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SUMMARY

Background: In chronic cholecystitis histologic characteristics such as loss of general architecture, cellular atypia and/or metaplasia
are sometimes found and suggest a diagnosis of carcinoma in situ. The aim of this work was to determine whether differential diag-
nosis of morphologically borderline lesions could be improved by staining with any of the following monoclonal antibodies (MAb): car-
cinoembryonic antigen (CEA), proliferation nuclear antigen (Mib-1), p53 protein and oncoproteins c-erbB-2 and bcl-2. Material and
methods: We studied paraffin-embedded material from three groups of gallbladder lesions: 20 cases of adenocarcinoma, 20 chronic
cholecystitis and 5 carcinoma in situ. Histologic slides were stained with MAb against the above listed markers and the staining inten-
sity was evaluated using a semiquantitative scale. Results: It was shown that antigenic expression of CEA, Mib-1, p53 and c-erbB-2
differed very significantly (p<0.001) between adenocarcinoma and chronic cholecystitis, and there was no difference (p>0.05) for bcl-2.
Adenocarcinoma and carcinoma in situ showed no significant differences (p>0.05) for any of the markers. Finally, chronic cholecysti-
tis and carcinoma in situ differed very significantly (p<0.001) for CEA and Mib-1, revealing a trend toward significance (p=0.0506) for
c-erbB-2 and no statistical differences with p53 or bcl-2. Conclusions: In conclusion, we consider that CEA, Mib-1 and c-erbB-2 may
be useful in the differential diagnosis of borderline lesions in the gallbladder, however, bcl-2 and p53 should not be considered as rou-
tine markers in these cases without further studies. Rev Esp Patol 1998; 31(1): 17-25.
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RESUMEN

Pilanteamiento: En las colecistitis crénicas, en ocasiones, se encuentran caracteristicas histoldgicas como pérdida de Ia arquitectura
general, atipia celular y/o metaplasia, que sugieren el diagndstico de carcinoma in situ. El objetivo de este trabajo es comprobar si
alguno de los siguientes anticuerpos monocionales frente a: el antigeno carcinoembrionario (CEA), el antigeno de proliferacién nu-
clear (Mib-1), la proteina p53 y las oncoproteinas c-erbB-2 y bcl-2 puede ayudar en el diagndstico diferencial de las lesiones mor-
folégicamente limite. Material y métodos: Para ello, hemos realizado un estudio sobre material incluido en parafina, con AcM frente a
los marcadores antes mencionados, en tres grupos de lesiones de vesicula biliar: 20 casos de adenocarcinoma, 20 colecistitis créni-
cas y 5 carcinomas in situ, valorando los resultados en una escala semicuantitativa. Resultados: Los resuitados obtenidos muestran
que la expresion antigénica entre los grupos de adenocarcinoma y colecistitis cronica difieren muy significativamente (p<0.001) con
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el CEA, Mib-1, p53 y c-erbB-2, y no se diferencian (p>0.05) con el bcl-2. Los adenocarcinomas y los carcinomas in situ no muestran

diferencias significativas (p>0.05) para ninguno de los marcadores. Por Ultimo, las colecistitis cronicas y los carcinomas in situ difie-
ren muy significativamente (p<0.001) con el CEA y Mib-1, muestran diferencias en el limite (p=0.0506) para la c-erbB-2 y ninguna dife-
rencia estadistica con la p53 ni la bcl-2. Conclusiones: Consideramos que para las lesiones dudosas de carcinoma in situ pueden ser
de utilidad el CEA, el Mib-1 y la c-erbB-2, y no deben considerarse marcadores de eleccion la bel-2 ni la p53. Rev Esp Patol 1998;

31(1): 17-25.

Palabras clave: Vesicula biliar - Carcinoma incipiente - Carcinoma in situ - Colecistitis crénica - Adenocarcinoma - CEA - Mib-1 - p53 -
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INTRODUCCION

En la vesicula biliar, los diferentes grados de'displasia y
el carcinoma in situ son reconocidos y admitidos actual-
mente y considerados como precursores del carcinoma
invasor (1, 2).

Albores-Saavedra y cols. (2) describen dos tipos de
carcinoma in situ. Bl tipo papilar se caracteriza por
estructuras papilares o vellosas de tamafio variable con
un eje fibrovascular y tapizadas por células columnares
a veces con pseudoestratificacidn, con cierto parecido al
adenoma velloso del intestino grueso. Las células tienen
un nicleo grande, hipercromadtico o vesicular con uno o
dos nucléolos claramente visibles y citoplasma eosinofi-
lo y/o con vacuolas PAS positivas. El segundo tipo de
carcinomas in situ muestra en la mucosa un epitelio pseu-
doestratificado o poliestratificado constituido por células
columnares o poligonales pequefias con caracteristicas
celulares semejantes a las del tipo papilar. En ambos
tipos hay una pérdida de la polaridad celular, algunas
mitosis atipicas y ausencia de invasién del estroma. La
diferenciacion entre hiperplasia epitelial atipica y carci-
noma in situ puede plantear problemas de diagndstico
diferencial, especialmente en lesiones limite.

Las alteraciones inflamatorias crénicas de la vesicu-
la biliar con hiperplasia epitelial y cambios metapldsicos
pueden compartir rasgos morfoldgicos con el carcinoma
in situ. Con el objeto de diferenciar estas lesiones, se han
aplicado tinciones para mucinas y marcadores histoqui-
micos en lesiones metapldsicas de la vesicula biliar (3, 4).
Actualmente se han empleado marcadores inmunohisto-
quimicos frente a diferentes antigenos y proteinas onco-
fetales, sobre todo de manera aislada (5-13). |

El propésito de este trabajo es comprobar si los mar-
cadores inmunohistoquimicos CEA, Mib-1, p53, c-erbB-2

y bcl-2 son dtiles en. el diagnéstico diferencial de las
lesiones morfolégicamente limite de la mucosa de la
vesicula biliar, Para ello, hemos estudiado la expresién
de los anticuerpos frente a estos marcadores en tres gru-
pos de lesiones anatomopatoldgicas de vesicula biliar:
20 adenocarcinomas, 20 colecistitis crénicas y 5 carci-
nomas in situ. Hemos valorado los resultados en escala
semicuantitativa y aplicado los métodos estadisticos en-
focados a realizar todas las comparaciones posibles
entre los tres grupos de diagndstico para cada uno de los
marcadores inmunohistoquimicos.

MATERIAL Y METODOS

El material corresponde a piezas quirdrgicas de colecis-
tectomfias realizadas entre 1980 y 1996 procedentes del
archivo del Servicio de Anatomia Patolégica del Hos-
pital de Navarra. En este periodo, sobre un total de 2038
vesiculas biliares encontramos 55 carcinomas y 5 carci-
nomas in situ de vesicula biliar.

En el trabajo incluimos los 5 carcinomas in siti diag-
nosticados en ese periodo, segun los criterios utilizados
por Albores-Saavedra (2); 20 adenocarcinomas, elegi-
dos aleatoriamente, y un tercer grupo de 20 colecistitis
crénicas (también elegido al azar) del que descartamos
aquellas que no tenfan mucosa o se encontraba excesi-
vamente artefactada.

De los bloques de parafina més representativos de los
45 casos seleccionados se realizaron cinco cortes a 4 i,
desparafinados en portas silanizados para estudio inmu-
nohistoquimico aplicando el método avidina-biotina-
peroxidasa. Estos cortes se procesaron con anticuerpos
monoclonales comerciales frente a: el antigeno carcino-
embrionario (CEA), el marcador de proliferacién celular
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Tabla 1. Anticuerpos empleados en el estudio inmunohistoquimico con el método avidina-biotina-peroxidasa.

Anticuerpos monoclonales Dilucién Tiempo Temperatura Aparato

CEA (Biogenex) 1/50 30° 39 °C "Ventana" Atom
Mib-1 (Zymed) Prediluido 30 39 °C "Ventana" Atom

p53 (Biogenex) Prediluido 30 Ambiental "Optimax” Menarini
c-erbB-2 (Biogenex) Prediluido 30 Ambiental "Optimax" Menarini
bcl-2 (Dako) 1/5 30 Ambiental "Optimax" Menarini

Mib-1, la protefna p53, la proteina c-erbB-2 y la protei-
na bcl-2 (Tabla 1).

Para el CEA se considera positiva la inmunotincién
citoplasmética, siendo negativa la inmunorreactividad
apical. Con el marcador de proliferacién Mib-1 la expre-
sién positiva debe ser nuclear. Para la p53 se considera
positivo un marcador fundamentalmente nuclear, aunque
en ocasiones difunde también al citoplasma. La c-erbB-2
es positiva si presenta una expresion citoplasmética con
refuerzo en el borde de la membrana celular; y con la
bcl-2 se considera positiva la tincién citoplasmatica.

Para el CEA se empleé como control material en
parafina de adenocarcinoma de colon; para la c-erbB-2
y la p53, controles de carcinoma de mama, y para la bel-2
y €l Mib-1 cortes correspondientes a linfadenitis.

La valoracién se realizé de manera semicuantitativa
otorgando valores del 1 al 4: 1, cuando no hab{a ningu-
na célula que expresara el antigeno; 2, si el nimero de
células era mayor de O y menor o igual a 1/3; 3, para
valores mayores de 1/3 y menores o iguales a 2/3; y 4,

cuando ¢l nimero de células que expresaban positividad
se encontraba entre valores mayores de 2/3 y menores o
iguales a 3/3.

Por lo que respecta a la metodologfa estadistica
empleada, dada la naturaleza de la variable en estudio
(escala semicuantitativa de 1 a 4 ), se han realizado tests
no paramétricos de comparacién de dos medias inde-
pendientes (test de la U de Mann-Whitney). El test se ha
considerado significativo cuando la probabilidad asocia-
da ha sido menor que a=0,05. Para el estudio estad{sti-
co se ha utilizado el programa SPSS para Windows. |

RESULTADOS

Uno de los casos de carcinoma in situ correspondia mor-
folégicamente al tipo papilar y los cuatro restantes a la
forma no papilar (Fig. 1). Los datos inmunohistoquimicos
obtenidos de los tres grupos de lesiones de vesicula biliar

Figura 1. Carcinoma in situ de vesicula biliar. Pérdida de la arquitectura general, pseudoestratificacion celular, atipia y presencia de mitosis (origi-

nal, HE x200).
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Tabla 2. Datos obtenidos de los tres grupos de lesiones de vesiculas biliares, indicando el nimero de casos que
: expresan el antlgeno, con el porcentaje, valorando la expresion de 1 a 4. i

Carcmoma in situ

Adeno»arumoma Colecistitis crénica

: 1 2 3 4 K 2 3 4 1 2 3

CEA 1720 3/20 9120 7120 03 3/5 1/5 13 17/20 3/20 0/20 0/20
%)y (15%) (45%) (35%) (0%)  (60%) (20%) (20%) ®85%) (15%) 0%) (0%)
Mib-1 2/20 1720 13/20 2/20 V) ors 4/3 013 12/20 8/20 020 0/20
(10%)  (3%)  (T5%) (10%) (0%)  (0%)  B0%) (0%} 60%)  (40%)  (0%)  (0%)
p33 0/20 9/20 9/20 2/20 1/5 373 0/5 VA 9/20 7/20 4/20 0/20

: (0%) (45%) (453%) (10%) (20%)  {60%) (0%) (20%) 45%) (35%) (20%) (0%)
c-erbB-2 0/20 0/20 17/20 3/30 0/5 1/5 2/5 205 4/20 720 9/20 0/20 ‘
(0%) (0%) 85%) (15%) (0%) (10%)  (40%)  (40%) (20%) (35%) @5%) (0%)
bel-2 19/20 0/20 120 020 4/5 o5 1/5 0/3 20/20 0/20 0/20 020 ‘
95%)  (0%) (5%) (0%) (80%%) (D% (20%) (0%2) (100%)  (0%) (0%) 0%) '

I: ninguna célula presenta expresion del antigeno; 2: cuando el nimero de células es mayor de 0 y menor o igual a 1/3; 3: valores mayores de 1/3 °

{ y menores o iguales a 2/3; 4: cuando el nimero de células positivas estd entre valores mavores de 2/3 y menores o iguales a 3/3.

se muestran en la Tabla 2, indicando el ndmero de casos
que muestran positividad antigénica, expresado de 1 a 4.
Los resultados con el CEA, el Mib-4, la p-53 y la c-erbB-2
se muestran en las Figs. 2, 3, 4 y 5, respectivamente.

Los resultados de los tests estadisticos se presentan
en la Tabla 3.

CEA

Las comparaciones entre el grupo de adenocarcinomas y
el de colecistitis crénicas, y entre colecistitis crénicas y

carcinomas in situ, respecto a la expresién antigénica
para este marcador, son muy significativas (p=0.0000 y
p=0.0005, respectivamente). Las diferencias entre ade-
nocarcinoma y carcinoma in sifu no son significativas
(p=0.2431).

Mib-1

Las diferencias entre los grupos de adenocarcinoma y
colecistitis crénica son muy significativas (p=0.0000).

Figura 2. Carcinoma in situ de vesicula biliar que muestra una intensa expresion del antigeno carcinoembrionario en el citoplasma, delimitandose
muy bien de las zonas de epitelio normal que muestran una ligera positividad apical (original, CEA x100).
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Figura 3. Carcinoma in situ de vesicula biliar. Tincién nuclear en [as zonas de proliferacién celular (original, Mib-1 x100).

Del mismo modo también lo es la comparacién entre
colecistitis crénica y carcinoma in situ (p=0.0122). Por
el contrario, entre adenocarcinoma y carcinoma in situ
las diferencias no son significativas (p=0.7671).

p53

La comparacién entre los grupos de adenocarcinoma y
colecistitis crénica presenta diferencias muy significati-
vas (p=0.0014). Entre adenocarcinoma y carcinoma in
situ y entre colecistitis crénica y carcinoma in situ los

resultados no son significativos (p=0.2431 y p=0.4467,
respectivamente).

C-erbB-2

La diferencia entre los grupos de adenocarcinoma y
colecistitis crénica es muy significativa (p=0.0005);
entre adenocarcinoma y carcinoma irn situ no es signifi-
cativa (p=0.8180). Por dltimo, la comparacién entre
colecistitis crénica y carcinoma in sity muestra una pro-
babilidad en el limite (p=0.0506).

¢

Figura 4. Adenocarcinoma de vesicula biliar. Intensa expresién de ia proteina p53 nuclear y ligera citoplasmatica (original, p53 x600).
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Figura 5. Adenocarcinoma de vesicula biliar. Expresin citoplasmatica méas intensa en el area proxima a la membrana celular (original, c-erbB-2
x200).

Bcl-2 plasias atipicas pueden progresar hacia carcinoma m
situ, convirtiéndose finalmente en un carcinoma invasor.
Los diferentes grados de displasia y el carcinoma in sitju‘
son ampliamente aceptados en la actualidad (1). Estas

Las comparaciones entre adenocarcinoma-colecistitis
crénica, carcinoma in situ-adenocarcinoma y colecisti-
tis crénica-carcinoma in situ no son significativas
(p=0.7994, p=0.6210 y p=0.5304, respectivamente).

lesiones, que asientan sobre mucosa no polipoide, se
consideran las precursoras del carcinoma invasor, y son
la via principal de transformacién hacia carcinomas
invasores, mientras que sélo un pequefio ndmero de car-

DISCUSION cinomas se desarrolla sobre un adenoma preexistente, al

igual que en la mucosa del estémago y a diferencia de lo

En 1980 Albores-Saavedra y cols. (2) sugieren que un
pequefio nimero de hiperplasias de vesicula biliar evo-
lucionan hacia una hiperplasia atipica, y que las hiper-

que ocurre en el colon (1). ‘
Debemos considerar que aunque la frecuencia y la
distribuci6n geogréfica del carcinoma de vesicula biliar

' Tabla 3. Resultados de los tests estadisticos entre los tres grupos de lesiones de vesicula biliar.

Adenocarcinoma Colecistitis crénica Carcinoma in situ
Adenocarcinoma - - -
Colecistitis crénica CEA* | - -

MIB-1* :

p33*

c-erbB-2*

bcl-2 NS
Carcinoma in situ CEA NS CEA*

Mib-1 NS Mib-1%*

p33 NS p33 NS

c-erbB-2 NS ‘ c-erbB-2 Al limite

bel-2 NS f bel-2 NS

(p>0.05). *Muy significativo (p<0.001).
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son variables (10, 12, 13), la metaplasia y las: lesiones
precursoras del carcinoma de vesicula biliar son focales
o parcialmente confluentes, por lo que una seccién his-
toldgica al azar podria detectar menos de un tercio de las
hiperplasias, displasias o carcinomas in situ (15). En
consecuencia, si la frecuencia de estas lesiones pudiera
ser mayor de lo que nos encontramos en la préctica, tal
vez deberfamos replantearnos la valoracién del estudio
macroscopico de las vesiculas biliares, incluyendo en
parafina un mayor nimero de fragmentos.

Hemos aplicado técnicas inmunohistoquimicas fren-
te a cinco marcadores para tratar de establecer el
diagnéstico diferencial de las lesiones limite, y vamos a
analizarlos por separado.

CEA

El patrén de distribucién del CEA en las vesiculas bilia-
res es similar al de otras mucosas del tracto digestivo. El
CEA en el epitelio normal estd limitado a la superficie
apical, y en las displasias y en los carcinomas estd abun-
dantemente presente en el citoplasma y en la luz (3).
Nuestro trabajo corrobora estos datos al encontrar dife-
rencias muy significativas (p<0.001) entre los grupos de
adenocarcinomas y colecistitis crénicas, entre los carci-
nomas in situ y las colecistitis crénicas, y no encontran-
do diferencias entre los grupos de adenocarcinoma y
carcinoma in situ (p>0.05).

Mib-1

El antigeno de proliferacién celular nuclear (PCNA) y el
antigeno Mib-1 se han utilizado como marcadores de
proliferacién en carcinomas del tracto biliar extrahepéti-
co (7). E1 PCNA (PC-10) estd presente en concentracio-
nes maximas en las fases G1 y S del ciclo celular, tiene
una vida media més larga que el Mib-1, persiste después
de las mitosis, puede detectarse en algunas células que
no estan en el ciclo celular y durante la regeneracién del
DNA. Por lo tanto, el PCNA muestra un indice mas ele-
vado que otros marcadores de proliferacion. Hemos uti-
lizado el Mib-1, que, aunque muestra un indice de pro-
liferacién menor que el PCNA, es mds preciso ya que
estd presente en concentraciones mdximas durante las
fases G2 y M y no se expresa en GO ni en la parte inicial
de G1; tiene una vida media mas corta que el PCNA, y
se pierde rdpidamente después de las mitosis (7).
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Lee (7) indica que la expresién de PCNA y Mib-len
Ios tumores de vesicula, ampolla de Vater y ductos bilia-
res es significativamente mayor que en los carcinomas
in situ v en las lesiones no neopldsicas. Nuestros resul-
tados coinciden parcialmente con sus aportaciones por-
que aunque encontramos diferencias muy significatiyas
(p<0.001) entre el grupo de los adenocarcinomas y el de
las lesiones no neoplésicas representadas por las cole-
cistitis crénicas, por otra parte también encontramos
diferencias muy significativas (p<0.001) entre el grupo
de carcinomas in situ y el de colecistitis crénicas, y no
encontramos diferencias (p>0.05) entre los adenocarci-
nomas y los carcinomas iz situ. Consideramos que estas
disc¢ordancias pueden ser debidas al escaso nimero de
carcinomas in situ en ambas series, lo que afecta a la
sensibilidad del test estadistico.

p53

Algunos autores consideran que la expresién de la pro-
teina p353 es un indicador de progresién de la enferme-
dad desde la displasia al carcinoma in situ y de éste al
carcinoma invasor (8, 9).

Wistuba y cols. (10) ponen de manifiesto que el épi-
telio normal y el metapldsico no expresan p53. Los auto-
res encuentran diferencias significativas (p<0.05) en la
expresion de p53 entre carcinomas invasores y lesiones
no neoplasicas, entre displasias y carcinomas in situ, y
entre lesiones premalignas y epitelio normal o metapla-
sico. Asi mismo, no observan diferencias de expresién
de la p53 en lesiones premalignas asociadas o no a car-
cinoma invasor (10).

En nuestros casos, encontramos expresion de p53 en
los adenocarcinomas, con diferencias muy significativas
(p<0.001) entre este grupo y el de las colecistitis crdni-
cas. Sin embargo, no apreciamos diferencias significa-
tivas entre los adenocarcinomas y los carcinomas in situ
ni entre las colecistitis crénicas y los carcinomas in
situ (p>0.05).

Los diferentes resultados entre estos trabajos pueden
deberse a la heterogeneidad de ambas series: diferentes
tamafios de muestra y diferente forma de clasificacion y
comparacion entre los diferentes grupos.

C-erbB-2

La expresion de productos de oncogenes y factores de
crecimiento en carcinomas de vesicula biliar (iniciales y
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avanzados) y en colecistitis crénicas ha sido estudiada
por Yukawa y cols. (11). Estos autores encontraron que
en el grupo de cénceres de vesicula (tanto en los preco-
ces como en los tardios) exist{a una mayor expresién de
factor de crecimiento epidérmico, factor-beta de trans-
formacién del crecimiento, c-erbB-2, ras p21 y c-myc,
en comparacién con el grupo de colecistitis crénicas.
Otros autores (12) que han estudiado el gen y la protei-
na c-erbB-2 en carcinomas de vesicula biliar consideran
que podrian tener relacién con la capacidad de invasién
tumoral, pero no tienen aplicacién como factores
prondstico.

En nuestro estudio observamos diferencias muy sig-
nificativas (p<0.001) en la expresién del c-erbB-2 entre
el grupo de adenocarcinomas y el de colecistitis créni-
cas, y no encontramos diferencias (p>0.05) entre el
grupo de adenocarcinomas y el grupo de carcinomas in
situ. En la interpretacién de la comparacion entre cole-
cistitis crénica y carcinoma in situ nos hallamos con el
problema de no poder analizar el valor de p corregido
por efnpates (por el escaso tamaiio del grupo de carcino-
ma in situ), y que la probabilidad asociada al valor de U
estd en el limite (p=0.0506). Creemos que el resultado
serfa estadisticamente significativo aumentando el
tamafio de la muestra del grupo de carcinoma in situ.
Con los datos obtenidos no podemos afirmar que los dos
grupos sean significativamente diferentes, aunque si se
puede decir que hay una tendencia a que lo sean.

bcl-2

Sasatomi y cols. (13) han estudiado la apoptosis
espontdnea en carcinomas de vesicula en relacién con
factores clinicopatolégicos, expresién de E-Cadherina,
el protooncogén bcl-2 y el gen oncosupresor p53. Entre
otros resultados, los autores obtienen una expresion de
bcl-2'y de p53 en un 18,4% y un 34,7% de los casos, res-
pectivamente, pero no encuentran relacién entre la apop-
tosis y la expresién aumentada de bcl-2 ni p33.

En el estudio que aportamos no encontramos dife-
rencias significativas (p>0.05) en ninguna de las tres
comparaciones realizadas.

Como conclusiones queremos resaltar la utilidad y el
caracter complementario de estas técnicas inmunohisto-
quimicas para la confirmacién de los casos limite de
carcinomas incipientes de vesicula biliar. El estudio in-
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munohistoquimico nos ha permitido corroborar los diag-
nosticos histopatoldgicos de carcinomas in situ, puesto
que el patrén del grupo de carcinomas in situ ha sido
similar al de los adenocarcinomas, y por el contrario los
carcinomas in situ han mostrado un patrén diferente en
la expresién de algunos marcadores con el grupo de
colecistitis crénicas. Entre los marcadores utilizados
cabe destacar que los de mayor utilidad son el Mib-1 y
el CEA, que muestran diferencias muy significativas
entre los carcinomas in sifu y las colecistitis crénicas
(p<0.001). En cuanto a la c-erbB-2, aunque no podemos
llegar a una conclusién definitiva con nuestros datos, el
andlisis estadistico parece indicar que también podria
ser de utilidad. Por dltimo, la expresién de bcl-2 y p53
no serfan utiles para ayudarnos en el diagnéstico dife-
rencial de estas lesiones limite de vesicula biliar.
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