor
39 - - + - 0 Carcinoma invasor
40 - - + - 2+ Carcinoma invasor

ND, no disponible; +, presencia de tincién independiente de su intensidad; -, ausencia de tincion

@ tincion en zona de metaplasia intestinal
®) tincién en zona de metaplasia pilorica

© tincién en zona de displasia



Metaplasia intestinal

Ca mvas%-;_..,.#

el
- "!. g
‘,'.."' s

L

i‘ -
Pl «\ e
¢ -
o |
: 4 < o
- LY . -

| e el 2 ‘
- - 4 - " .
ol Tals 1 - o5
: I '..!.-.. .:_" 3 L
- L

Ca mvas

Yy
|.l|
rl‘ Y.‘

29

Fig 1. Inmunoreactividad para ErbB2 en lesiones precursoras y neoplasicas de la
vesicula biliar. A, B. La tincion estd asociada a la metaplasia intestinal y no a la
metaplasia pilorica (P) adyacente. C, D. Epitelio con carcinoma in situ en un caso de

carcinoma invasor.
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Fig 2. Inmunoreactividad para ErbB2 en lesiones precursoras y neoplasicas de la
vesicula biliar. La reaccion es intensa en el epitelio biliar con metaplasia intestinal y
con Ca in situ. Ca, Carcinoma.
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4.2. Expresion de CD10

Estudios previos habian observado que CD10 (endopeptidasa neutra, encefalinasa o
antigeno CALLA) se expresaba normalmente en el ribete en cepillo de los enterocitos
del intestino delgado, en la membrana apical de los tabulos proximales del rifidén, en
precursores celulares linfoides, en el epitelio glandular de la prostata y en el epitelio de
la vesicula biliar entre otros (Mcintosh et al 1999).

Nuestros resultados mostraron que en la vesicula biliar la inmunoreaccion para CD10
se localiz6 en la membrana apical de las células epiteliales, o sea en la porcién de
membrana que esta por sobre las uniones estrechas.

Las muestras con epitelio vesicular normal (no metaplasico) presentaron una alta
proporcion de tincion (4/4), mientras que en los casos de metaplasia que involucraban
metaplasia mixta, metaplasia pilérica focal o metaplasia intestinal pura, 15/20 fueron
CD10 positivos (Tabla 4). Para estas lesiones se volvid a observar que la reaccion se
presentaba mayoritariamente en zonas con metaplasia intestinal y no en las con
metaplasia pilorica (Fig. 3). Sin embargo, existieron casos aislados en donde se
observo tincion en zonas de metaplasia pilorica (Fig. 3).

Llamo la atencion la disminucion drastica de reaccion cuando se analiz6 los casos con
carcinoma, ya sean in situ o invasores dado que sélo se observo tincidon en dos casos
de carcinoma invasor, correspondiendo uno de ellos a un adenocarcinoma tubulopapilar
moderadamente diferenciado que presentaba reaccidn en algunas areas del tejido
(Tabla 4; Fig. 4).

En conclusién la tincién apical para CD10 predomind en zonas con metaplasia

intestinal, y en el epitelio no metaplasico y disminuyé cuando existia neoplasia (Fig. 5).
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Fig 3. Inmunoreactividad para CD10. A-C. Reaccién en zonas con metaplasia pilorica
(P). D, E. Ausencia de reaccion en zonas con metaplasia pilorica (P). MI, metaplasia
intestinal.
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Fig 4. Expresion de CD10 en carcinoma invasor. La muestra corresponde a
adenocarcinoma tubulo-papilar, moderadamente diferenciado, focalmente positivo.



Fig 5. Inmunoreactividad para CD10 en lesiones precursoras y neoplasicas de la
vesicula biliar. La inmunoreactividad disminuye en paralelo al avance de la
transformacion neoplasica. Ca, carcinoma.
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4.3. Expresién de catepsina D

Esta proteasa ha sido localizada en lisosomas y diferentes vesiculas pre lisosomales y
endosomales de la mayoria de las células humanas, teniendo por funcién degradar
proteinas en grandes cantidades dentro de estos compartimentos (Liaudet-Coopman y
col 2006).

En la vesicula biliar se observé una tincidon citoplasmatica de tipo granular que se
agrupaba en la parte apical del epitelio vesicular, posiblemente en granulos que podrian
corresponder a lisosomas o a compartimientos acidos de la célula. Del total de casos,
36/40 resultaron ser catepsina D positivos, de estos la inmunoreaccidn estuvo
practicamente presente en todas las lesiones estudiadas (Tabla 4; Fig 6).

No obstante, se observaron diferencias en la distribucion intracelular de catepsina D en
las células epiteliales que constituian el epitelio vesicular ya sea no metaplasico,
metaplasico o con carcinoma in situ. Cuando el epitelio era no metaplasico, catepsina D
se observ6 formando un conglomerado bien definido en la zona apical de la célula, no
asi en el epitelio con metaplasia intestinal donde se localizaba también en un patron
granular, pero mas desordenado, ademas en algunas zonas se perdia la reaccion (Fig.
7).

En los casos con metaplasia mixta, predomind la tincibn en zonas con metaplasia
intestinal por sobre aquellas con metaplasia pilorica (Fig. 7). Un hecho interesante fue
que cuando un epitelio atipico, fuertemente positivo para Catepsina D, cambiaba a
carcinoma in situ, la expresion de Catepsina D disminuia considerablemente y ademas

se relocalizaba en la region basal de las células neoplasicas (Fig. 8).
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En resumen, cuando el epitelio es no metaplasico y metaplasico, Catepsina D se
localiza en la region apical de las células epiteliales mientras que cuando se desarrolla

un carcinoma in situ se desplaza hacia la porcion basal de la célula.
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No Metaplasico

F e

Fig 6. Inmunoreactividad para Catepsina D en lesiones precursoras y neoplasicas
de la vesicula biliar. Ca, Carcinoma.
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No metaplasico

o ta intestinal | D Metaplasia intestinal

Fig 7. Inmunoreactividad para Catepsina D en epitelio no metaplasico y con
metaplasia intesinal. En E se muestra la pérdida de inmunoreaccion (flecha) en un
area de epitelio con metaplasia intestinal. P, Metaplasia pilorica.
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Fig 8. Inmunoreactividad para Catepsina D. A. Transicion de un epitelio con atipias
(A) de grado leve, positivo para catepsina D, a uno con carcinoma in situ (IS), con
escasa inmunotincion concentrada en la region basal de las células (flechas). B y C.

Mayor aumento de A.



40

4.4. Receptor de Estrogeno y Antigeno prostatico especifico/Calicreina-3 (hk3)

Tanto en el epitelio no metaplasico, como en las lesiones no invasoras (metaplasia y
carcinoma in situ) e invasoras existi6 ausencia de reaccion para ambos marcadores.
Los controles realizados simultaneamente en tejido prostatico y en cancer de mama
presentaron tincion para antigeno prostatico especifico/calicreina-3 y receptor de

estrogeno respectivamente (Fig. 9y 10).
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% B, SN
Fig 9. Expresion de Calicreina-3/PSA. A-C, Imagenes ampliadas de los recuadros
mostrados a la derecha. A y B. Distintas zonas de la pared de la vesicula biliar. C.

Cancer de prostata (control positivo).
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Fig 10. Expresion del Receptor de Estrégeno. A-C. Imagenes ampliadas de los
recuadros mostrados a la derecha. A, carcinoma invasor, B, metaplasia mixta, C,
cancer de mama (control positivo).
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4.5. Distribucion comparativa de los marcadores estudiados, en el epitelio normal,
preneoplasico y en el carcinoma de vesicula biliar

Dado que en la mayor parte de los casos co-existia mas de una lesidon, se
seleccionaron areas representativas de cada una de ellas, a saber metaplasia intestinal,
carcinoma in situ y carcinoma invasor. Luego se volvié a evaluar la presencia o
ausencia de cada uno de los marcadores utilizados y se les compar6 con el antigeno de
proliferacion celular Ki-67 en zonas equivalentes (Tabla 5). La inmunohistoquimica ha
sido ademas usada como una herramienta importante para la cuantificacion de la
proliferacion celular existente en un tejido. Entre las proteinas caracteristicas destaca el
antigeno nuclear Ki-67 que se expresa exclusivamente en las células que entran al ciclo
celular (fases G1, S, G, y mitosis) pero no en Go. Por lo tanto, su expresion proporciona
una medida directa de la proliferacion existente en un tejido. (Ross y col 1995).

Se comprob6 que ErbB2 se expresaba esencialmente en el epitelio vesicular con
metaplasia intestinal (92%) y con carcinoma in situ (90%) para disminuir su frecuencia
en el carcinoma invasor (33%). La alta expresion de ErbB2 durante las etapas de
metaplasia y carcinoma in situ sugieren que este receptor participaria en el proceso de
proliferacion celular. El alto nUmero de células marcadas para el antigeno Ki-67, en
estas dos lesiones, parecen reafirmar esta idea (Tabla 5; Fig. 11). En contraste, la
expresion de CD10 disminuyd en paralelo con el proceso de malignizacion, siendo muy
frecuente en el epitelio no-metaplasico (100%), pero escaso en el carcinoma in situ
(12,5%) e invasor (8,3%). En cambio, catepsina D presenté un alto nivel de expresion
en practicamente todas las lesiones analizadas. En ninguno de los estadios analizados

se detectd PSA/calicreina-3 o receptor de estrogeno (Tabla 5; Fig. 11).



Tabla 5. Inmunoreactividad comparativa para los diferentes marcadores
segun el tipo de lesién
Lesion
Marcador Metaplasia
No Metaplasico b Ca In situ Ca Invasor
Intestinal
ErbB2 0/5 (0%) 22/24 (91,66%) 9/10 (90%) 4/12 (33%)
CD10 4/4 (100%) 15/20 (75%) 1/8 (12,5%) 1/12 (8,3%)
Cat D 4/4 (100%) 20/22 (90,90%) | 8/9 (88,88%) | 11/12 (91,66%)
RE 0/5 (0%) 0/24 (0%) 0/10 (0%) 0/12 (0%)
PSA/hk3 0/5 (0%) 0/24 (0%) 0/10 (0%) 0/12 (0%)
Ki-67(%) 0,10 (10,11%)* 0,37 (36,65%)* | 0,37 (37,4%)* | 0,42 (42,12%)*

Cat D, Catepsina D, CD10, Endopeptidasa neutra; PSA/hk3, Antigeno prostético especifico; RE,
Receptor de Estroégeno; ErbB2, Receptor perteneciente a la familia ErbB; Ki-67, Proteina
mitotica Ki-67.

( )* Porcentaje de células positivas en campos de 100 células (40X), cada valor representa el
porcentaje promedio de los casos positivos para cada lesion. Ca=Carcinoma.
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Fig. 11. Frecuencia de inmunoreaccion para los distintos anticuerpos comparado
en paralelo con Ki-67.
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En la figura 12 se puede observar la inmunoreactividad para Ki-67 en las lesiones
estudiadas y se aprecia claramente el aumento de células marcadas junto con la
progresion de la lesion; también se observo que las zonas con metaplasia intestinal
eran positivas mientras que no lo eran las areas con metaplasia pilorica (Fig. 13).

Finalmente, a modo de resumen se presenta un esquema representativo de la

inmunoreaccion para catepsina D, CD10, y ErbB2 en las lesiones estudiadas (Fig. 14).



Fig 12. Inmunoreactividad para el antigeno Ki 67 en lesiones precursoras
neoplasicas de la vesicula biliar. P, Metaplasia pilérica; Ca, Carcinoma.

47



Fig 13. Inmunoreactividad para el antigeno Ki 67 en areas de metaplasia mixta.
MI, Metaplasia intestinal; P, Metaplasia pilorica.
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Fig. 14. Esquema representativo de la reaccion de los distintos anticuerpos en

cada una de las etapas estudiadas.
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5. DISCUSION

El propoésito de este trabajo fue evaluar en la vesicula biliar, marcadores utilizados de
manera rutinaria en neoplasias de otras localizaciones. Estos marcadores se ocupan
para determinar estrategias a seguir en cuanto a tratamiento, pronéstico, agresividad o
seguimiento de la enfermedad. De esta manera, se estudio su expresion en las lesiones

precursoras y neoplasicas de la vesicula biliar.

5.1. ErbB2

ErbB2 o HER2/neu es un proto-oncogene que codifica una proteina de membrana con
actividad tirosina kinasa y que pertenece a la familia de receptores ErbB (Jost y col
2000). Estos receptores son muy importantes dado que regulan la proliferacion,
diferenciacion y sobrevivencia, de las células normales. La amplificacién del gen ErbB2
se ha relacionado con un curso agresivo del cancer de mama, y recientemente su
correspondiente receptor es un blanco terapéutico para aquellos pacientes en los que
éste se sobreexpresa (Hatanaka y col 2001).

En la vesicula biliar con metaplasia y carcinoma in situ la reaccion para ErbB2 se
localiz6 como ha sido descrito en otros tejidos en la membrana celular de las células
epiteliales, pero estuvo restringida al dominio basolateral de la célula. La localizacién
basolateral de los receptores ErbB permitiria que estos medien sefiales entre el
mesenquima y el epitelio para la proliferacién celular.

Lo interesante de este receptor fue que estaba ausente en el epitelio no metaplasico

(normal), pero aparecia con gran intensidad en el epitelio con metaplasia intestinal y
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con carcinoma in situ. Extrafiamente, su expresion se redujo considerablemente o
desaparecio en las vesiculas biliares con carcinoma invasor. En general, estos
resultados estan de acuerdo con lo descrito en la mama donde la expresion de ErbB2
esta restringida al carcinoma ductal in situ, mientras que en el tejido mamario normal o
en las lesiones benignas, incluyendo hiperplasia no existe expresion de este receptor
(Pavelic y col 1992). De igual modo, la frecuencia de ErbB2 en el cancer invasor
también se reduce casi a la mitad de la existente en el carcinoma in situ (Martinis y col
2006). La expresion de ErbB2 en carcinomas ductales in situ de la mama se ha
asociado a una rapida proliferacion (Van de Vijver y col 1988). Estudios previos con
este marcador, realizados siguiendo el protocolo Herceptest, concluyeron que ErbB2
era raramente expresado en el cancer de vesicula biliar, una observacion similar a la de
esta tesis. No obstante, el trabajo de estos autores estuvo restringido al carcinoma sin
analisis de la metaplasia y del carcinoma in situ (Matsuyama y col 2004). La tasa de
inmunoreaccion descrita por ellos esta posiblemente disminuida debido a que en el
protocolo Herceptest un valor de 1+ se considera negativo, sin embargo cabe recordar
que en la vesicula biliar con metaplasia intestinal y con carcinoma in situ la reaccion se
observd polarizada a la zona basolateral, por lo que utilizar en este tejido el mismo
protocolo que en la mama no parece adecuado.

Concluimos que este marcador esta sobre-expresado en las etapas de metaplasia
intestinal y carcinoma in situ del cancer de vesicula biliar, un hallazgo que podria ser de

importancia para realizar un diagnéstico temprano de la enfermedad.
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5.2. CD10

CD10, neprilisina o antigeno de leucemia linfoblastica comun aguda (CALLA), es una
endopeptidasa neutra de la superficie celular que inactiva péptidos bioactivos como
glucagon, encefalinas, sustancia P, neurotensina, oxitocina, y bradicinina entre otros
(Gafford y col 1983).

El estudio inmunohistoquimico mostré que, a diferencia de ErbB2, que se localizé en la
zona basolateral de las células del epitelio vesicular, CD10 se observé solo en la
membrana apical de las células epiteliales. Ademas se encontré mayoritariamente
presente en el epitelio normal y con metaplasia intestinal, disminuyendo notoriamente
en el carcinoma in situ y en el carcinoma invasor, en donde practicamente desaparecio
Su expresion.

CD10 es una enzima que se expresa en un amplio rango de 6rganos, en este sentido
se ha demostrado con anterioridad que esta presente en diferentes tejidos normales
como precursores linfoides, ribete en cepillo de los enterocitos, glomérulo y tabulo
proximal, células mioepiteliales de mama, células estromales de endometrio, y epitelio
glandular de la préstata, membrana apical del epitelio vesicular y también en neoplasias
no hematopoyéticas (Mcintosh y col 1999; Chu y Arber 2000).

En este trabajo CD10 se expresa intensamente en el epitelio normal, de la vesicula
biliar, pero desaparece paulatinamente a medida que este se transforma hacia la
malignidad. Fue interesante constatar que a pesar de no existir tincion en el carcinoma
in situ e invasor, se observo reaccion focal en un caso de adenocacinoma tubulopapilar
moderadamente diferenciado. La reaccion para CD10 estaba asociada a las areas mas

diferenciadas mientras que las zonas adyacentes menos diferenciadas permanecian sin
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tincion. Este hecho parece afirmar que la expresiéon de CD10 esta relacionada a la

normalidad del epitelio y desaparece gradualmente cuando el epitelio se transforma.

5.3. Catepsina D

Catepsina D es una aspartil-proteasa que tiene otras funciones aparte de la enzimatica
propiamente tal. Estudios previos sefialan que catepsina D tiene actividad mitogénica
tanto en células normales como neoplasicas y que ademas actia en forma paracrina
regulando la actividad de fibroblastos y células endoteliales en las que estimula la
respuesta angiogénica (Berchem y col 2002; Liaudet-Coopman y col 2006). Por otra
parte, catepsina D tiene un efecto dual en la apoptosis dado que puede bajo
determinadas circunstancias prevenir o actuar como un mediador clave de la apoptosis
inducida (Berchem y col 2002; Liaudet-Coopman y col 2006).

Nuestros resultados mostraron que la frecuencia de inmunoreaccion para esta enzima
fue préacticamente similar en los distintos tipos de alteraciones preneoplasicas y
neoplasicas que se estudiaron. En otras palabras la enzima estuvo siempre presente en
las células epiteliales, independiente de si el epitelio era no-metaplasico (normal),
metaplasico, con carcinoma in situ o existia invasion de la lamina propia. Esta
observacion sugiere que la presencia de la enzima no estaria relacionada a la lesion
existente independiente de si la célula es normal o tumoral. En este sentido, seria
completamente diferente a CD10 la cual es abundante en el epitelio no-metaplasico
(normal), pero disminuye gradualmente hasta desaparecer en el carcinoma invasor.

Por su parte Saku y col (1990) al estudiar la incidencia de catepsina D en el cancer

gastrico encontraron que esta enzima se expresaba en todas las muestra de mucosa



normal analizadas (21/21), disminuia en la mucosa con metaplasia intestinal (7/20) y
aparecia nuevamente en todos los casos de adenocarcinoma pobremente diferenciado
(4/4) o de carcinoma de células en anillo de sello (2/2) y en el 50% de adenocarcinoma
tubular moderadamente diferenciado (3/6). En cambio, displasia, adenocarcinoma
papilar, tubular bien diferenciado y mucinoso eran negativos para catepsina D. En este
sentido asumieron que la ausencia de catepsinas D y E en lesiones precancerosas y
adenocarcinomas bien diferenciados podia deberse a que los procesos intracelulares
de algunas proteinas estaria suprimido durante las etapas tempranas de transformacion
maligna. Sin embargo, Ikeguchi y col (2001) al evaluar catepsina D en adenocarcinoma
gastrico encontraron que los tumores con alto porcentaje de expresion de catepsina D
en las células del estroma era significativamente mas alto en tumores bien
diferenciados (25.5%) que en moderadamente diferenciados (12.8%) o que en
pobremente diferenciados (19.1%).

En la mama, Lah y col (2000) observaron que catepsina D estaba presente en células
epiteliales normales, malignas y en células de carcinoma ductal in situ, pero no en
células mioepiteliales. Roger y col (1994), también en la mama encontraron mayor
tincion en carcinomas ductales invasores que en lobulillares. Ademas, observaron que
las células tumorales se tefiian mas consistente e intensamente que las células
ductales normales dentro de la misma seccion de tejido. No obstante, el papel de
catepsina D en esta neoplasia, en que ha sido extensamente estudiada, no es aun
dilucidado. Aunque se ha descrito que catepsina D podria ser considerada un indicador
de la agresividad del tumor tanto en humanos como en ratones aun no se puede

concluir si es un factor de buen o mal pronéstico.
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Catepsina D no solo se ha estudiado en cancer de mama y cancer gastrico, sino que
también en otras neoplasias humanas como carcinoma de vejiga (Tokyol y col 2006),
adenocarcinoma de pulmén (Higashiyama y col 1997) y cancer de endometrio (Falcon y
col 1999; Dvalishvili y col 2005).

Tanto en el carcinoma gastrico (Matsuo y col 1996; lkeguchi y col 2001) como en el
cancer de vejiga (Tokyol y col 2006) se ha propuesto que catepsina D jugaria un rol
importante en la invasion, subsiguiente metéastasis y/o en la progresion del tumor. En el
adenocarcinoma de pulmén se ha postulado que la expresion de catepsina D podria ser
un posible indicador de sobrevida postoperatoria en pacientes potencialmente curados
(Higashiyama y col 1997). Por otro lado en cultivo de células epiteliales bronquiales Lou
y col (2007) sugirieron que esta enzima podria estar involucrada en tumorogénesis,
posiblemente en metastasis, mientras que en el endometrio Dvalishvili y col (2005)
indicaron que la expresion de catepsina D se asociaria con el alto grado histologico del
adenocarcinoma endometrial, profundidad de invasion miometrial y positividad de
nodulo linfatico. Ademas, plantean que la invasion local y la diseminacion metastasica
del tumor podria estar precedida por la expresion de catepsina D en células del
estroma. Sin embargo, Falcon y col (1999) encontraron que catepsina D pareceria ser
un factor prondstico favorable en el cancer endometrial. Es probable que la disparidad
en muchos de estos resultados se deba al analisis de neoplasias invasoras de distinto
grado y a que no se ha evaluado la expresion de la enzima en las alteraciones
preneoplasicas y preinvasoras de cada neoplasia, un aspecto que hay que destacar en

nuestro estudio de la vesicula biliar.
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Respecto de la distribucion intracelular de la enzima, las distintas etapas en que se
estudido mostraron una reaccion de aspecto granular. En este sentido hay trabajos en
donde se describe el mismo tipo de reaccion por lo que esta observacion estaria en
concordancia con lo descrito por otros autores y que sefialan que catepsina D es una
enzima lisosomal (Saku y col 1990; Roger y col 1994; Métayé y col 1997; Lah y col
2000). Por tanto se puede sugerir que los granulos que observamos en nuestros
epitelios corresponderian a lisosomas 0 a una acumulacion de ellos en la regidn apical,
a pesar de que no utilizamos una técnica que identifique este organelo en las células
del epitelio vesicular. Se pudo distinguir tres tipos de reaccion: i) apical cuando el
epitelio era normal, ii) citoplasmatico difuso en la metaplasia intestinal, y iii) basal en el
carcinoma in situ. EI cambio en el patrén observado en el epitelio normal y metaplasico
se puede explicar porque los granulos (lisosomas) cambian su distribucion dentro de la
célula y pasan de estar polarizados en la parte apical, a reubicarse desordenadamente
en el citoplasma por alguna alteraciéon que se desconoce. Otra posibilidad quizas mas
compleja es que catepsina D sea liberada desde los lisosomas al citoplasma. Existen
trabajos en donde se describe la translocacion de catepsina D al citosol, en
cardiomiocitos (Roberg y col 1998) y fibroblastos (Roberg y col 1999) expuestos a
estrés oxidativo, fendmeno capaz de activar la muerte celular programada o apoptosis.
En cardiomiocitos y usando microscopia electronica se encontrd que la translocacion de
catepsina D al citosol era un efecto temprano de la exposicion a radicales libres.
Mientras que en fibroblastos y mediante inmunofluorescencia se observo que la
catepsina D presente en los lisosomas se hacia difusa al tratar los fibroblastos con

naphthazarin por 30 a 60 min. En general se concluye que durante la apoptosis inducida
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por estrés oxidativo, la liberacién de catepsina D desde los lisosomas al citosol precede
a la liberacion de citocromo ¢ y a la disminucion del potencial de membrana en la
mitocondria. Johansson y col (2003) al evaluar la importancia de catepsina D en
fibroblastos humanos de prepucio que sufren apoptosis inducida por staurosporina,
observaron que células expuestas a staurosporina por una hora exhibian una tincién
mas difusa de catepsina D que la tincidn granular que se veia en los fibroblastos
controles, lo que implicaba la translocacion de esta enzima al citosol. Ademas,
observaron que la actividad de catepsina D contribuia a la liberacion de citocromo ¢
desde la mitocondria en fibroblastos tratados con staurosporina; y que la inhibicién de la
actividad de catepsina D prevenia la activacion de caspasas-9 y -3, lo cual resulta en el
retraso de la apoptosis; por lo que finalmente concluyen que catepsina D es un
componente clave en apoptosis de fibroblastos humanos inducidos por staurosporina.
Por su parte, Beaujouin y col (2006) demostraron que la contribucion de catepsina D al
inicio de la apoptosis seria independiente de su actividad catalitica. Estos autores
observaron que tanto catepsina D nativa (wild type) como mutada, inactiva
cataliticamente, eran translocadas al citosol, aumentando la liberacion de citocromo c, la
activacion de caspasas-9 y -3 y la induccion de apoptosis dependiente de caspasas.
Mas aun, al inhibir la catepsina D nativa con pepstatina A no disminuy6 el aumento de
apoptosis inducido por esta enzima.

En base a toda esta informacidn sobre catepsina D se podria sugerir que en las células
epiteliales de la vesicula biliar que se trasforman de normales a metaplasicas podria

ocurrir un fendmeno similar que gatillaria la liberacion de catepsina D desde los
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lisosomas hacia el citosol; sin embargo, este estudio no permite validar esta hipotesis y
se requieren investigaciones con un enfoque diferente para poder dilucidar este punto.

En cuanto a la redistribucion de catepsina D hacia la zona basal en las células del
epitelio con carcinoma in situ, podria explicarse dada su funcion como proteasa, como
tal, podria participar en la degradacion de la membrana basal y matriz extracelular
facilitando la invasion local de las células tumorales. En relacion a esta funcion existen
trabajos donde se vio la capacidad de esta enzima para degradar la matriz extracelular.
Briozzo y col (1988) evaluaron el rol de catepsina D (pro-cat D, M, 52 kDa) en la
invasion tumoral, probando su capacidad para degradar la matriz extracelular in vitro.
Ellos demostraron que catepsina D M, 52 kDa purificada de células de cancer de mama
MCF-7 y medio condicionado preparado a partir de diferentes lineas celulares de cancer
de mama eran capaces de degradar la matriz extracelular. Dos afios mas tarde
Montcourrier y col (1990) utilizando la linea de cancer de mama MCF-7, encontraron a
catepsina D en estructuras distintas de lisosomas, a éstas las denominaron large acidic
vesicles (LAVs), las cuales tenian un pH acido por lo que catepsina D era activa en este
ambiente, finalmente determinaron que catepsina D era capaz de degradar la matriz
extracelular que se endocitaba dentro de estos nuevos compartimentos &acidos.
Finalmente en el afio 2007 se observo que maspin (serpina mamaria) una inhibidora de
las serina proteasas (serpin) tenia la capacidad de modular la actividad de catepsina D
en la degradacion de la matriz extracelular depositada por células epiteliales mamarias
normales, en definitiva sus estudios mostraron que maspin secretada, era incorporada
en una matriz depositada por células epiteliales mamarias humanas y en una artificial

de colageno, de ésta manera jugaria un papel importante en la remodelacion de la
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matriz. Mas aun vieron que la presencia de maspin en la matriz de colageno disuade la
incorporacion de catepsina D por parte de la matriz, por lo cual se reduciria la

degradacion de la misma (Khalkhali-Ellis y Hendrix 2007).

5.4. El Receptor de Estrégeno y Calicreina-3 o Antigeno prostéatico especifico no
se expresan en la vesicula biliar

Los estrégenos son hormonas esteroidales que regulan el crecimiento, diferenciacion, y
la funcién en un amplio rango de tejidos blanco. El efecto biolégico de los estrégenos
esta mediado a través del receptor de estrégeno, el cual es miembro de una gran
superfamilia de receptores nucleares (Bjornstrom y Sjoberg 2005).

Entre un 50% a un 80% de los canceres de mama expresan receptores de estrégeno,
éste ha sido utilizado y estudiado ampliamente como un indicador de prondstico del
cancer de mama y como objetivo de la terapia hormonal antitumoral (Poblete 2001). La
presencia del receptor de estrégeno implica que los mecanismos celulares normales
para procesar esta hormona se encuentran conservados a pesar de la transformacion
neoplasica.

En trabajos anteriores, en vesicula biliar, el estado del receptor de estrogeno no ha sido
asociado con sobrevida o con caracteristicas clinicopatologicas (Malik y col 1998). No
obstante, se ha observado expresion de este receptor en adenocarcinomas moderada y
pobremente diferenciados (Nakamura y col 1989). En otro trabajo Yamamoto y col
(1990) relacionaron la presencia del receptor de estrégeno a la mucosa con metaplasia.
Sin embargo, otros autores no han encontrado ninguna asociacion estadistica ni

tendencia en relacion a sexo, etapa del tumor, o tipo histolégico (Ko y col 1995). Debido
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a estos resultados contradictorios el rol preciso de este receptor (RE-a) en la vesicula
biliar aun es incierto.

Por su parte calicreina-3 o antigeno prostéatico especifico es una glicoproteina de
aproximadamente 34 kDa, perteneciente a la familia de las calicreinas humanas (hk)
con actividad quimiotripsina serina proteasa. Al igual que ellas; participa en la ruptura
del gel proveniente de los tubos seminiferos, por lo que es muy importante para la
espermatogénesis y funcion espermatica. Se han publicado miles de estudios sobre
este indisputable marcador identificado en la actualidad como el biomarcador mas util
para detectar el cancer de prostata en etapas tempranas, para evaluar la progresion de
la enfermedad y para asesorar la repuesta terapéutica, asi como para identificar la
recurrencia del tumor (Peehl 1995).

A pesar de lo interesante que habria sido tener alguna reaccion de parte de alguno de
estos dos marcadores, quizas de manera mas importante el receptor de estrégenos, ya
que el cancer de vesicula afecta mucho mas al sexo femenino que al masculino, no se
encontré expresion para ninguno de ellos. En todas las etapas hubo ausencia de
reaccion lo que sugiere que tanto estrogeno o calicreina-3/PSA no jugarian un rol

importante en el proceso de transformacion neoplasica.
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