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RESUMEN 

El carcinoma de la vesicula biliar es una neoplasia cuya 

frecuencia varia en diversas poblaciones. En México la incidencia 

de esta enfermedad es de 8.5 por 100 000 mujeres, cifra mucho mayor 

a la informada en la mayoría de los paises desarrollados. 

Desafortunadamente el tumor se hace clinicarnente aparente cuando se 

encuentra en estadios avanzados y la sobrevida a 5 años es menor 

del 5%. En la actualidad, aparte de la colecistectomia no existe 

otra opción terapéutica. 

Ya que la mayoría de los pacientes con carcinoma de la 

vesícula biliar son mujeres, se consideró importante conocer si las 

células neoplásicas expresan receptores estrogénicos (RE) como lo 

hacen alg~nos tumores hormonodependientes. Además del carcinoma 

de la glándula mamaria, se han encontrado RE en a1yunos carcinomas 

colo-rectales y gástricos. Su pre!;encia en los tumores de la 

vesicula biliar justificaria el ensayo terapéutico con 

antiestrógenos en pacientes con tumores en estadios avanzados. 

se seleccionaron 31 carcinomas de la vesicula biliar 

estudiados de 1986 a 1990, los cuales fueron clasificados de 

acuerdo a la variedad histológica. De estos casos, se utilizaron 

aquellos bloques constituidos principalmente por tumor y con poca 

necrosis. Para el estudio inmunohistoquimico se utilizó el método 

de avidina-biotina con anticuerpos monoclonales dirigidos en contra 

de RE. Todas las inmunoreacciones de los casos se hicieron 

simultáneamente con controles positivos y negativos de tumores 

mamarios cuyo contenido de RE previamente se determinó por métodos 

bioquímicos e inmunohistoquimicos. 



De los 31 casos, 12 correspondieron a adenocarcinoma (ADC) 

moderadamente diferenciado, 9 a ADC poco diferenciado, 5 a ADC 

papilar, 1 a carcinoma epidermoide, l. a carcinoma de células 

grandes y l a carcinoma indiferenciado de células pequeñas. En 

ninguno se demostró positividad para RE. 

Se concluye que los carcinomas de la vesicula biliar, 

independientemente de la variedad histológica, no expresan RE 

detectables por métodos inmunohistoquimicos por lo que es poco 

probable que las manipulaciones endócrinas logren modificar la 

historia natural de la neoplasia. 



INTRODUCCION 

Los receptores para hormonas esteroides son proteinas diméricas 

con peso molecular de 240,000 Kd. Los monómeros tienen forma de 

cigarro y en cada subunidad hay un sitio estereoquimico especifico 

en donde se une con una hormona circulante para formar un complejo 

proteina-horrnona, requisito indispensable para su acción biológica. 

Las proteínas receptoras se encuentran en diversas localizaciones 

celulares y son especificas para cada tipo de hormona. 

Existen tres localizaciones de los receptores de estrógenos 

(RE) en la célula: en la membrana plasmática, en el citoplasma y en 

el núcleo. En el caso de las hormonas asteroides, los RE están en 

forma libre en el citoplasma de las células de los tejidos blanco 

(figura 1), pero cuando se unen a un estrógeno el complejo 

receptor-estrógeno migra al nUcleo y es ahi ct0nde modulan la 

expresividad genética (figura 2 y 3). Por otra parte el receptor 

se libera del estrógeno y puede pasar de nuevo del núcleo al 

citoplasma y recombinarse nuevamente con el esteroide completando 

asi su ciclo funcional (figura 3 y 4). La cantidad de RE que se 

encuentra en una célula o tejido es producto de dos factores: 1) 

la cantidad de receptor libre que proviene de la síntesis Q.g__i\Qyg 

y 2) el receptor que recircula del núcleo al citoplasma, al 

liberarse del estrógeno. 

Existen diferentes formas de RE. Los receptores que se 

encuentran en el citoplasma tienen un coeficiente de sedimentación 

de es y éstos a su vez están compuestos por dos subunidades que 

sedimentan en las fracciones 45. Los receptores que se encuentran 
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en los núcleos y en la próstata tienen coeficiente de sedimentación 

de 45; en el útero durante el embarazo sólo en encuentran 

receptores con coeficiente de es. 

La presencia de receptores especificas en algunas células y no 

en otras es lo que condiciona la sensibilidad a determinadas 

hormonaG . Es por esto que los estrógenos sólo actúan en sus 

tejidos 11 blanco 11 y no afectan a los que carecen de RE (1,2). 

Desde el siglo pasado se observó que algunas pacientes con 

cáncer de la mama tenian una evolución más satisfactoria mediante 

la ablación de los ovarios o por medio de manipulaciones 

endócrinas. 

Desde que se conoce que solamente los estrógenos ejercen su 

acción en las ·células con proteinas receptoras especificas, se 

dedujo que la presencia o ausencia de RE en las neoplasias pudiera 

explicar las diferencias en la sensibilidad endocrina de algunos 

tumores. Actualmente se puede afirmar que la determinación de RE 

en las neoplasias es de gran utilidad porque nos permite conocer su 

sensibilidad endocrina, su curso biológico y planear el tratamiento 

racionalmente (1,2,3,4). 

La mayoria de los estudios de RE en neoplasias se han llevado 

a cabo en el carcinoma de mama, pero es sabido que muchas otras 

neoplasias contienen esta proteina receptora; como ejemplos podemos 

citar al carcinoma de endometrio, próstata y ovario (5,6,7,8). 

No sólo los tumores derivados de tejidos u órganos sensibles 

a las hormonas son los que presentan RE, recientemente se han 

encontrado en algunos tumores derivados de tejidos considerados 

hormonoindependientes, como el melanoma maligno, carcinoma renal, 



algunos hepatomas, carcinomas de estómago y de colon, sarcomas de 

tejidos blandos, carcinoides etc.(1,5,13,14,15,16,17,19). 

El carcinoma de la vesicula biliar es una neoplasia cuya 

frecuencia varia en diversas poblaciones. En México la incidencia 

de este tumor es de 8,5 por 100 000 mujeres, cifra mucho mayor a 

la informada en la mayoría de los paises desarrollados. 

Aproximadamente el 16\ de los carcinomas de la vesicula biliar se 

encuentra incidentalmente durante el examen quirtirgico del 

espécimen después de una colecistectomia, Desafortunadamente el 

resto de los tumores se hace clinicamente aparente cuando se 

encuentra en estadios avanzados y la sobrevida a 5 años es menor 

del 5% (18). 

En la actualidad no existe ninguna opción terapéutica aparte 

de la quirürqica, la cual sólo es curativa cuando el tumor se 

encuentra .in.._fil!.y (estadio O) o cu.ando a infiltrado la lámina 

propia (estadio 1), sin embargo, la menor parte de los tumores se 

detecta en estadios tempranos lo que probablemente se deba a las 

pocas e inespecificas manifestaciones clínicas con que se presenta. 

En general la relación entre hombres y mujeres de carcinoma de 

vesícula biliar es de 3: 1, aunque puede variar desde 2: 1 a 5: 1 

segün la población que se estudie. La edad de presentación de los 

pacientes con esta neoplasia es entre la sexta y la octava década 

de la vida (18). 

Con los antecedentes a,iteriores se consideró importante 

conocer si las células neoplásicas del carcinoma de la vesícula 

biliar expresan RE como lo hacen otros tumores hormonodependientes 



en mujeres de edades semejantes, como ocurre con el carcinoma de la 

glándula mamaria y de endometrio. Para la detección 

de RE se han usado diversas técnicas, entre las que podernos citar 

la pruebas bioquimicas (prueba de puente-ligadura de fracciones 

citosólicas de tumores), asteroides radioactivos y no radioactivos 

en cortes por congelación, y en años recientes, se han desarrollado 

anticuerpos monoclonales para receptores estrogénicos que han 

permitido la localización directa de la proteína en cortes por 

congelación de los tumores usando técnicas de inmunof luorescencia 

e inmunoperoxidasa (9-11). 

Algunos autores j apenases asi como otros grupos de 

investigadores han mostrado que los RE se pueden demostrar en 

tejidos fijados en formaldehido e incluidos en parafina (10-12). 



OBJETIVO 

Conocer si las células neoplasicas en el carcinoma de la vesicula 

biliar expresan RE. 

HIPOTEBIB DE TRABAJO 

HIPOTESIS NULA: 

Los tumores de la vesicula biliar no expresan RE. 

Es poco probable que los pacientes con éste tumor se beneficien con 

tratamiento antiestrogénico. 

HIPOTESIS ALTERNA: 

Los tumores de la vesícula biliar expresan RE. 

Es probable que los pacientes con éste tumor se beneficien con 

tratamiento antiestrogénico. 

JDBTIFICACION 

La alta frecuencia del carcinoma de la vesicula biliar en 

México, su elevada mortalidad y las pocas opciones terapéuticas que 

existen en la actualidad hacen necesario que se exploren algunos 

factores hasta ahora desconocidos que pudieran modificar su 

conducta biológica. La presencia de RE en esta neoplasia podria 

sugerir la participación de hormonas en su desarrollo y 



justificaría la realización de protocolos futuros para explorar el 

efecto de la supresión de estrógenos, quirúrgica o farmacológic'a 

para su tratamiento. 

MATERIAL Y METODO 

se seleccionaron los casos de carcinoma de vesícula biliar 

estudiados en el Departamento de Patología Quirúrgica del Hospital 

General de México, SS, UNAM., entre los años de 1986 a 1990 y se 

clasificaron de acuerdo a su variedad histológica. 

Durante estos años se recolectaron 31 casos que cumplieron con los 

requisitos para incluirlos en el estudio como: diagnóstico 

histológico de carcinoma invasor, disponibilidad de bloques de 

parafina con tumor representativo y con poca necrosis. En 

todos los casos se revisaron las laminillas teñidas con 

hematoxilina-eosina provenientes del archivo del departamento y 

estas fueron vistas por dos patólogos al mismo tiempo para 

confirmar el diagnóstico y escoger los bloques más representativos 

para los estudios de inmunohistoquirnica. 

Los carcinomas de la vesicula biliar se clasificaron de· 

acuerdo a criterios previamente establecidos, en los siguientes 

grupos: 

1) Adenocarcinoma bien diferenciado 

2) Adenocarcinoma moderadamente diferenciado 

3) Adenocarcinoma poco diferenciado 

4) Adenocarcinoma papilar 



5) Adenocarcinoma intestinal 

6) Adenocarcinoma de células claras 

7) Adenocarcinoma mucinoso 

8) carcinoma epidermoide 

9) carcinoma indiferenciado de células pequeñas 

10) carcinoma mucoepidermoide 

11) carcinoma indiferenciado de células grandes 

Los estudios de inmunohistoquimica se realizaron utilizando el 

método de avidina-biotina con anticuerpos monoclonales (kit Abbott 

ER-ICA) con la siguiente metodología: 

l.- Se desparafinaron los cortes con xilol, hidrataron con etanol 

de diferentes grados y se lavaron con buffer de fosfatos (PBS) o.ol 

mol/La pH 7.2-7.4. 

2.- Se pasaron los cortes a buffer TRIS de o.os rnol/L, pH 7.8 con 

tripsina porcina tipo II 0.5 mg/mL (Sigma T-8128) y l.34 mg/mL 

CACL2 por 5 minutos. 

3. - Se lavaron los cortes con agua corriente y posterionnente con 

PBS. 

4. - Se cubrieron los cortes con J-4 gotas de solución de 0?1ase (5 

mg DNase/mL de buffer TRIS de o. 05 mol/L, pH 7. 4 y sulfato de 

magnesio de 0.01 mol/L) por 10 minutos en cámara húmeda. 

s.- Se lavaron en PBS. 



6.- Se efectuaron incubaciones de acuerdo con las direcciones del 

kit de Abbott ER-ICA. 

7.-Después del tratamiento con el reactivo de peroxidasa

antiperoxidasa, se lavaron los cortes con PBS. 

B.- Se prepararó solución cromógena que contenia buffer TRIS 0.05 

mol/L, pH 7.4: 0.02% (w/v) de clorhidro de cobalto; 0.05% (w/v) de 

diaminobencidina: y 0.0012% (w/v) de peróxido de hidrógeno. 

Se incubaron las laminillas por 7 minutos cuando se usó el 

anticuerpo primario no diluido y por 10 minutos cuando se usó el 

anticuerpo diluido a 1:1. 

9. - Se deohidrató en etanoles de diferentes grados, aclaró con 

xilol y montaron las laminillas. 

Corno controles se utilizaron carcinomas de glándula mamaria 

positivos y negativos para RE previamente determinados por métodos 

bioquimicos e inmunohistoquimicos. 

Estos procedimientos se llevaron a cabo en el laboratorio de 

inmunohistoquimica del Departamento de Patología de la Universidad 

de Minneapolis,Minnesota. 

Si el cromógeno derivado de la inmunoreacción se encontraba 

presente en núcleo de las células neoplásicas se consideró positivo 

para RE. 



RESULTADOS 

Los tumores de la vesícula biliar fueron clasificados como se 

muestra en la figura s. 

Ninguno de los 31 casos resultó positivo para RE con el m~todo 

de inmunoperoxidasa utilizando anticuerpos monoclonales (Abbott ER

ICA) y tejidos fijados en formaldehido al 10% e incluidos en 

parafina. Estos casos tuvieron como controles carcinomas de 

glándula mamaria positivos mediante métodos bioquimicos con la 

prueba de puente 1 igadura de formaciones ci tosól icas e 

inmunohistoquimicos, idénticos a los utilizados para evaluar los 

casos. 

ADENOCARCINOMAS DE LA VESICULA BILIAR 
TIPOS HISTOLOGICOS 

•
~12 

ADC. PAPILAR. 

AOC. MOD. DIF. 

ADC.POCO DIF. 

CA.EPIDERMOIDE ~ 1 

CA. CEL GRANDES ~ 1 

CA. CEL. PEQUEÑAS. ~ 1 

CA ADENOESCAMOSO J 2 

No. de casos 31 
A.denocarclnoma (AOC) 
C•tclnoma ICA) Figura 5 
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Desde hace varios años se conoció que más de un tercio de los 

carcinomas de glándula mamaria tienen una regresión temporal con la 

ablación de los ovarios, con hipofisectomia o con terapia hormonal. 

El descubrimiento de los RE presentes en ciertos tejidos como el 

endometrio y miometrio y el epitelio de la glándula mamaria 

necesarios para la reactividad estrogénica de estos órganos, hizo 

que algunos investigadores se preguntaran si los RE también estaban 

presentes en carcinomas de estos órganos, la medición de los cuales 

podria servir como un marcador de dependencia hormonal. Esta 

hipótesis ya ha sido probada; actualmente se sabe que pacientes 

con tumores que no contienen RE raramente responden a tratamiento 

endocrino, los que si contienen RE responden favorablemente a este 

tipo de tratamiento.(?) 

Para la medición de RE se han utilizado diversas técnicas 

entre las cuales están métodos bioquimicos y métodos de 

inrnunohistoquimicos en tejidos procesados por congelación o 

tejidos fijados e incluidos en parafina. (10,11,12). 

Los resultados en las determinaciones de RE son diversos con 

diferentes métodos. Cuando se comparan unos con otros la 

correlación es variable; en algunos estudios es de 80-90%. sin 

embargo, la sensibilidad de los métodos varia considerablemente y 

depende de factores corno tipo de tumor estudiado (tumor 

hormonodependiente e independiente) , forma de procesar los tejidos, 

etc. 

En la mayor parte de los estudios donde se comparan los 



métodos bioquímicos, y los de imunoperoxidasa en tejidos frescos o 

en tejidos fijados en formaldehido al 10%, la concordancia de la 

po~itividad para los RE es más del 90l, aunque hay que mencionar 

que estos estudios se realizaron en carcinomas de glándula mamaria 

que es un órgano "blanco" para estrógenos (10,11,12). En algunos 

de estos estudios la correlación fué significativa únicamente entre 

los métodos bioquímicos y el método de inmunoperoxidasa con tejidos 

frescos, y no fue adecuada con el método de inmunoperoxidasa en 

tejidos fijados lo cual se puede deber a varios factores entre los 

que podemos m~ncionar el tipo de fijación (formaldehido al lOl, 

Bouin, etc), el procesamiento de los tejidos y por tlltimo el 

periodo de almacenamiento de los bloques de parafina (9-12). 

Otros de los factores que pueden influir en la positividad o 

negatividad de diferentes tipos de tumores son el grado 

histológico. Algunos autores informan que los c~rcinomas de mama 

bien diferenciados tiene mayor cantidad de RE (7). Otros 

investigadores han demostrado reactividad variable para otro tipo 

de tumores. Por ejemplo el carcinoma gástrico poco diferenciado 

con células en anillo de sello, frecuentemente en hombres jóvenes, 

tiene mayor cantidad de RE que los carcinomas de tipo intestinal 

que son más frecuentes en mujeres y en edades más avanzadas 

(13,14). Por otro lado también hay informes de que los carcinomas 

gástricos con diferenciación endocrina tienen mayor cantidad de RE 

(15). Algunos melanomas malignos expresan abundantes RE y algunos 

casos han respondido adecuadamente al tratamiento antiestrogénico 

(5). 



En carcinomas de glándula mamaria donde se han estudiado la 

presencia de RE por métodos de inmunoperoxidasa, se puede ver al 

mismo tiempo la reacción para RE y el aspecto histoló9ico lo que 

permite observar que no todos los nücleos de las células 

neoplásicas reaccionan con el anticuerpo monoclonal, sino que 

algunas son positivas y otras negativas. La proporción de células 

positivas para RE es importante ya que aquellos tumores que 

contienen pocas células positivas responden menos al tratamiento 

antihormonal. A diferencia de los métodos bioquimicos, las 

inmunoreacciones permiten la observación directa y cuantificación 

porcentual de las células neoplásicas con RE: al mismo tiempo es 

factible eliminar del análisis al tejido no neoplásico que pudiera 

expresar estos receptores (9,6). 

En algunos tumores del tubo digestivo como los del colon, 

estómago y vesícula biliar, se han demostrado RE. Se cree que la 

presencia de éstos ocurre por la desrrepresión del gen para el RE 

en forma análoga a lo que posiblemente pasa con los genes 

responsables de la producción de hormonas ectópicas en ciertos 

tumores como la gonadotrofina coriónica en carcinomas del colon 

(17,19). 

La escasa reactividad para RE al utilizar métodos 

inmunohistoquimicos puede deberse a que los epítopes especificas 

reconocidos por los anticuerpos monoclonales no estén presenteS en 

los RE de estos tumores ya que los anticuerpos monoclonales son 

producidos específicamente para la detección de RE en carcinomas de 

gl4ndula mamaria (16). 



En algunos estudios se a informado el hallazgo de RE en 

carcinomas de la vesicula biliar. En uno de ellos de 3 casos, do's 

fueron pcsitivos por el método de esteroides radioactivos (11). 

Recientemente se estudiaron diversas lesiones benignas y malignas 

de la vesicula biliar asi como epitelio normal y se obtuvieron 

diferentes porcentajes de positividad variando desde un 20% para 

casos de vesicula con colelitiasis hasta un 50% para casos de 

adenomas. El método que se utilizó en este estudio fue el 

inmunohistoquimico con anticuerpos monoclonales especificas para 

RE. En relación a los carcinomas, obtuvieron un 22.8% de 

positividad de 114 casos; no se pudo demostrar variación en la 

sobrevida de los pacientes con positividad y negatividad para RE. 

Los adenomas y carcinomas los dividieron en dos grupos aquellos con 

metaplasia y otros sin metaplasia. La positividad fue mayor en el 

grupo con metaplasia y se concluyó que la pres~ncia de RE en la 

mucosa de la vesicula biliar esta relacionada con estos cambios y 

no con la edad, sexo, benignidad o malignidad de la lesión o tipo 

histológico de carcinoma. 

En el presente e~tudio de los 31 casos estudiados todos fueron 

negativos para RE al utilizar anticuerpos monoclonales en tejidos 

fijados en parafina. 

Nuestro estudio no apoya el resultado del grupo japonés. 

Resultados discordantes semejantes han sido informados por otros 

grupos al estudiar la expresión de RE en tumores del tubo digestivo 

por métodos aparentemente semejantes (16). 



CONCLUSIONES 

l.- En carcinomas de la vesicula biliar no se detectaron RE por 

métodos inmunohistoquimicos en tejidos fijados en formol. 

2.- si la ausencia de RE es real, es poco probable que las 

manipulaciones endócrinas modifiquen la historia natural del 

tumor. 
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