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INTRODUCCION




Introduccion

1. MIOMETRIO. NEOPLASIAS DE CELULAS DE MUSCULO
LISO MIOMETRIAL.

El Utero es un drgano muscular hueco, impar y ubicado en la
cavidad pelviana. En este érgano, se llevan a cabo la implantacion del
embrién y el mantenimiento, desarrollo y proteccidon del feto durante el
embarazo. El Utero estd revestido interiormente por una mucosa
glandular llamada endometrio, estando constituida la parte mas gruesa de
la pared uterina por el miometrio. Finalmente, una membrana serosa
recubre parcialmente su superficie. El endometrio es un epitelio cilindrico
pseudoestratificado ciliado, sostenido por un estroma celular de tejido
conjuntivo laxo que aloja numerosas glandulas tubulares simples. El
miometrio esta constituido por haces de fibras musculares lisas separadas
por una cantidad variable de tejido conectivo. Aunque no estan bien
definidos, en el miometrio hay varios estratos de fibras musculares que
varian en su disposicion, siendo el estrato central mas grueso, con fibras
dispuestas de forma circular y abundantes vasos sanguineos. La serosa
peritoneal, es la capa mas externa y esta formada por conjuntivo laxo y un

epitelio plano o mesotelio (FiG.1).

Los tejidos que constituyen el Utero, al igual que los restantes
tejidos del aparato reproductor femenino, son sensibles a los esteroides
gonadales, estrégenos y progesterona, teniendo ambas hormonas un
papel crucial en la regulacién de la fisiologia tanto normal como patoldgica
de dichos tejidos. Asi, el desequilibrio en la regulacidon de estas hormonas
puede tener efecto sobre la promocién y desarrollo de transformaciones

tumorales en todos ellos (FiG.2).
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En el Utero son posibles transformaciones epiteliales, musculares o
de tejido conjuntivo (FIG.2). Sin embargo, las neoplasias de musculo liso
miometrial son las mas comunes de este érgano, ademas de constituir las

neoplasias ginecoldgicas mas frecuentes.

UTERO
Trompa de Falopio

Endometrio

Miometrio

Cervix
Serosa

Labio interno

FIGURA 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL UTERO. TOMADO DE CLiNICA DAM.com

La mayoria de estas formaciones tumorales constituyen tumores
benignos denominados leiomiomas (LM), considerados como leiomiomas
tipicos, mientras que menos de un 1% corresponde a leiomiosarcomas
(LMS) o tumores malignos de miometrio (Walker y Stewart, 2005; Evans y

Brunsell, 2007; Yanai y cols., 2010).

La clasificacion de las distintas neoplasias del miometrio esta basada
en la presencia de atipias, el indice mitdtico y necrosis celular coagulativa,
dando lugar a una clasificacion mas extensa. Asi, ademas de los

leiomiomas tipicos, existe un nimero de variantes de los mismos, que
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incluye leiomiomas mitéticamente activos, leiomiomas celulares vy
leiomiomas atipicos. Para todas estas variantes se ha considerado, al
carecer de necrosis coagulativa, el mismo comportamiento clinico que los
leiomiomas tipicos, es decir, benignos (Bell y cols., 1994; Wilkinson vy
Rollanson, 2001). Por otro lado, se consideran tumores malignos de
musculo liso o leiomiosarcomas, aquellos en los que se dan al menos dos
de las caracteristicas citadas, siendo decisiva para el diagndstico la
presencia de necrosis. Los tumores con potencial de malignidad incierto
(STUMP) aun constituyen otro grupo pobremente definido de tumores de
miometrio, al que pertenecen todos aquellos que no presentan
caracteristicas de ninguno de los tipos descritos, y por lo tanto, no es
segura su clasificacion como benignos o malignos (Guntupalli y cols.,

2009).

UTERO
ENDOMETRIO
CELULAS MUSCULARES CELULAS CONJUNTIVO CELULAS EPITELIO
LEIOMIOMAS:
Celulares,
Mixcides SARCOMAS: CARCINOMAS:
etc Bajo grado de malignidad Adenocantoma
Medio grado de malignidad Adenocarcinomas endometrioide
Alto grado de malignidad otros tipos

LEIOMIOSARCOMAS:
Bajo grado de malignidad
Medio grado de malignidad
Alto grado de malignidad

FIGURA 2. TUMORES UTERINOS FRECUENTES, EN FUNCION DE LA ESTIRPE CELULAR QUE LES
DA ORIGEN.
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Aunque se considera que la malignizacion de los LMs o sus variantes
es escasa e improbable, estudios recientes realizados analizando
retrospectivamente muestras de pacientes tratadas de LMS, han puesto
de manifiesto que un numero significativo de pacientes fallecidas por esta
causa, habian sido diagnosticadas de alguna variante de leiomioma
(Giuntoli y cols., 2007), lo que indica su probable malignizacién. Nuevos
datos sobre la transformacién de variantes de LM en LMS o de las
caracteristicas que presentan en comun con los LMS, han sido mostrados
recientemente (Yanai y cols., 2010; Taran y cols., 2010). Estos y otros
estudios (Sung y cols., 2009), han mostrado el potencial de malignizacion
que presentan los leiomiomas atipicos (LA), (también conocidos como
“bizarros”), con células pleomorficas, bajo indice mitético y necrosis no
coagulativa, y celulares (leiomiomas con hipercelularidad) por su posible
evolucion a LMS. Por otro lado, tampoco se descarta la posibilidad de
malignizacion de leiomiomas tipicos. Asi, un estudio realizado por
Indraccolo en 2008, mostré como dos leiomiomas pequefios de una

paciente se transformaron en LMS al llegar a la menopausia.

Las causas que originan los LMSs estan aun por clarificar y aunque
su frecuencia es escasa tienen un comportamiento clinico muy agresivo.
Poseen una alta capacidad metastasica y elevada proporcion de
recurrencia, aunque el diagndstico tenga lugar en las fases iniciales. Por el
momento no se conoce si los LMS pueden desarrollarse desde un
leiomioma preexistente (Singh y cols., 2006) o de novo a partir de la
malignizacion de las células musculares del miometrio por lo que, los
recientes hallazgos anteriormente expuestos, tienen un gran valor vy
permiten seguir profundizando en este interesante estudio sobre la

posible malignizacién de, al menos, ciertos tipos de leiomiomas.
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LEIOMIOMAS

Como hemos sefalado anteriormente, los leiomiomas tipicos
constituyen la neoplasia mds comun del tracto genital femenino. A pesar
de que son usados varios términos para caracterizarlos, (miofibroma,
fiboromioma, leiomiofibroma, leiomioma, fibroma o mioma, y que
comunmente son denominados fibromas), leiomioma es el término que
mas exactamente define esta neoplasia y que hace referencia a cualquier

tumor benigno con origen en las células musculares lisas (Blake, 2007).

Los leiomiomas uterinos pueden crecer enteramente dentro del
compartimiento miometrial, (leiomiomas intramurales), sobresalir de la
superficie serosa del utero en la cavidad peritoneal, (leiomioma
subseroso), o proyectar en la cavidad uterina, (leiomioma submucoso),

(FiG. 3).
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FIGURA 3. CLASIFICACION DE LOS LEIOMIOMAS EN FUNCION DE SU LOCALIZACION
ANATOMICA. TOMADO DE CLiNicA DAM.com

Macroscépicamente, los leiomiomas son masas redondeadas bien
circunscritas y seudoencapsuladas, de 1 mm a 30 cm (Blake, 2007),
(FIGURAS 3 Y 4). Microscopicamente, son tumores monoclonales de células
de musculo liso, tipicamente bien diferenciadas que conservan su fenotipo
de musculo liso, dispuestas en haces entrelazados y rodeadas por una
matriz extracelular mas o menos abundante (FiG. 4). Ademds, estos
tumores son hormono-dependientes, considerandose que su crecimiento

estd modulado por las hormonas ovaricas, estrégenos y progesterona.
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FIGURA 4. (A) IMAG S LEIOMIOMAS SE PRESENTAN COMO ESTRUCTURAS
BLANQUECINAS (FLECHAS). (B) IMAGEN MICROSCOPICA DE UN LEIOMIOMA (LM) RODEADO DE TEJIDO
SANO (M). (C) MIOMETRIO SANO. (D) CELULAS MUSCULARES LISAS CON DISPOSICION ARREMOLINADA EN
UN LEIOMIOMA. (E) LEIOMIOSARCOMA CON CELULAS INDIFERENCIADAS, CELULA EN MITOSIS (m),

CELULAS NECROTICAS (FLECHAS).
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Los LMs pueden llegar a tener un gran tamafio y son habitualmente
multiples. El tamano del leiomioma o su localizacion pueden causar
fenotipos clinicos mas severos, ocasionando metrorragias, hemorragias
anemizantes y dolor abdominal; ademas de aumentar la infertilidad (en el
1-3% de los casos son la Unica causa), abortos y reduccion de la eficacia de
los tratamientos de reproduccion asistida (Stowall y cols., 1998; Hart y
cols., 2001). lgualmente, los leiomiomas uterinos pueden metastatizar en
distintos destinos como por ejemplo en el tejido pulmonar (WalKer 2005).
Segln Sankaran y Manyonda, 2008; Levy y cols., 2012, son sintomaticos en
un 20-50% de los casos, con un fuerte impacto en la salud de la mujer y su
calidad de vida. A pesar de este impacto en la salud femenina, el hecho de
haberse considerado poco frecuente o improbable su malignizacién, ha
hecho que reciban poca atencidn, hasta los ultimos afios, en cuanto al

estudio de su etiologia y patogénesis.

La incidencia de estos tumores no esta bien determinada pero en la
actualidad se considera que afectan a un 60% de mujeres en la edad feértil,
llegando a un 80% si consideramos todo el periodo vital (Laughlin y cols.,
2010) con variaciones segun la raza (Okolo, 2008). La verdadera frecuencia
de leiomiomas entre la poblacion femenina habitualmente esta
subestimada, si tenemos en cuenta que un porcentaje importante de los
mismos son asintomaticos y no presentan incidencia clinica (Okolo, 2008).
Aun asi, la cantidad de pacientes con leiomiomas que necesitan atencidn
clinica es muy elevada, lo que supone un coste sanitario estimado por
paciente de 2,5 veces mas en relacion a las mujeres sin miomas
(Wegienka, 2012). El elevado coste se debe fundamentalmente a que la
cirugia es la eleccién terapéutica predominante para mujeres con

leiomiomas sintomaticos, constituyendo la principal indicacién para
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histerectomia en Norteamérica, Europa y Japon (Flynn y cols., 2006;

Hodge y Morton, 2007; Parker, 2007).

La prevalencia de leiomiomas parece ser menor en poblaciones
europeas y asiaticas (Sato y cols., 2002; Heinemann y cols., 2003; Marino y
cols., 2004). En Espana, los datos del Instituto Nacional de Estadistica
muestran que el 10% de las altas hospitalarias de mujeres se producen en
relacion a los leiomiomas, suponiendo el 49% del total de neoplasias
benignas que causan ingreso hospitalario (Fernandez y cols., 2009).
Ademas, por estos datos sabemos que el nimero de histerectomias es
muy elevado, mayoritariamente en la perimenopausia, aunque se ha
observado a lo largo de los ultimos afos, la presencia de leiomiomas que

necesitaron cirugia en edades cada vez mas tempranas.

Los leiomiomas afectan a la calidad de vida y productividad de la
mujer en distintas partes del mundo, como demuestran Downes y cols.,
2010 en un estudio de cinco paises europeos o Zimmermann y cols., 2012

en 8 paises incluyendo Europa, América y Asia.

Los factores que afectan al desarrollo de leiomiomas pueden afectar
a distintas fases del mismo y asi se clasifican como factores de riesgo,
iniciadores, promotores y/o efectores. El estudio de los factores de riesgo,
caracteristicas generalmente identificadas por estudios epidemioldgicos,
puede dar claves sobre todo para la prevencion de la formacion de los LMs
mientras que, el estudio del comportamiento celular ante moléculas
relacionadas con dichos factores, puede ayudar al conocimiento de su
etiologia y posterior desarrollo. Por otro lado, este estudio celular y
molecular sumado al comportamiento clinico, ayudarda a conocer qué
moléculas estan implicadas en la fase del desarrollo del tumor y asi

facilitar la obtencion de terapias menos agresivas que la cirugia.
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A pesar del hecho de que el origen de los LMs sigue siendo
desconocido, diversos factores como la raza, componentes genéticos o
factores ambientales han sido asociados a la aparicion de leiomiomas
uterinos y por ello se consideran factores de riesgo (Baird y Dunson, 2003;
Parker, 2007). También hay suficientes evidencias del papel de factores
hormonales como factores de riesgo, promotores y/o efectores aunque se
desconozcan los mecanismos de accidén. Las primeras evidencias al
respecto se deducen de las observaciones clinicas referidas a que no estan
presentes antes de la pubertad, desaparecen o se reducen en la

menopausia y con el uso de antagonistas de estréogenos’

Aunque hay evidencias de la accion de los factores previamente
mencionados, parece claro que la transformacién desde miometrio a
leiomioma y la regulacion del crecimiento del tumor, esta basada
principalmente en una compleja interaccion de esteroides sexuales y
factores de crecimiento locales (Evers, 2006; Blake, 2007; Carraway y

Hassan, 2007).

Centrandonos en el factor hormonal, hay que tener en cuenta que
la exposicidn de las mujeres a estrégenos y progesterona estd influenciada

por su historia reproductiva, ademdas del posible consumo de

contraceptivos orales o probables tratamientos de fertilizacion’

Los datos disponibles hasta ahora sobre factores que afectan el
estado hormonal como el uso de anticonceptivos o la paridad, con los
leiomiomas, son bastante contradictorios por lo que es necesario
interpretarlos con cautela. Esta controversia en los resultados se debe en
parte a la no uniformidad en el disefo de los estudios en cuanto al tiempo,

caracteristicas de la poblacion en estudio, etc.
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Por otro lado, también es necesario considerar otras fuentes
endégenas de esteroides a circunstancias como la obesidad, cuya
asociacion con la presencia de leiomiomas e incremento de la incidencia
parece algo aceptado en los distintos estudios (Parker, 2007). La obesidad
conlleva una hipertrofia del tejido adiposo. Una de las moléculas mas
importantes sintetizada por las células de este tejido es la leptina, una
hormona que regula el apetito y el balance energético. Estudios recientes
(Markowska y cols., 2005 y 2006) han demostrado que esta hormona
producida por los adipocitos, induce la expresién de aromatasa, enzima
clave para la producciéon de estrégenos, en el tejido leiomiomatoso pero
no en el miometrio sano (Bulun y cols., 1994; Markowska y cols., 2005),

contribuyendo a crear un ambiente hiperestrogénico en el tumor.

2. ESTROGENOS EN MIOMETRIO Y SUS NEOPLASIAS

Los estrégenos regulan el crecimiento, diferenciacion y fisiologia de
la mayoria de los tejidos y érganos reproductores ademas de influir en los
procesos patologicos de los mismos como el cancer u otros tumores

menos agresivos.

Los efectos bioldgicos de los estrogenos, estan mediados por su
union a dos receptores especificos, (REs), REa y REB, que pertenecen a la
familia de factores de transcripcion regulada por ligando y son transcritos

desde genes distintos, localizados en cromosomas diferentes.

Los REa y REB difieren mayoritariamente en el dominio A/B, N-
terminal (FIG. 5), que media la activacién transcripcional. El dominio de
union al ligando (E) estd moderadamente conservado entre ambos
receptores, a pesar de lo cual, presenta diferencias en su especificidad por

el ligando. El extremo C-terminal esta altamente conservado y contiene el
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dominio de unién al ADN (C). Estos receptores no sélo muestran diferente
afinidad por el ligando sino que estan expresados de manera diferencial
en los distintos tejidos. Ademas, cuando son coexpresados, REP parece
presentar una accién inhibitoria sobre la expresion génica mediada por el
REa, ademas de poder actuar con acciones opuestas sobre ellos

(Matthews y Gustafsson, 2003; Taylor y cols, 2010).

Estos dos tipos de receptor de estrégenos, son coexpresados en
distintos drganos del aparato reproductor durante el desarrollo. En el
utero del organismo adulto, la expresidon de REPB disminuye respecto a la
de REa. Por otro lado, las cascadas de senalizacién de los subtipos de REs
parecen ser especificas de cada tejido presentando incluso acciones

opuestas en distintos érganos (Huang G. 2010).
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FIGURA 5. (A) DOMINIOS FUNCIONALES DEL RECEPTOR DE ESTROGENO. PORCENTAJE DE
HOMOLOGIA ENTRE LAS ISOFORMAS o Y [B. (B) ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE
ESTROGENO. COMPARACION ENTRE LAS ISOFORMAS aL Y [3.

Los estrégenos pueden ejercer efectos sobre las células sensibles a

ellos, a través de distintos mecanismos.

El mecanismo clasico, via gendmica o de respuesta lenta, implica la
formacién de homo o heterodimeros de los receptores y la consiguiente
union de este complejo a la secuencia, elemento de respuesta a estrégeno
(ERE), de la regidon promotora de genes diana, llevando a un incremento o

disminucion en los niveles de ARNm, la produccién de las proteinas
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asociadas y finalmente una respuesta fisioldgica. Esta via gendmica ocurre

tipicamente en un periodo de horas (FIG. 6).

FIGURA 6. MECANISMOS DE ACCION DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENO. EN LA RESPUESTA
RAPIDA (NO GENOMICA), EL 17B-ESTRADIOL (E;) ENDOGENO ACTIVA LOS RECEPTORES ESTROGENICOS
ALFA Y BETA DE LA MEMBRANA (mER) QUE INTERACTUAN CON LAS PROTEINAS ADAPTADORAS Y LAS
MOLECULAS DE SENALIZACION (1). E; TAMBIEN SE UNE A RECEPTORES DE ESTROGENO LIGADOS A
PROTEINA G (GPER), PRINCIPALMENTE LOCALIZADOS EN EL RETICULO ENDOPLASMATICO (2). EN LA
RESPUESTA LENTA (GENOMICA), EL E; REGULA LA EXPRESION GENICA MEDIANTE LA UNION DE DIMEROS DE
RECEPTORES DE ESTROGENO (ER) EN LA REGION PROMOTORA DE GENES DIANA (3), A TRAVES DE LA
INTERACCION DEL ER CON OTROS TIPOS DE FACTORES DE TRANSCRIPCION (TF) (4), O POR LA REGULACION
DE LA FOSFORILACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION (5). (BARTON, 2012).

En la via no gendmica, el estrogeno puede actuar en segundos o
minutos, a través de REs localizados en la membrana plasmatica,
(Bjornstrom y Sjoberg, 2005), o adyacentes a ella (Chen y cols. 2008) (FiG.
6). Dependiendo del tipo celular, este tipo de respuesta no gendmica o
respuesta rapida implica la movilizaciéon de varios segundos mensajeros
por ejemplo, AMPc, Ca™, quinasa PI3, (Kolkova y cols., 2010), interaccidén
con receptores de membrana, por ejemplo con el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGF), o activacién de vias intracelulares (FiG. 6).

Estas observaciones sugirieron que un receptor acoplado a proteina G
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mediaba estos efectos (Kolkova y cols., 2010). El receptor de estrégeno
denominado GPR30 fue clonado en 1996 (Owman vy cols., 1996).
Recientemente, sus propiedades como receptor de estréogenos han sido
demostradas, siendo el primer reporte sobre su expresion y localizacion
tisular en tejidos reproductivos, en endometrio (Kolkova y cols., 2010).
Segln estos autores, no se observa inmunorreactividad en musculo liso de
vasos sanguineos o miometrio. Sin embargo, diversos estudios ponen de
manifiesto que en miometrio normal y leiomiomatoso, respuestas rapidas
de estrégenos y factores de crecimiento pueden converger actuando
sobre multiples vias que promueven la progresion del ciclo celular (Nierth-

Simpson y cols., 2009).

Recientemente, Tian R. y cols. 2012, han mostrado la presencia de
GPR30 en miometrio y una sobreexpresion del mismo en nucleos de
células musculares leiomiomatosas. Sin embargo, resultados preliminares
de nuestro grupo de investigacion muestran una abundante presencia de
GPR30 tanto en miometrio sano como en leiomioma y con una mayor

representacion en los citoplasmas.

Por el momento sabemos que la alteracion de la expresiéon de los
REs a y B, esta implicada en diversas condiciones patofisioldgicas,
incluyendo la progresién del cancer en tejidos hormono-dependientes
(Taylor y cols., 2010). En general, se acepta que el proceso carcinogénico
mediado por estrégenos, puede depender del 6rgano o del tipo celular
especificamente y que este efecto puede estar influenciado
principalmente por la relacion de ambos receptores dentro del tejido,
como ha sido reportado en cancer de mama (Chen y cols., 2008). En

efecto, es el ratio REa-RE[3 mdas que el numero de receptores individuales,
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lo que parece estar asociado con el riesgo de que un carcinoma comun de

mama progrese hacia un cancer invasivo (Shaaban y Speirs, 2005).

Al igual que ocurre en los tejidos de la mama, el REa es mayoritario
en los tejidos del Utero sano. Sin embargo, inversamente a lo observado
en el cancer de mama, en el cancer de endometrio el ratio REa-REf3
disminuye, y ratios menores de 1 parecen ser un factor predictivo de una
supervivencia mas corta (Jongen y cols., 2009; Mylonas y cols., 2005). A
pesar de la importancia por las posibles implicaciones en el utero de los
tratamientos hormonales contra el cdncer de mama, ésta relacion entre

los REs se deconoce en las neoplasias de miometrio.

En los leiomiomas, aunque se desconocen sus mecanismos de
accion en la etiologia o en el desarrollo de las mismos, hay suficientes
evidencias para el papel relevante que juegan los estrogenos tanto como
factores de riesgo, promotores y estimuladores de efectores o factores de
crecimiento (Flake y cols., 2003). Se sabe que las células leiomiomatosas
presentan una sensibilidad aumentada a la estimulacidn con estrégenos,
respecto a la de las células musculares de utero sano (Okolo, 2008). Por
otro lado, la acciéon de la progesterona que parece favorecer la actividad
mitogénica de las células de leiomioma en cultivo (Xu y cols., 2005) vy
promover la supervivencia de las células de leiomioma regulando la
expresion de la proteina Bcl-2 (Yin y cols., 2007), estd mediada por dos
tipos de receptores cuya transcripcion esta inducida por estréogenos (Kato

y cols., 1991).

A pesar de la controversia que muestran los trabajos sobre Ia
expresion de REs a y B en LMs, (Wang y cols., 2009; Kovacs y cols., 2001;
Roan y cols., 2005), parece clara la presencia de los dos tipos de

receptores clasicos en sus células y el papel relevante de las hormonas
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gonadales en el desarrollo del tumor (Blake, 2007). Los niveles de REs
parecen mas altos en leiomiomas que en el Utero sano (Brandon vy cols.,
1993) y el segundo tipo de RE, RE[3, parece expresarse a niveles de ARNm
de forma preferente en leiomiomas respecto del miometrio sano
(Benassayag y cols., 1999). A nivel de caracterizacion celular, hay algunos
datos contradictorios sobre la localizacion de ambos receptores en las
células leiomiomatosas, habiéndose obtenido datos distintos
dependiendo del tipo de estudio, in vivo o in vitro (Gargett y cols., 2002;

Jakimiuk y cols., 2004).

En otras variantes de LMs, el estatus de ambos receptores es
desconocido y los pocos estudios en LMSs y STUMP (leiomiomas de
incierto potencial maligno) presentan datos sélo de un tipo de receptor,
supuestamente el REa, considerandose que en general carecen de ellos o
estdn en menor proporcion que en los leiomiomas (Bodner K 2004). En
2005, Akhan S. y cols. propusieron que una positividad para REs en LMSs
superior al 10%, podia estar asociado con un mejor prondstico de la
enfermedad. Datos mas recientes indican que el estatus de REs puede ser
util como un potencial marcador prondstico o como una diana terapéutica

en esta fatal enfermedad (loffe y cols., 2009).

3. PETIDOS Y NEOPLASIAS

El descubrimiento de los péptidos como moléculas reguladoras
bioldgicamente activas ha sido uno de los grandes acontecimientos de la
fisiologia moderna. Estas moléculas, producidas fundamentalmente por
células endocrinas del tracto gastrointestinal, fueron también aisladas del
sistema nervioso, donde pueden actuar como neurotransmisores.

Ademas de su funcidon endocrina, posteriormente se les ha atribuido una
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accidon autocrina o paracrina que afecta la funcién de numerosas células
en el organismo. Una de las funciones primordiales de los péptidos
gastrointestinales es su accidon tréfica en tejidos sanos y neopldsicos
(Thomas R. 2002), estando sus receptores sobreexpresados en muchas

células tumorales en relacién al tejido sano (Okarvi SM 2007)

Estas hormonas peptidicas presentan una serie de caracteristicas comunes
tales como formar parte de grandes moléculas precursoras, tener distintas
isoformas o unirse a diferentes receptores desencadenando distintas
cascadas de senalizacion.

Una caracteristica interesante es que uno de los factores que induce
la expresion de estos péptidos y sus receptores son las hormonas

gonadales (Hyder y Stancer, 1999).

NEUROTENSINA

La neurotensina es un péptido de 13 aminoacidos identificado por
Carraway y Leeman en 1973 en extractos de hipotalamo ovino. Células
productoras de este péptido fueron localizadas principalmente en el
Sistema Nervioso Central (CNS) y el tracto gastrointestinal. La
neurotensina actia fundamentalmente como neurotransmisor y/o
neuromodulador en el sistema nervioso y modulador paracrino o
endocrino en tejidos periféricos (Evers, 2006). Los efectos de este péptido
estdn mediados principalmente por su receptor de alta afinidad NTSR1,
(proteina transmembrana de 7 pasos), acoplado a proteina G. Esta
proteina de 418 amino acidos ha sido identificada en el cerebro, intestino

delgado, higado y en varios tipos de cancer.

Se ha demostrado que la transcripcidn de NTS puede estar inducida

por el estradiol en tejidos neuroendocrinos de rata (Alexander y Leeman;
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1994; Bello y cols., 1999). En humanos, el estradiol aumenta los niveles de
expresion de la NTS en células epiteliales de mama en humanos (Dupouy y

cols., 2009).

Se han descrito diversas vias de sefalizacion después de la
estimulacidon de NTSR1. Una de las cascadas inducidas por la neurotensina
incluye la activacion de proteinquinasas mitogénicas que conlleva una

estimulacién de la proliferacién celular.

NH2 FIGURA 7. REPRESENTACION
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Este efecto proliferativo ha sido observado en diversos tejidos
normales tales como colon, pancreas y corteza adrenal (Evers, 2006). De la
misma forma, diversas lineas de evidencia sugieren que NTSR1 juega un
papel en la regulacién del crecimiento tumoral. Asi, el ARNm - NTSR1 esta
altamente sobreexpresado en una variedad de cdnceres primarios,
comparados con el tejido normal (Reubi y cols., 1999; Elek y cols., 2000) y
lineas celulares de cancer humano, expresan altos niveles de NTSR1

presentando respuestas de crecimiento celular a concentraciones
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subnanomolares de NTS (Sehgal y cols, 1994; Seethalakshmi y cols., 1997;
Carraway y Hassan., 2007). Ademas, las células tumorales pueden secretar
NTS y también expresar sus receptores sugiriendo que ademds de una
sefalizacidon endocrina y paracrina, la neurotensina puede llevar a cabo

una regulacién autocrina en células tumorales (Carraway y Hassan, 2007).

La expresidon de NTS y/o su receptor de alta afinidad NTSR1 es un
hecho demostrado generalmente en tumores endocrinos y originados de
tejidos sensibles a hormonas gonadales como mama, colon, pulmén vy
prostata. Diversos trabajos indican que la NTS interviene en funciones
ligadas a la progresion neoplasica, incluyendo proliferacion de células de
pancreas, prostata, colon y pulmén (Thomas y cols., 2003), proteccién del
cancer de mama contra la apoptosis (Somai y cols., 2002) e induccién del
potencial proinvasivo de células de cancer de colon (Souazé y cols., 2006).
Todos estos procesos son presumiblemente activados por la expresion
anormal de NTSR1 durante los primeros estadios de la transformacion
celular. Hay que considerar que en algunos casos se ha propuesto que la
presencia de neurotensina pudiera ser un hecho temprano en la
tumorogénesis por los hallazgos encontrados. Asi, Gui y cols., en 2008,
mostraron como la expression de NTSR1 iba aumentando en la
tumorogénesis del colon desde tejido sano, adenoma y adenocarcinoma
donde la expresion de NTSR1 es maxima. La presencia de NTS en
adenomas hipofisarios de todos los tipos celulares (Reyes y cols., 2007;
Giorgi y cols., 2008), también apoya el papel de la NTS en la

tumorogénesis induciendo la proliferacion.

La interaccién de la NTS con hormonas gonadales en cancer esta
siendo estudiada ampliamente en la ultima década, por el grupo de

investigacién de P. Forgez (INSERM, Paris). Estos investigadores abordan el
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estudio de estas interacciones fundamentalmente en el desarrollo vy
progresion del cancer de mama y colon, dos tipos de cancer estrégeno-

dependientes.

A pesar de que en el cdncer de mama estd muy avanzado, el estudio
de este péptido y sus receptores asi como su relacidon con las hormonas
gonadales (Souazé y cols., 2006), se desconoce completamente si este

péptido esta presente en el Utero.

La expresion de péptidos y sus receptores en tumores tiene distintas
posibilidades de aplicacién terapéutica, sobre todo dirigidas a la busqueda
de especificidad de dicha terapia. El receptor de NTS como hemos
explicado previamente, es un receptor de la familia de receptores
acoplado a proteina G para los cuales existen numerosas evidencias,
mostradas en los ultimos 20 afos, de que pueden presentar variantes
especificas, obtenidas por empalme alternativo (alternative splicing),
expresadas solo en células tumorales. Asi, la utilizacion de anticuerpos
dirigidos contra productos de empalme especificos de las células
tumorales constituye una terapia prometedora, actualmente en
experimentacion clinica (Venables, 2004). Una apasionante posibilidad
seria obtener isoformas del receptor de neurotensina especificas de los
leiomiomas. Por otro lado es necesario conocer si los estrogenos pueden
inducir la expresion del péptido en células de tumores de musculo liso y
éste por medio de su interaccion con NTRS1, activar la proliferacion

celular.
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4. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En la actualidad podemos decir que los leiomiomas constituyen un
problema importante de salud en la poblacion femenina de todo el
mundo. Sin embargo los estudios sobre esta patologia son tan escasos que
se desconoce su origen, las causas de su desarrollo, la evolucidn de los
distintos tipos y las posibilidades de malignizacion en funcién de estos
tipos. Se consideran dependientes de estrogenos y hay trabajos que
muestran la expresion de receptores para estas hormonas, pero aun no se
han caracterizado los tipos celulares que lo expresan, ni cdmo varian estos
receptores a lo largo del desarrollo del leiomioma ni de otras neoplasias

de miometrio.

Por otro lado, tenemos datos de la poblacion de EEUU, Japdn,
varios paises europeos, pero éconocemos datos sobre la poblacion
espanola? Solo el trabajo de Downes y cols., 2010, hecho en la poblacion
de cinco paises europeos donde se incluyd Espafia, nos muestra el
impacto de estos tumores en la calidad de vida y que Espaina es el pais con
mayor indice de mujeres no tratadas por este problema, lo que dificulta el

saber su incidencia exacta.

Consideramos que a pesar del impacto que supone en la salud de la
mujer, el estudio de los leiomiomas y de otras neoplasias relacionadas, no
se trata como un tema relevante en la investigacion en comparacion a
otras enfermedades benignas, por lo que hemos querido aportar datos
sobre alguna de las muchas incdgnitas que rodean a estos tumores

dedicando el trabajo de esta Tesis a su estudio.

Teniendo en cuenta la admitida dependencia de estrégenos de los

leiomiomas, los objetivos que nos hemos planteado estan enfocados a
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abordar el estudio de los leiomiomas desde distintos puntos de vista,
siempre en relacidén con los estrégenos, para saber un poco mas sobre la
relacion de estos esteroides con dichos tumores. Asi para entender mejor
el papel de los estrégenos en esta patologia los estudiaremos a nivel
celular y subcelular. Esta parte del estudio nos dara datos que serviran
para prever los efectos que puedan tener sobre estos tejidos, las terapias
dirigidas contra otros tumores dependientes de estrégenos como el
cancer de mama. Por otro lado, el estudio de la expresion de péptidos
como la neurotensina, en estos tumores y su relacidon con los estrégenos,
permitira abrir una puerta a nuevos factores diagndsticos y sobre todo a la
posibilidad de una herramienta terapéutica como alternativa a la cirugia.
Ademas el estudio estadistico nos permitira saber el grado de asociacion
de los distintos factores hormonales a los que estan expuestas las mujeres

durante la edad fértil con los leiomiomas uterinos.

LO EXPUESTO PREVIAMENTE QUEDA REFLEJADO EN LOS SIGUIENTES OBJETIVOS

GENERALES!

1. Realizar un estudio de la localizacion celular y subcelular de los dos
principales receptores de estrogenos, o y 3, en leiomiomas y otras
dos neoplasias de miometrio, con distinto comportamiento clinico:
leiomiomas atipicos y leiomiosarcomas. Este estudio tendra un
interés clinico en cuanto a la posibilidad de mejorar el diagndstico y
en el posible tratamiento de leiomiosarcomas, ademas de permitir
conocer un poco mas sobre la relacion entre estas neoplasias.

2. Realizar un estudio celular y molecular del péptido neurotensina y
su receptor de alta afinidad NTSR1 en los tumores de miometrio en
estudio, en relacion con el estatus de los receptores de estrogenos.
Este péptido esta presente en todos los tumores dependientes de

estrogenos estudiados hasta el momento, siendo muy importante
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su relacién con los estrégenos en el cancer de mama, donde el
estudio sobre la neurotensina esta muy avanzado. Consideramos de
particular interés, ya que el utero y la mama son dos érganos
fundamentales en la reproduccion, conocer su situacion en el Utero,
hasta ahora desconocida.

Determinar cuales son las caracteristicas principales que presenta la
poblacién de mujeres afectadas de miomas en la isla y realizar un
estudio caso-control sobre cuales de dichas caracteristicas tiene

mayor grado de asociacién con los leiomiomas.

PARA TODO ELLO NOS PLANTEAMOS LOS SIGUIENTES OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Estudiar la distribucion y caracterizacion celular de receptores de

estrogeno, o y 3, en tumores uterinos de musculo liso de distinto
comportamiento clinico: leiomiomas tipicos, leiomiomas atipicos y
leiomiosarcomas, en relacién al miometrio sano,

a. Caracterizando inmunohistoquimicamente el tipo celular.

b. Determinando el ratio entre ambos tipos de receptor en cada

uno de los tipos de tumor.

Determinar la correlacién del ratio de receptores de estrégeno con:

a. La presencia de aromatasa en el tumor

b. La presencia del indicador de proliferacion, Ki 67
Detectar inmunohistoguimicamente el péptido neurotensina en las
distintas neoplasias de miometrio, en relacion al miometrio sano,

a. Caracterizando el tipo celular

b. Estudiando su relacién con los estrégenos y sus receptores:

b1. Colocalizacién de NTS con los receptores de estrégenos
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b,.Estudio cuantitativo de la presencia del péptido en
tumores procedentes de mujeres en condiciones normales y
mujeres sometidas a altas dosis de estrégenos
Detectar el ARNm de la NTS en células de las neoplasias en estudio
Estudiar inmunohistoquimicamente la presencia del receptor de
neurotensina de alta afinidad: NTSR1.
Estudiar la expresion del ARNm-NTSR1 en tejido tumoral frente a
miometrio sano.
. Conocer el conjunto de caracteristicas que presentan las mujeres
gue son sometidas a cirugia por leiomiomas, en cuanto a factores
hormonales enddgenos o exdgenos, en una muestra de la Isla de
Tenerife y realizar con dicha muestra un estudio caso-control para
determinar el grado de asociacion de cada uno de los factores con

la presencia de leiomiomas.
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Material y métodos

1. MATERIAL

Un total de 1221 mujeres han intervenido en este estudio, previo
consentimiento informado. Las mujeres eran pacientes del Hospital
Universitario de Canarias (HUC) o de la USP Clinica La Colina, ambos de
Tenerife, en el periodo 2005-2008. Ademas, se tuvo en cuenta como
criterio de seleccion que fueran mujeres espafiolas de origen caucasico,

residentes en Canarias.

La muestra fue dividida en tres grupos de edad: 14-38 afos (52%),
39-53 afios (39%) y 54-84 afios (9%); y sus caracteristicas se describen a

continuacion, (TABLA 1).

La edad de menarquia, como marcador de inicio de la exposicidn a
las hormonas enddgenas fue de 1212 afios. Respecto a la paridad, el 62%
eran nuliparas, el 16% habian tenido un hijo y el 22% tenian dos o mas
hijos. El indice de masa corporal (IMC) se clasificé en tres grupos:
normopeso (IMC<24,9 kg/m?), sobrepeso (25<IMC<29,9 kg/m?) y obesidad
(IMC=30 kg/m?). El IMC global fue de 23+4 kg/m’, el cual estd en la
categoria de peso normal y en la que entrd el 80% de la muestra. No
obstante, el 14% fueron clasificadas dentro de la categoria de sobrepeso y
el 6% restante, en obesidad. Del total de mujeres que habian recibido
tratamiento hormonal, 22% habian utilizado anticonceptivos orales (ACO)
y s6lo el 3% habia recibido algun ciclo de fertilizacién in vitro (FIV). Del
total de pacientes con tratamiento hormonal (n=733), la distribucidn fue
3% FIV y 22% ACO. Para la valoracion del efecto de los ACOs sélo se tuvo
en cuenta aquellas pacientes con un uso ininterrumpido de ACO (n=266),

siendo la mediana de 1 mes de uso (1 — 120 meses, TABLA 1).
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VARIABLE FREC. RELAT. (1C95%)

Edad (afios)

14-38 afios 52(49-55)
39-53 aiios 39(36-42)
54-84 aios 9(7-11)
Menarquia (afios de edad) 1242
Menopausicas 11(9-12)
Paridad
Nuliparas 62(59-66)
Primiparas 16(13-18)
Multiparas 22(19-24)
IMC (kg/m?)
<24.9 kg/m* 80(78-82)
25.0-29.9 kg/m’ 14(13-17)
>29.9 kg/m?* 6(5-8)
Tratamiento hormonal
FIV 3(2-4)
ACO 22(19-24)
Meses de ACO 1(1-120)*

*Mediana (P5'P95)
TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA TOTAL (N=1221)

Para la realizacién del estudio de casos — controles, incluimos 577
mujeres intervenidas de miomectomia o histerectomia motivadas por la

presencia de leiomiomas, constituyendo el grupo casos.

El grupo control lo constituyeron 644 mujeres sanas (libres de
leiomiomas, determinado por ecografia). De todas ellas se obtuvieron los
siguientes datos: edad; indice de masa corporal, (IMC); toma de
anticonceptivos, (ACO); tratamientos de fertilizacion in vitro, (FIV) vy

numero de embarazos llegados a término (paridad).

44




Los datos que se registraron para el grupo casos fueron el nimero
de leiomiomas, su localizacién y tamano (cm), la existencia de un
diagndstico de polimiomatosis, y si los leiomiomas eran de crecimiento
rapido (observaciones segun protocolo médico estandar). El nimero de
leiomiomas, localizacion y tamano se obtuvo de los registros de los
Servicios de Anatomia Patoldgica, y el diagndstico de polimiomatosis y de
leiomioma de crecimiento rdpido por declaracion del ginecélogo a cargo
de la paciente. Los datos se registraron en un cuaderno individual para
cada paciente incluida en el estudio y la informacién dudosa se contrasto
con la historia clinica o se confirmé mediante conversacion telefénica con
la propia paciente. Una vez confirmada la calidad del registro los datos se

digitalizaron en formato de archivo SPSS.

Para la realizacidon del estudio celular se utilizaron muestras de
tejido leiomiomatoso y del miometrio adyacente de las mismas pacientes
del grupo casos. Ademas, se contd con un nimero de muestras de archivo
de leiomiomas atipicos y leiomiosarcomas procedente del Hospital
Materno-Infantil de Las Palmas de Gran Canaria (TABLA 2). Se utilizaron, en
total, 286 muestras de tejido en este trabajo. Todo el material fue
analizado anatomopatoldgicamente segun los criterios de clasificacion de
tumores de la Organizacion Mundial de la Salud (World Health

Organization, 2003).

El tejido tumoral utilizado corresponde a tres tipos de neoplasias de
miometrio: leiomiomas (tumores benignos), leiomiomas atipicos (variante
de leiomiomas con caracteristicas atipicas) y leiomiosarcomas (tumores

malignos de miometrio, TABLA 2).
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Miometrio (M) 39 — 78 afios 49
Leiomioma (LM) 29 - 52 afios 209
Leiomioma atipico (LA) 32 - 64 afios 14

Leiomiosarcoma  (LMS) 25— 64 anos 14

TABLA 2. RANGO DE EDADES DE LAS MUJERES DE LAS
QUE PROCEDEN CADA UNO DE LOS TEJIDOS
ESTUDIADOS Y NUMERO DE MUESTRAS (n) UTILIZADOS.

Los leiomiomas procedentes de mujeres sometidas a procesos de
fertilizacion in vitro constituyeron un grupo independiente. Se utilizo el
tejido tumoral y sano adyacente de 15 mujeres operadas tras recibir uno o
varios ciclos de induccién de la ovulacién mediante protocolo largo. Este
consiste en la induccidon de la supresidn hipofisaria con acetato de
leuprorelina (GRAFICA 1) como agonista de la GnRH en la mitad de la fase
lutea (dia 21-22 del ciclo anterior), con una dosis inicial de 0.5-1.0 mg/dia,
por via parenteral o intranasal, con disminucién de la dosis a la mitad en el
momento de la menstruacion, iniciando entonces la estimulaciéon con
gonadotropinas, FSH o FSH-LH, 200-300 IU diarias durante 11 dias mas una
dosis de HCG 10.000 IU. 24 horas después de extraer el oocito se
administra progesterona a 200 IU cada 12h durante 48h y finalmente cada

8 horas durante 18 dias.

Dia 7 6 5 4 3 2 1
GRAFICA 1: representacion de la dosis de agonistas y gonadotropinas en el
ciclo largo.
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2. METODOS
2.1. ESTUDIO DE MUESTRAS.

2.1.1. TECNICAS HISTOLOGICAS

El material se fij6 en formol al 10% durante 12 horas.
Posteriormente se deshidraté por inmersidon en alcohol etilico de
graduaciéon creciente para finalmente incluirlo en parafina. Los bloques
fueron cortados en un microtomo de parafina (Thermo Shandon Finesse
325) a 3 um de grosor. Los cortes se montaron en un bafio con agua

destilada a 402, en portaobjetos previamente tratados (Dako).

Los cortes fueron desparafinados y rehidratados en una serie
decreciente de alcoholes hasta agua destilada. Sobre ellos se realizaron
coloraciones topograficas para estudiar las caracteristicas histolégicas y su
diagndstico, y coloraciones histoquimicas, que permiten caracterizar tipos
celulares o tejidos por su composicidon quimica, para la observaciéon de la

matriz extracelular.

COLORACIONES TOPOGRAFICAS:

Se utilizo la coloracion hematoxilina — eritrosina:

Los cortes, tras ser desparafinados y rehidratados, se tifileron con
hematoxilina durante 2 minutos. A continuacion se lavaron con
agua corriente y agua destilada. Posteriormente, se tifieron con
eritrosina acuosa al 1%. Finalmente los cortes se deshidrataron y se

colocé un cubreobjetos con Eukitt.
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COLORACIONES HISTOQUIMICAS:

Con el fin de poner de manifiesto la presencia de matriz extracelular
del conjuntivo laxo en los distintos tumores se utilizé la coloracion

tricromica de Masson.

Tricromico de Masson

Los cortes, desparafinados y rehidratados, se sumergieron en
disolucién de Bouin, (acido picrico a saturacion, formaldehido al
40% vy acido acético glacial al 1%), durante 12 horas. Los cortes se
lavaron en agua corriente y en agua destilada. Se tifieron con
hematoxilina férrica de Weigert, (mezcla a partes iguales de
hematoxilina alcohdlica al 1% y una disolucién de acido clorhidrico
al 1% con cloruro férrico al 4%), durante 10 minutos. Se lavaron en
agua corriente y agua destilada. Después se tifleron con una mezcla
de Biebrich escarlata al 1%, fucsina acida al 1 % y acido acético
glacial. El colorante se fij6 con una disolucion de acido
fosfotungstico y acido fosfomolibdico diluida en agua destilada.
Finalmente se tifid con verde luz al 1%. Tras lavar, los cortes fueron
deshidratados y se puso el cubreobjetos utilizando Eukitt. Todos los
reactivos son de las casas comerciales Sigma-Aldrich, USA y de

Merck & Co., Inc, Whitehouse Station, NJ, USA.

Para la identificacion de las células cebadas del tejido conjuntivo laxo se

utilizd una coloracion metacromatica con azul de toluidina.

Tincion metacromatica con azul de toluidina:

Tras desparafinar e hidratar los cortes, se tifieron con azul de

toluidina acuosa al 1% durante 10 minutos. Se lavaron con una
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mezcla de agua destilada con acido acético al 0,4%. Después se
lavaron con agua destilada y finalmente se procedié a deshidratar y

poner los cubreobjetos.
2.1.2. INMUNOHISTOQUIMICA PARA MICROSCOPIA OPTICA

Las técnicas de inmunohistoquimica permiten detectar proteinas y
péptidos sobre secciones de tejido usando anticuerpos especificos. Las

caracteristicas de los anticuerpos utilizados se resumen en la TABLA 3.
METODO INMUNOENZIMATICO INDIRECTO

Para la relizacion del método inmunohistoquimico, el material se
fij6 en formol al 10% durante 12 horas. Posteriormente se deshidraté por
inmersion en alcohol etilico de graduacidén creciente para finalmente
incluirlo en parafina. Los bloques se cortaron en un microtomo de parafina
a 3 um de grosor. Los cortes se estiraron al bafio maria y se montaron en

portaobjetos.

Para su utilizacidén, los cortes se desparafinaron en una serie
decreciente de alcoholes. El tejido rehidratado se estabilizd con tampdn
tris-salino (TBS) a pH 7,4. Para evitar uniones inespecificas, se saturd
durante 20 minutos con caseina al 0,5% diluida en el mismo tampdn TBS.
Para eliminar el exceso de caseina, se dieron dos lavados en TBS de 15
minutos cada uno. En el caso de los anticuerpos contra receptores de
hormonas esteroideas (REo. y REB) se procedid a desenmascarar el
antigeno mediante un lavado de 3 minutos en tampdn citrato sddico
(pH=6) a 90°C. Antes de incubar con el antisuero primario se dio un lavado
de 10 minutos con TBS con Triton X-100 al 0,05% (TBS-T) para

permeabilizar las membranas y facilitar el paso del anticuerpo.
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Monoclonal de

. Extremo N-terminal del REa Dako
conejo I 5 ) 1:50
Anti-REQ Humano ( Glostrup, Denmark)
Policlonal de cabra Extremo N-terminal del REB . santa Cruz
i Biotechnology Inc. 1:50
AT Humano (Santa Cruz, CA, USA)
PoI|cIonfa1I de = e i & e United States Biological
conejo Inc. 1:50
Anti-REB Humano (Swampscott, MA, USA)
POI(ISEZ?; de Citocromo P450, CYP2CS, United Stal’:ecs Biological
J CYP2C9y CYP2C19 ’ 1:100
Anti-Citocromo HuMano (Swamposcott, MA,
P450 USA)
Policlonal de
conejo Ver descripcion’ Dr. G. Tramu 1:300
Anti-NTSR1
Policlonal de cabra Extremo N-terminal del NTSR1  Santa Cruz Biotecnology A
Anti- NTSR1 Humano (Santa Cruz, CA, USA) '
Policlonal de
conejo Ver descripcion® Dr. G. Tramu 1:300
Anti-NTS
Monoclonal de Fragmento de ADNc 1002 bp Ki-
) Dako
raton 67 1:50

Anti-Ki67 Humano ( Glostrup, Denmark)

TABLA 3. ANTICUERPOS Y DILUCIONES UTILIZADAS EN LAS TECNICAS DE
INMUNOHISTOQUIMICA.

1Anticuerpo policlonal de conejo anti- NTSR1 y dirigido contra la secuencia 375-387 de la proteina
del receptor de neurotensina 1 (NTSR1) de rata. El conejo se inmunizé contra la secuencia:
NFRQVFLSTLACL (375-387 aminodcidos) acoplada a seroalbumina humana mediante
glutaraldehido. Esta secuencia de aminoacidos es exclusiva del subtipo 1 del NTSR. Proporcionado
por el Dr. G. Tramu, Laboratoire de Neurocytochimie Fonctionnelle, Talence, Francia. Dilucidn
1:300. (Tramu, 1996)

2Anticuerpo policlonal de conejo anti-NTS hecho en conejo y dirigido contra el péptido
neurotensina sintético (Laboratorios Peninsula, Belmunt, CA, USA) conjugado con glutaraldehido-
tiroglobulina bovina. Sus caracteristicas inmunoldgicas han sido publicadas (Studler y col., 1988).

Proporcionado por el Dr. G. Tramu, Bordeaux, Francia. Dilucién 1:300.
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Se incubd, con el antisuero especifico diluido en Tampdén TBS-T,
durante 12 horas, a temperatura ambiente en cdmara humeda. Tras varios
lavados en TBS se incubd con el anti-IgG especifico para cada anticuerpo
primario conjugado con biotina, diluido en TBS con Tritén X-100 al 0,05%
durante una hora, dilucidon 1:1000, en camara humeda. Después de la
incubacidn, se lavd nuevamente y se incubd con estreptavidina conjugada
a peroxidasa de rabano picante diluido a 1:1000 en TBS-T al 0,05% durante
una hora, también en camara humeda. Tras esta incubacion, se lavo en
tampon TBS varias veces. El ultimo lavado se realizd en tampdn tris-
clorhidrico, pH 7,6 y 0,5M, quedando los cortes preparados para revelar.
Se utilizaron dos cromoégenos: 4-cloro-1-naftol y 3,3-diaminobenzidina-

3,3’,4,4’-tetraaminobifeniltetrahidrocloruro.

* El revelado con 4-cloro-1-naftol (CI-Naf)(Sigma) al 0,04% vy
perdxido de hidrégeno al 0,01% en tampdn tris-clorhidrico (Tris-
HCl), produce un precipitado de color azul. Se lavdé en tampdn
tris-HCl y se montd con un cubreojetos utilizando glicerina
tamponada.

* El revelado con 3,3’ — diaminobenzidina tetrahidrocloruro
(DAB)(Sigma) al 0,05% y perdxido de hidrégeno al 0,01 % en
tampon Tris-HCl, produce un precipitado de color marrédn. Se
lavd en tampodn Tris-HCl y se deshidratd en serie creciente de

alcoholes. Se montd con un cubreobjetos utilizando Eukitt.

METODO DE ELUCION-RETRATAMIENTO

El método de elucidn-retratamiento (Tramu y cols., 1978) permite
detectar dos antigenos presentes en la misma célula, al realizar dos

reacciones inmunohistoquimicas consecutivas.

51




Para ello se realizd una primera reaccion segun el método
enzimatico indirecto utilizando como revelador el 4-cloro-1-naftol. Los
cortes se montaron con glicerina tamponada y se fotografiaron.
Posteriormente se procedid a la elucién de los anticuerpos utilizados en la
primera inmunorreacciéon. Tras eliminar el color de la primera reaccién
con acetona, se eluyd el primer anticuerpo oxidando con una mezcla
proporcion, 1:1, de permanganato potasico (KMnO,) al 2,5% y acido
sulfurico (H,S0O,) al 5% en agua destilada y metabisulfito sdédico (Na,S,0s)
al 0,5% para decolorar los cortes. A continuacién, se lavaron los
portaobjetos en agua destilada y se hizo una segunda reaccidn
inmunohistoquimica, utilizando esta vez el revelador 3-amino-9-
etilcarbazol al 0,04% y peroxido de hidrégeno al 0,01% en tampdn acetato
a pH 6. Después del montaje se fotografié por segunda vez la misma zona

para su comparacion.

Control de especificidad de la reaccion inmunohistoquimica

El control de la especificidad de la reaccion inmunohistoquimica
consistio en la sustitucion del antisuero especifico por suero bovino
normal. En el caso de la elucion-retratamiento, el antisuero especifico de

la segunda reaccidn se sustituyd por suero bovino .

2.2. ANALISIS DE LA EXPRESION DE ARNm-NTS MEDIANTE HIBRIDACION IN

SITU NO RADIACTIVA

La técnica de hibridacién in situ permite detectar el ARNm en cortes
de tejido. En este trabajo se empled para la deteccion del ARNm del
péptido neurotensina (NTS) en células de tumores uterinos de musculo

liso. Para ello se utilizaron cortes de muestras incluidas en parafina, tal
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como se ha descrito previamente. Los cortes fueron desparafinados e

hidratados en agua destilada estéril.

Prehibridacidn

Los cortes se lavaron en tampdn de prehibridacidn, al que se anadio
o

proteinasa K a una concentracion de 10 mg/ml, durante 30 minutos a 37

C; y se deshidrataron en tres lavados consecutivos de alcohol absoluto.

Hibridacion

Los cortes se hibridaron con un volumen de 35 pl de solucion de
hibridacion (tampdn de hibridacion mdas sonda marcada) durante toda la

noche en una cdmara himeda a 42°C.

Marcaje de la sonda con Biotina 16 ddUTP

La sonda utilizada fue un oligonucleétido sintético de 48 nucledtidos
complementaria a una region de la secuencia del ARNm del gen
neurotensina/neuromedina N, iniciado en el nucledtido 595 vy

finalizado en el 547, en direccion 5" - 3.

5>

GGCCC GGCTG CGGCA GATCT TCTGG AGTTG GAATA CGGTC AGCAG CGC

>3
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El marcaje se llevd a cabo en el extremo 3’ del oligonucledtido
usando el método de la transferasa terminal. La cantidad de
sonda utilizada para la reaccién de marcaje fue de 50 ng (2.5
ul), incubada en agua estéril hasta completar un volumen total
de 11.5 pl y se dejé durante 5 minutos a 65° C para romper las
estructuras secundarias. Se pasd rapidamente a hielo y se
afadio de forma secuencial: 4 pl de tampdén de la enzima
transferasa terminal, 2.5 pul de biotina 16ddUTP (nmol/ul) y 2
ul  de transferasa terminal (Gibco BRL) (15 pug/ul).
Posteriormente, se mezclé en un agitador vortex, se dio un
pulso de centrifuga y se incubd durante dos horas a 37 ° C.
Concluida la incubacion se pard la reaccién afiadiendo 1 ul de
EDTA 0.5M, pH 8 y 1 ul de ARNt de levadura. A continuacion se
precipito la sonda afadiendo 1/10 vol. de NaCl 4M vy 2.5 vol. de
etanol 100°. Se dejo precipitando durante toda la noche a -20°
C. Al dia siguiente se centrifugd durante 1 hora a 4° C, se
decanto, se lavd el exceso de sales y se resuspendié la sonda
en 50 pl Tris-EDTA. A continuacion se guardaron a -20 °C hasta

el momento de utilizarla.

La cantidad de sonda marcada que se pone a cada porta es de
4 ng estimandose previamente mediante el procedimiento de Dot
Blot utilizando una serie de diluciones hechas a partir de una solucién

stock de concentraciéon conocida.
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Posthibridacion

Los portaobjetos se lavaron en una disolucion SSC 4X (0,6 M de
NaCl y 0,06 M de citrato sddico) a 4° C hasta que los cubreobjetos se
cayeron por si solos. A continuacion se lavaron durante 1 hora con
una solucion SSC 1X a temperatura ambiente. Transcurrido este
tiempo fueron sometidos a lavados con SSC 1X a 40 ° C (1 hora), SSC
0,1X a 40 °C (1 hora), con tampdn STMT a pH 7,5 (5 minutos).
Posteriormente se saturaron con caseina al 1% en tampdn STMT y se
incubaron con estreptavidina conjugada con la enzima fosfatasa
alcalina (1:100) durante 30’. Tras la incubacién, se lavaron en STMT,
en STM a pH 9,5 durante 20’ y en STM 0,1 M a pH 9,5 durante 5.
Finalmente, se revelaron con una mezcla de dos sustratos, BCIP (5-
Bromo-4Cloro-3-indolil-fosfato) y NBT (nitroblue tetrazolium) diluidos
en tampdén STM 0,1M y se para la reaccion en un bafo de STMT, a
continuacion se lavan los cortes en agua destilada durante 1 hora y

finalmente, se montan con glicerina tamponada.

Controles de especificidad de la reaccion

Los controles de especificidad que se realizaron fueron: control
mediante la omisién de la sonda, control con exceso de sonda no
marcada y control previo tratamiento con una disolucion de ARNasa

A.
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2.3. OBTENCION Y ESTUDIO DE LAS IMAGENES

El material procesado para las técnicas histoldgicas,
inmunohistoquimicas y de hibridacién in situ fue observado con un
microscopio O6ptico Leica DMA4000B (Leica Microsystems Inc.,
Bannockburn, IL, USA). Las fotografias fueron tomadas con una
camara digital de la misma casa comercial, modelo DFC300FX. Las
imagenes capturadas se analizaron mediante el software Leica Q-Win

v3.2.

2.3.1. ANALISIS CUANTITATIVO

Las muestras utilizadas para cuantificacion, se tifieron con una
coloracidn de fondo que permitié visualizar los nucleos de las células,
tanto las inmunorreactivas, con inmunorreaccion citosdlica, como los
nucleos no inmunorreactivos. Para ello se utilizd un colorante de
color diferente al del cromégeno utilizado durante el revelado de la

reaccion inmunohistoquimica:

» Tincion de fondo con hematoxilina: Una vez finalizado el
revelado de la reaccién con DAB, se tind 30"’ con hematoxilina.

» Tincion de fondo con rojo neutro: Una vez finalizado el
revelado de la reaccién con Cl-Naftol (color azul), se lavaron los
portaobjetos en agua destilada, y después se tifieron con rojo

neutro al 1% en agua destilada durante 2 minutos. Finalizado el

56




tiempo se lavaron con agua destilada y después con tampdn
tris-salino. Tras este paso, se montaron los cortes con

cubreobjetos utilizando glicerina tamponada.

Se contaron dos cortes por muestra. En cada corte se contaron
entre 10 y 14 campos al azar. Con estos valores se calculd la media
aritmética para REa, REPB, Ki-67 y NTS. Se cuantificé el niumero de
células musculares inmunorreactivas en miometrio sano y en tejidos
uterinos neoplasicos. Las células musculares lisas son fusiformes vy
debido a ello el nimero de células observado por cada campo varia
sensiblemente en funcion de si la fibra muscular se ha cortado
longitudinal o transversalmente. Para evitar errores derivados de

esta caracteristica se tomaron las siguientes precauciones:

1. Se fotografiaron campos dénde la mayor parte de fibras
musculares estuviesen seccionadas longitudinalmente.

2. Se evitd la presencia de tejido conjuntivo en las imagenes; en
las ocasiones en que no fue posible, se utilizaron las
herramientas del software Leica Q-Win para excluir dicho

tejido del recuento.

Se calculd el porcentaje de células inmunorreactivas (C) por unidad
de drea. Para ello, se cuantificd6 el numero de células
inmunorreactivas (C;) y se dividié entre el nimero de células totales
(Cy). La unidad de area utilizada fue el marco de medida del programa

Leica Q-Win (350 um x 250 um =87500 pm?).
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En los analisis estadisticos los datos

4 C;pm? I

cuantitativos se expresaron como media
(= ——— 10 | aritmética + error estdndar. Los datos se

analizaron utilizando el programa SPSS

L C;pm?

v17.0.3. Los grupos de medias con
distribucion normal fueron analizados mediante el test de la T-
Student o el test de ANOVA de una via, utilizando pruebas Post-Hoc
para comparacion entre grupos, segun los casos. La significacion

estadistica se indico para valores de p < 0,05.

2.3.2. ANALISIS SEMICUANTITATIVO

Para el calculo del ratio entre receptores REa y REP se utilizo la
siguiente estimacion (D’Angelo, 2009): se multiplicé el valor obtenido
del andlisis cuantitativo, (porcentaje de células inmunorreactivas),
por el factor de intensidad. Dicho factor toma valores de 0, 1, 2 6 3,
correspondiéndose con ausencia de reaccion, intensidad leve,

intensidad moderada e intensidad fuerte, respectivamente.

2.4 ANALISIS DE LA EXPRESION DE ARNm-RNT1 POR RT-PCR

La reaccidon en cadena de la polimerasa, PCR, es una técnica
gue permite obtener un gran numero de copias de un fragmento de
acido nucleico particular, partiendo de un molde. La variante RT-PCR
permite obtener el ADNc a partir de un ARNm molde. Se utilizé para

el analisis molecular del NTSR1.
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2.4.1. EXTRACCION DE ARNm

Las muestras se conservaron en RNA later (Sigma Aldrich Co.,
Madrid, Espafia) a -20° C. Se homogenizd 20 mg de tejido utilizando tubos
Lysing Matriz A (MP Biomedicals, lllkirch, Francia), en 1 ml de tampdn de
lisis RA1 (GeHealthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden), segun

indicaciones del fabricante.

El ADN gendmico residual fue eliminado mediante incubacién de las
muestras de RNA con DNasel y RNasain libre de RNasa (Promega, Madison,
USA). La efectividad del tratamiento con DNasa se confirmdé mediante
control negativo de RT-PCR. El primer stran cDNA se sintetizd de 2 ug de
RNA, utilizando la transcriptasa inversa del virus de leucemia murina
Molones (M-MLV), RNasa H Minus, Point Mutant (Promega, Madison,

USA) y hexameros aleatorios como indican las instrucciones del fabricante.

1-2F Exon 1 Exon 2 AGGTCGTCATACAGGTCAAC
1-3F Exon 1 Exon 3 AGGTCGTCATACAGGTGCAG
1-4F Exon 1 Exon 4 AGGTCGTCATACAGGTTCCT
4-3R Exon 4 Exon 3 GGTAGAAGTCATAGAGGAACGGACT
4-Int3r Exon 4 Intron 3  TGGTAGAAGTCATAGAGGAACTTGTC
4R Exon 4 Exon 4 GGTTGTACAGGATGGGGTTG
4-AR Exon 4 Exon 4 CAGGCTCCTCCTGGACAC
PPP1CB-F AACCATGAGTGTGCTAGCATCA
PPP1CB-R CACCAGCATTATCAAACTCGCC
ECA-1F CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT
ECA-1R GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT

TABLA 4: SECUENCIA DE LOS CEBADORES FORWARD (F) Y REVERSE (R) UTILIZADOS
PARA AMPLIFICAR EL ARNM DE LAS ISOFORMAS DEL NTSR1. LAS SECUENCIAS DE LOS
CEBADORES DEL GEN HOUSEKEEPING PPP1CB TAMBIEN SE INCLUYE.

*Publicado: Peptides. 2010 Feb;31(2):242-7. Epub 2009 Dec 14
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La mezcla para PCR contiene 0,2 uM primers, 0,2 ul Phire Hot
Stara DNA polymerase (Finnzymes, Espoo, Finlandia), 1,5 mM MgCl2,
200 uM dNTPs y una dilucién 1/10 de cDNA para un volumen final de
20 pl. La PCRincluye una desnaturalizacién inicial a 98° C durante 30s
y 35 ciclos bajo las siguientes condiciones: 10s a 98° C, 10sa 60° Cy
15s a 72° C. La isoforma de la proteina (phosphatase-1 housekeeping
gene), PPP1CB, sirvié como control para las reacciones RT-PCR con 25

rondas de amplificacion.
2.4.2. DETECCION Y ANALISIS DE PRODUCTOS PCR

El producto de la PCR se analiz6 mediante electroforesis. Para
ello, 5 pl del producto de PCR se corrieron en gel de agarosa al 1,7%
en tampdén EDTA-tris-borato. Se detectd mediante tincidn con
bromuro de etidio. El tamafio de los productos fue verificado por la
comparacién con marcadores de masa y la identificaciéon de cada
producto PCR fue establecida por andlis de secuencia en La
Universidad de La Laguna. Para ello, se utilizo el kit DYEnamic ET Dye
Terminador Cycle Sequencing Kit (GeHealthcare Bio-Sciences, AB,
Uppsala, Sweden). Las reacciones de secuenciacidon se realizaron en
un MegaBACE 1000 DNA Andlisis Systma (GeHealthcare Bio-Sciences,
AB, Uppsala, Sweden). Los electroferogramas se visualizaron con el

software Chromas (Technelysium Pty. Ltd).
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2.5. PROCESAMIENTO DE DATOS PARA EL ESTUDIO CASOS -
CONTROLES DE FACTORES ASOCIADOS A LAS HORMONAS
ESTEROIDEAS EN RELACION A LOS LEIOMIOMAS

El perfil de la mujer a la que seria aplicable los resultados del
estudio se describe resumiendo las caracteristicas de la muestra con
las frecuencias relativas de sus categorias e intervalos de confianza al
95% para las variables nominales, mediana (Ps-Pgs) para las ordinales

y mediat1,96SD para las de escala normal.

Las comparaciones de variables entre mujeres con leiomiomas

. 2
y controles se realizaron con la prueba x° de Pearson para las
variables nominales y de escala convertidas en categorias y con la U

de Mann-Whitney para las de escala no normal.

Con ayuda de modelos de regresion logistica binaria
empleando esa condicién como variable dependiente, se estiman los
odds ratio del IMC (sobrepeso y obesidad respecto a normopeso), la
actividad ovarica (no haber alcanzado la menopausia) y la edad,
como proxys de las condiciones hormonales internas, y de los
tratamientos hormonales (FIV y duracién de tratamiento con ACO),
como condiciones hormonales externas, con sus intervalos de
confianza al 95%. Estos factores se consideran como potenciales
predictores en el modelo, independientemente de la significacion de
su diferencia simple entre casos y controles para considerar posibles
interacciones. Los modelos se ajustan empleando la estrategia
backward y criterio de Wald. Con la ecuacion de regresion logistica

obtenida se estimd el indice de asociacion de cada variable con la
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presencia de leiomiomas. Todas las pruebas se realizaron a un nivel
de significancia bilateral de 0,05 y los cdlculos se ejecutaron con el

paquete estadistico SPSS v17.0.3.

El presente estudio forma parte del Proyecto de Investigacidon
“Estrogenos y medio ambiente en la salud femenina”, aprobado por
el Comité Etico del HUC y subvencionado por FUNCIS (Fundacion
Canaria de Investigacion Sanitaria) e ICIC (Instituto Canario de

Investigacién del Cancer)
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RESULTADOS




Resultados

1. DISTRIBUCION Y CARACTERIZACION CELULAR DE LOS
RECEPTORES DE ESTROGENOS a Y p EN TUMORES UTERINOS
DE MIOMETRIO EN RELACION AL MIOMETRIO SANO.

En este primer punto se estudié la distribucion celular vy
subcelular de los dos tipos clasicos de receptor de estrogeno: REa y
REB, en leiomiomas, leiomiomas atipicos y leiomiosarcomas en
relacién al miometrio sano. La distribucién en miometrio y leiomioma
se estudid tanto en muestras de mujeres en edad fértil como en

menopausia.

En el miometrio, si bien existe una cantidad variable de tejido
conjuntivo con sus respectivos componentes celulares como
fibroblastos y células cebadas o células endoteliales de los vasos
sanguineos, las células musculares lisas son el principal componente
funcional. Estas células son las que proliferan fisioldgica o
patolégicamente, siendo el origen de los tumores uterinos de

miometrio. Por esta razon fueron el objeto principal de este estudio.

Tanto el miometrio sano como el tejido correspondiente a las
neoplasias estudiadas, LM, LA y LMS, presentaron células
inmunorreactivas para los receptores de estrégenos si bien su
distribucién, frecuencia y localizacidn subcelular fue diferente para
cada tipo de receptor y variable dependiendo del tipo de tumor. La
localizacidon subcelular se consideré nuclear o citosélica cuando Ia

inmunorreaccion estuvo presente en mas del 90% de las células.
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1.1. RECEPTOR DE ESTROGENO ALFA

TEJIDO SANO

El miometrio sano presentd inmunorreactividad para el
receptor de estrégeno alfa (REa-ir) en el (46%) de las células de
musculo liso. La distribucion subcelular del receptor fue variable
segun los casos. En la mayoria de las muestras, la localizacidn fue
nuclear (Fic. 8A). En algunos casos, la REa-ir se localizd en el
citoplasma y en un escaso numero de muestras se observd REa-ir
tanto en el nucleo como en el citoplasma. Estas variaciones se
observaron en muestras procedentes de mujeres en edad fértil. En
muestras de mujeres menopausicas, la localizacidon subcelular fue

solo nuclear (FiG. 8B).

PO R® ae T T r B ey P
‘\... N \H" { ¢ g :'
\g . , 2y

‘ '] 2 -Q 2 *® ..l
- 4 ,[ F. sy R e T
'\ ‘R\v WA )

LN (I Tkl
\\‘ ‘\ > < \\. ‘ I Sy
FIGURA 8. INMUNORREACTIVIDAD PARA REOL EN CELULAS MUSCULARES DE
MIOMETRIO. (A) Miometrio de mujer en edad fértil. Las flechas sefialan
células musculares REa-ir (inmunorreactividad de color marrén), (v)
vaso sanguineo. (B) Miometrio de mujer menopdusica. Las flechas
sefialan nucleos de células musculares REa-ir (color marrén). (A, B)
Las secciones fueron contrateiidas con hematoxilina que tifie de azul

los nucleos no inmunorreactivos. Barra: 250um.
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TEJIDO TUMORAL

En los leiomiomas, la inmunorreaccidon para REa no presentd
diferencias significativas con respecto al miometrio, ni en el nimero
de células, (47%), ni en su localizacion subcelular (Fic. 9A). Como
ocurria en el miometrio, la inmunorreaccion se observo
principalmente en el nucleo, pero también se observd en el
citoplasma solo o en ambos (FiG. 9B, C). En las muestras procedentes
de mujeres menopausicas, en general hubo una inmunorreaccién
mas intensa que en las de edad fértil (FiG. 9D). En los leiomiomas de
crecimiento rdpido (LMc) se observaron células musculares REa-ir
muy escasas (0,2%) o, en la mayoria de los casos, estuvo ausente (FIG.

9E)
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FIGURA 9. PRESENCIA DE REQL-IR EN LEIOMIOMAS DE MUJERES EN EDAD FERTIL Y
EN MENOPAUSIA. (A, B, C) Leiomioma de mujeres en edad fértil. Las
flechas indican las células REa-ir. (B) Las flechas sefialan células REa-ir
con inmunorreaccién citoplasmica. (C) Células REa-ir con
inmunorreaccién nuclear y citoplasmica. (D) Leiomioma de mujer
menopausica. Numerosas células con nucleos REa-ir(Flechas). (E)
Ausencia de células REa-ir (*) en tejido leiomiomatoso de
crecimiento rdpico. Nucleos azules tefiidos con Hematoxilina. Barra:
(A, D) 200 pm; (B) 50 um; (C, E) 100 pum.

En los leiomiomas atipicos, se observaron células de musculo
liso REa-ir (FiG. 10). El nUmero de células inmunorreactivas en estos
tumores, fue menor, 16%, comparado con los LM, 47%. La
inmunorreactividad fue mayoritariamente nuclear (Fic. 10A) aunque

se observaron algunas células musculares con reaccidn citoplasmica.

En los leiomiosarcomas, se observd una reduccidon importante
del nimero de células REa-ir, aunque no fue la misma en todos los
casos (Fic. 10B, 10C). En algunas muestras la presencia de
inmunorreaccion para el REa fue detectado débilmente en un 12% de
las células (FiG. 10B), mientras que en otros, practicamente no se
encontraron células inmunorreactivas (Fic. 10C). En todos los casos
en que hubo células REa-ir, la localizacién fue mayoritariamente

nuclear.
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FIGURA 10. PRESENCIA DE REQ-IR EN CELULAS MUSCULARES DE LEIOMIOMAS
ATIPICOS Y LEIOMIOSARCOMAS. (A) Las flechas indican nucleos REa-ir en
células musculares de leiomioma atipico. (B) REa-ir en
leiomiosarcoma. Las flechas indican nucleos inmunorreactivos.
(C) Leiomiosarcoma con ausencia de inmunorreacciéon para el
receptor de estrégeno alfa (n) células necrdticas, (i) células
indiferenciadas. Nucleos tefiidos con hematoxilina. Barra: (A) 250

um; (B, C) 50 um.

1.2. RECEPTOR DE ESTROGENO BETA

TEJIDO SANO

Las células del tejido muscular del miometrio presentaron
inmunorreaccion para el REP. El numero de células REB-ir fue un 12%
del total, con una localizacidén subcelular mayoritariamente nuclear

en todos los casos (FiG. 11).
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FIGURA 11. PRESENCIA DE RE[3-IR EN CELULAS DE MIOMETRIO DE MUJER EN EDAD
FERTIL Y EN MENOPAUSIA. (A) Miometrio de mujer en edad fértil; la
localizacion subcelular del REB fue nuclear (flechas); barra 400 pum.
(B) Detalle de células REB con reacciéon nuclear (flechas) en
miometrio en edad fértil, barra 50 um. (C) Presencia de REB en
miometrio de mujer menopausica; las flechas sefialan células
musculares con reaccién en el nucleo, barra 150 um.

TEJIDO TUMORAL

En los LMs, la inmunorreactividad para el REB estuvo
ampliamente distribuida ya que se detectdé en las células
endoteliales, en algunas células del tejido conjuntivo y en las células
de musculo liso (FiG. 12A, B, C). Tanto en el endotelio como en células
de tejido conjuntivo, la localizacion subcelular de |la
inmunorreactividad para REB, fue nuclear con la excepcién de las
células cebadas, dénde se localizd en granulos de secrecidn
citoplasmicos (FIG. 12D, E). En el tejido muscular, la reacciéon fue
nuclear (FiG. 12D). No obstante su presencia en las células musculares
lisas fue muy variable, con un promedio de 31% de células
inmunorreactivas, 2,5 veces mas alto que en el M. Como en el caso
del REa, se aprecié mayor intensidad de reaccién en las pacientes

menopausicas. En los leiomiomas diagnosticados como de
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crecimiento rapido, células REB-ir fueron muy escasas (0,9%), o

estuvieron ausentes (FiG. 5F).
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MENOPAUSIA. . : Vot G

(A) Leiomioma de mujer =
en edad fértil, las flechas -
indi-can nucleos celulares
REB-ir; barra 250 um. (B,
C) Detalle de reaccion -
nuclear. Barra 50 um.

(D) Leiomioma de mujer
me-nopausica. Las flechas
sefalan células inmu-
norreactivas, con la
reaccion localizada en el
nucleo. Célula cebada
REB-ir (flecha blanca).
Barra 250 pum.

(E) Detalle de célula
cebada (flecha) en un

leiomioma con granulos
REB-ir. Barra 50 um.

(F) REB-ir en leiomioma ol
de crecimiento rapido.

Las flechas indican células

REB-ir con localizacién S
citoplasmatica. Barra 250

pum.

Characterization of estrogen receptors alpha and beta in uterine
leiomyoma cells. Fertil Steril. 2006 Dec;86(6):1736-43. Epub 2006
Sep 29.
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M EDAD  REx  REP ... 5. Comparacion piL

1 29 PORCENTAJE DE  CELULAS
2 37 + + INMUNORREACTIVAS DE
3 37 — — LEIOMIOMAS (LM) Y
4 40 — — LEIOMIOMAS DE CRECIMIENTO
5 43 _ + RAPIDO (LMCR).
RECUENTOS REa REPB

LM 46+23 28+15 HEE[[5=0,002)

LMcr 0,2:0,4  0,9t1,4 REP (p=0,004)

En los leiomiomas atipicos aumentd el nimero de células
musculares REB-ir, 59%, respecto de los leiomiomas. El nimero de
células REB-ir fue 5,2 veces superior al del M y 2 veces el encontrado
en LMs. La localizacidon de la reaccion fue principalmente nuclear,
aunque aumenté la cantidad de células que presentaron

inmunorreactividad para el RES en el citoplasma (FiG. 13).

En los leiomiosarcomas, el niumero de células REB-ir, 63%,
mostré una mayor variabilidad respecto al de los leiomiomas
atipicos, si bien la localizacién subcelular fue exclusivamente
citoplasmatica (FiG. 14). El nimero de células REB-ir en los LMSs fue
5,4 veces superior al miometrio y 2,4 veces respecto del leiomioma.
Ademas, el 100% de los casos estudiados presentaron células REB-ir,
tanto las que conservaban su diferenciacién (FiG. 14A), como las

completamente indiferenciadas (FiG. 14B).
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FIGUR 1 PRESENIA Rﬂ-lR EN LEIOIMAS ATiPICO. (A) REi en
células de musculo liso de LA con localizacidon nuclear (flechas). Barra
250 pum. (B). Citoplasmas REB-ir en células musculares de leiomioma
atipico. El color azul corresponde a una tincion de fondo con

hematoxilina. Barra: 250 pum.

Comparative analysis of the ERa/ERB8 ratio and neurotensin and its
high-affinity receptor in myometrium, uterine leiomyoma, atypical
leiomyoma, and leiomyosarcoma. Int J Gynecol Pathol. 2011

Jul;30(4):354-63.

LY ..?.'

inmunorreactividad en el citoplasma de células musculares de
leiomiosarcoma (flechas). Barra 250 um. (C) Detalle de esta reaccién

citoplasmatica en células indiferenciadas. Barra 50 um.
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1.3. ESTUDIO CUANTITATIVO. RATIO REa/RESen M, LM, LAy LMS

En primer lugar, se compararon los valores medios obtenidos
respecto al numero de células musculares inmunorreactivas, para
ambos receptores, REa y REB, en los cuatro grupos de estudio (TABLA
6), resultando las diferencias entre ellos estadisticamente
significativas (Fic. 15A, p<0,001). La comparacién entre los valores
medios para ambos receptores dentro de cada grupo también
mostré diferencias estadisticamente significativas (FIG. 15A p<0,005).
La comparacion entre grupos del REa no mostro diferencias entre el
miometrio y el leiomioma pero si hubo una diferencia muy
significativa cuando se compard el M con LA y LMS (FiG. 15A,
p<0,000). En el caso del REP encontramos diferencias significativas no
sélo cuando comparamos el miometrio con el leiomiosarcoma y el
leiomioma atipico, sino también con el leiomioma (FiG. 15A, p<0,000).
Las diferencias entre los valores medios de células REa-ir y REB-ir, no

fueron significativas cuando se comparo LAy LMS.

Con estos datos se calculé la estimacion (ver material y
métodos, pag. 17) para REa y REB, en cada muestra y luego el valor
medio de dicha estimacidn para cada grupo (TABLA 6). Basandonos en
esta estimacion se calculd el valor del ratio REa/REB, para cada
muestra y el valor medio para cada grupo. Los valores del ratio
REa/REB variaron desde 10,73 en el miometrio hasta 0,06 en el
leiomiosarcoma (FiG. 15B). Este valor fue inferior a 1 en LA y en LMS,

mientras que para LMy M siempre fue superior a 1(FiG. 15B).
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Tejldo n/N n/N Media Medla REa/ REB
17/17 17/17 83,45 16,66 10,73
20/20 20/20 81,39 54,56 4,08
LA 8/10 10/10 22,71 104,99 0,23
LMS 4/11 11/11 12,28 146,24 0,06

n/N: nUmero de muestras positivas/nimero de muestras totales.

TABLA 6: ESTIMACION PARA CADA RECEPTOR, ASi COMO EL VALOR DEL RATIO ENTRE AMBOS
RECEPTORES PARA CADA GRUPO ESTUDIADO.

100 J @ re alfa
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FIGURA 15. A PORCENTAJES DE CELULAS REQL Y RE} INMUNORREACTIVAS, Y
REPRESENTACION GRAFICA DEL RATIO REat/REB EN MIOMETRIO (M), LEIOMIOMA
(LM), LeiomiOMA ATiPICO (LA) Y LEIOMIOSARCOMA (LMS). (A) El histograma
muestra la media (x desviacion tipica) del nimero de células REa-ir
(naranja) y REB-ir (violeta) en los grupos estudiados. La diferencia
entre grupos fue estadisticamente significativa (p<0,001), indicada
por el doble asterisco **. (B) Representacion del valor medio del ratio
(x desviaciodn tipica) para cada grupo.

Comparative analysis of the ERa/ERB8 ratio and neurotensin and its
high-affinity receptor in myometrium, uterine leiomyoma, atypical
leiomyoma, and leiomyosarcoma. Int J Gynecol Pathol. 2011
Jul;30(4):354-63.
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2. DETECCION DE INMUNORREACTIVIDAD PARA LA ENZIMA
AROMATASA Y EL FACTOR DE PROLIFERACION Ki-67.
CORRELACION CON EL RATIO REa/RE

2.1. ENZIMA AROMATASA

La aromatasa (ARO) pertenece a la superfamilia citocromo
P450 de enzimas cuya funcidon es transformar la testosterona en
estradiol, lo que la convierte en una enzima clave en la produccion de
estrogenos en aquellas células donde se expresa. En este apartado
comparamos la presencia de aromatasa en células de tejidos de los
distintos grupos de tumor estudiados en relacion con el miometrio

sano y con el valor del ratio REa/REp.
MIOMETRIO SANO

La presencia de aromatasa se observo soélo en células de tejido
conjuntivo en el miometrio sano de muestras pertenecientes a
mujeres en edad fértil (Fic. 16A). En muestras de mujeres
menopausicas se observaron ademas, algunas células musculares

ARO-ir en el miometrio (Fig. 16B).
TEJIDO TUMORAL

En todos los tumores estudiados observamos células
musculares ARO-ir (FiG. 16). La reaccion se localizé en el citoplasma y
mostré variabilidad entre diferentes casos del mismo tipo tumoral.
Pese a ello, podemos decir que el numero de células y la intensidad
de la reaccién fue superior en LA y LMS en comparacion a lo

observado en LM (FiG. 16C-F).
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En el leiomioma, de igual forma que en el tejido sano, se
encontraron células ARO-ir tanto en el tejido conjuntivo que rodea
los vasos sanguineos como en el que rodea los paguetes musculares.
Dentro de las células presentes en el tejido conjuntivo, pudimos
caracterizar a las células cebadas como ARO-ir (Fic. 16D). En el
leiomiosarcoma, las células tumorales indiferenciadas también
fueron ARO-ir (FiG. 15F). La presencia de células ARO-ir en cualquiera

de los tejidos tumorales mostrd una relacion inversa al valor de ratio
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FIGURA 16. PRESENCIA DE CELULAS AROMATASA-IR EN MIOMETRIO, LEIOMIOMA,

LEIOMIOMA ATIPICO Y LEIOMIOSARCOMA. (A) Miometrio. Células del tejido
conjuntivo ARO-ir (flechas). El tejido muscular no presentdé reaccién (*). Barra
500 um. (B) Miometrio de mujer menopadusica con células musculares ARO-ir
(flechas). (C) Leiomioma. Células musculares ARO-ir (flechas). Barra 500 um. (D)
Célula cebadas ARO-ir en leiomioma (flecha blanca). Barra 50 pm. Células ARO-ir
(flechas) en leiomioma atipico (E) y leiomiosarcoma (F). Barra E, F, 200 um.
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2.2. FACTOR DE PROLIFERACION Ki-67.

La proteina Ki-67 es un antigeno que se expresa durante el
proceso de mitosis, en la parte final de la fase G2 y en la fase M. Se
utiliza como marcador de la proliferacion celular. En este trabajo se
utilizé Ki-67 para comprobar el indice de proliferacién de cada tumor

y correlacionarlo con el ratio REa/REB de cada uno de ellos.

El miometrio, el leiomioma y el leiomioma atipico mostraron
una reducida cantidad de células Ki67-ir 0,42% 0,37% y 0,07%
respectivamente (TABLA 7. Fic. 17, A, B vy D). El leiomioma de
crecimiento rdapido mostrd un porcentaje significativamente mayor
de células inmunorreactivas, 1,94%, y en el leiomiosarcoma se
encontrd la mayor cantidad, 8,27%, para el factor de proliferaciéon

Ki67 (TAaBLA 7. Fi1G. 17, D, E)

-_ TABLA 7: PORCENTAJE DE CELULAS Ki67-ir.

0,42 El porcentaje de células es el mismo para

LM 037 miometrio M y leiomioma LM, pero difiere

LM 194 VEORVPIN cionificativamente con el leiomioma de
CR )

crecimiento rapido LMcg, el leiomioma

atipico LA y el leiomiosarcoma LMS,
LMS 8,27 (p=0,001).

LA 0,07

Resulté de gran interés la observacién de que el ratio
REa/REB disminuye significativamente en relacidon a un mayor indice
de proliferacidon, determinado por la presencia de Ki-67, en LMSs, y
sin embargo en LM, que presentan un indice de proliferaciéon mayor
que en LM, la inmunorreaccién para los dos tipos de receptores de

estrégeno estuvo ausente.
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Leiomioma tipico. (C) Leiomioma crecimiento rdpido. (D) Leiomioma

atipico. (E) Leiomiosarcoma. Flechas: Células Ki-67-ir. Barra: A, C, D, E

200 pum; B 250 pm.
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3. DETECCION INMUNOHISTOQUIMICA DEL PEPTIDO
NEUROTENSINA EN LM, LA Y LMS EN RELACION AL
MIOMETRIO SANO.

Nuestros resultados ponen de manifiesto por una parte, que
en el tejido miometrial se expresa el péptido neurotensina y por otra,
que existe una diferencia clara en el patron de expresion del péptido

entre el tejido sano y las diferentes neoplasias estudiadas (FiG. 18).

3.1 PEPTIDO NTS

NTS-ir EN TEJIDO SANO

En miometrio sano, células inmunorreactivas para NTS (NTS-ir)
fueron observadas sélo en el tejido conjuntivo. Las células

musculares no fueron NTS-ir (FIG. 18A).

NTS-ir EN TEJIDO TUMORAL

En los leiomiomas, ademas de las células del tejido conjuntivo,
un numero variable de células musculares fueron NTS-ir (FiG. 18B, C).
La inmunorreaccidn para este péptido se localizo en el citoplasma de
las células musculares siendo variable la intensidad entre los
diferentes casos. La media de células musculares NTS-ir en los
leiomiomas fue del 14%, independientemente de la localizacién del
tumor. El nimero de células NTS-ir en los LA fue variable pero con
una media de 69%, lo que supone casi 5 veces mayor, comparado con
los leiomiomas (FiG. 18E). En los LA, la localizacion subcelular también

fue citoplasmatica, aunque en este caso la intensidad de reaccion fue
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similar en todas las muestras y comparativamente superior a la
observada en el LM. En los leiomiosarcomas, casi todas las células
tumorales (>90%) fueron NTS-ir. Al igual que en los casos anteriores,
la inmunorreaccion estuvo localizada en el citoplasma de las células

tumorales indiferenciadas (FiG. 18F).
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FIGURA 18. PRESENCIA DEL PEPTIDO NEUROTENSINA EN MIOMETRIO, LEIOMIOMA,
LEIOMIOMA ATIPICO Y LEIOMIOSARCOMA. (A) Miometrio. Las flechas
sefialan células de tejido conjuntivo NTS-ir. El péptido esta ausente
en el tejido muscular (*). Barra 500 um. (B) Leiomioma. Las flechas
indican células musculares. Barra 250 um. (C) Células musculares
NTS-ir en leiomioma de crecimiento rapido. Barra 250 um. (D) Detalle
de célula muscular de leiomioma. La reaccion es citoplasmatica. Barra
50 um. (E) Leiomioma atipico. Células musculares NTS-ir (flechas).
Barra 250 um. (F) Leiomiosarcoma. Las flechas indican células
tumorales indiferenciadas NTS-ir. Barra 250 um. (F’) Detalle de
reaccion en el citoplasma de LMS (flecha). Barra 50 um.
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3.2. COLOCALIZACION DEL PEPTIDO NTS CON LOS RECEPTORES DE
ESTROGENOS EN LM, LAY LMS

Mediante el método de elucidn-retratamiento estudiamos la
colocalizacién del péptido neurotensina con receptores de estréogeno
en las células musculares de los diferentes tipos de tumores. En los
leiomiomas, las células musculares que fueron NTS-ir, fueron
también REa-ir o REB-ir (FIG. 19A, B). Teniendo en cuenta que las
células musculares de leiomioma que son REB-ir, mayoritariamente
también son REa-ir, como demostramos por medio del método de
doble marcaje, podemos decir que en estos tumores la neurotensina
colocaliza con ambos receptores en las mismas células o con REa
solo. En los leiomiomas atipicos, habiamos descrito una disminucion
de células REa-ir y un incremento de células REB-ir al tiempo que un
incremento de células NTS-ir. Consecuentemente, en estos tumores
hay un gran ndmero de células que solo expresan el receptor de
estrogenos beta, las cuales ademas, también son NTS-ir (Fig. 19C, D).
Esta asociacion entre la NTS y el REB se hace mas patente en el
leiomiosarcoma, donde las células REo-ir son escasas o estan
totalmente ausentes. Por otro lado, el niumero de células REB-ir
incrementa simultdneamente a las NTS-ir, tratdndose de las mismas
células (FiG. 19D). De esta forma, encontramos que la proporcion de
células NTS-ir en las neoplasias de miometrio presenta una relaciéon
inversa con el ratio REa/REB, aumentando a medida que el ratio

disminuye.
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FIGURA 19. COLOCALIZACION DE RECEPTORES DE ESTROGENO ALFA Y BETA Y EL
PEPTIDO NEUROTENSINA EN CELULAS DE LEIOMIOMA, LEIOMIOMA ATIPICO Y
LEIOMIOSARCOMA.

[LM] Colocalizacién en leiomioma. Las flechas indican células NTS-ir
(A) también REa-ir (A’). Células (flechas) NTS-ir (B) y REB-ir (B’).

[LA] Colocalizacién en leiomioma atipico. Las flechas sefialan células
NTS-ir (C) y REa-ir (C’). Células inmunorreactivas (flechas) para el
péptido NTS (D) y REB (D’).

[LMS] Colocalizacion en leiomiosarcoma. Las flechas sefalan células
NTS-ir (E) y REB-ir (E’). Barra [LM, LA, LMS] 200 um.

Comparative analysis of the ERa/ERB8 ratio and neurotensin and its
high-affinity receptor in myometrium, uterine leiomyoma, atypical
leiomyoma, and leiomyosarcoma. Int J Gynecol Pathol. 2011
Jul;30(4):354-63.

3.3. ESTUDIO CUANTITATIVO COMPARADO DE LAS CELULAS
INMUNORREACTIVAS PARA NTS EN LMs PROCEDENTES DE
MUJERES EN CONDICIONES HORMONALES NORMALES Y EN LMs
PROCEDENTES DE MUJERES SOMETIDAS A PROCESOS DE
FERTILIZACION IN VITRO

Los procesos de fertilizacién exponen a las pacientes a dosis no
fisioldgicas de hormonas. Utilizamos un grupo de muestras
procedentes de usuarias del Servicio de Reproduccién Humana del
HUC que habian sido sometidas a tratamientos de fertilizacién in
vitro (FIV) como modelo para estudiar la accién de estas hormonas
sobre la expresion de neurotensina en los tumores uterinos de
musculo liso. Como describimos previamente, el nimero medio de
células NTS-ir (Fig. 20B) en leiomiomas fue del 14%,(Fig. 20 D)
independientemente de la localizacién del tumor. Sin embargo en los

LMs de las pacientes sometidas a ciclos de FIV, el nimero de células
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NTS-ir (Fig. 20 C) fue mads de dos veces superior, siendo la media del

34% (Fi1G. 20D).
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FIGURA 20 INMUNORREACTIVIDAD DEL PEPTIDO NEUROTENSINA EN LEIOMIOMAS
DE MUJERES SIN TRATAMIENTO HORMONAL Y DESPUES DE TRATAMIENTO DE FIV.
(A) NTS en miometrio sano. Las células musculares no presentan
inmunorreacciéon  (*).Tejido conjuntivo  NTS-ir  (Flechas). (B)
Leiomioma de mujer sin tratamiento hormonal. Células musculares
NTS-ir (flechas). (C) Leiomioma de mujer después de tratamiento de
FIV. Barras 250 um. (D) Diagrama de barras que representa la media
+ desviacion tipica de las células NTS-ir en mujeres con y sin
tratamiento de FIV. Los asteriscos indican diferencias significativas
(p<0,015).

4. DETECCION DEL ARNm-NT

Para determinar si el péptido neurotensina es sintetizado por
las mismas células en las que fue detectado tanto en el tejido sano

como tumoral, se estudido mediante hibridacion in situ la expresion de
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ARNmM-NTS. Esta técnica confirmé la expresion de ARNm-NTS tanto
en las células de tejido conjuntivo del miometrio (FIG. 21A), como en
las células tumorales musculares del leiomioma (FiG.21B). En las
células musculares tumorales del LA (Fic. 21C) y del LMS (Fic. 21D)
también se detecté ARNm-NTS.
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FIGURA 21. EXPRESION DE ARNM-NTS EN TEJIDO SANO Y TUMORAL. (A) Miometrio.
Células de tejido conjuntivo ARNm-NT (flechas); (v) vaso sanguineo; barra 500
um. (B) ARNmM-NTS en células musculares de leiomioma. (flechas); barra 150 um.
(C) ARNmM-NTS en células musculares de Leiomioma atipico. (flechas); barra 75
um. (D). Células tumorales indiferenciadas de leiomiosarcoma con ARNm-NTS
(flechas); barra 250 pum. (D’) Detalle de ARNmM-NTS en una célula de
leiomiosarcoma (flechas); barra 50 um.

5. EXPRESION DEL RECEPTOR DE NEUROTENSINA DE
ALTA AFINIDAD NTSR1

5.1 DETECCION DE NTSRI1-IR.
TEJIDO SANO

En el tejido sano, la inmunorreaccion se observo
mayoritariamente en las células del tejido conjuntivo, en algunas
células musculares de los vasos sanguineos y ocasional y débilmente,

en las células musculares del miometrio (FiG. 22A).
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TEJIDO NEOPLASICO

En general, en el tejido neoplasico se observd un claro
incremento de células musculares NTRS1-ir. En los leiomiomas vy
leiomiomas de crecimiento rapido se observd NTSR1-ir de forma
variable tanto en células musculares como en células de conjuntivo
(FiIG. 22B, C). Al igual que lo observado para la presencia de NTS-ir, en
los leiomiomas procedentes de mujeres que habian recibido
tratamiento de fertilizacidn in vitro hubo un incremento notable de
NTSR1-ir (FiG. 22C). En los leiomiomas atipicos aumentd la intensidad
y el numero de células musculares NTSR1-ir (Fic. 22D). En
leiomiosarcomas el receptor de neurotensina estuvo presente en el
citoplasma de «casi la totalidad de las células tumorales

indiferenciadas (FiG. 22E).
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FIGURA 22. DETECCION DE CELULAS NTSR1-IR EN MIOMETRIO, LEIOMIOMA,
LEIOMIOMA ATIPICO Y LEIOMIOSARCOMA. (A) Miometrio. Las flechas
sefialan células de tejido conjuntivo NTSR1-ir. Ausencia de reaccion
(*) en células musculares. Barra 500 um. (B) Leiomioma. Células
musculares inmunorreactivas para el NTSR1. Barra 500 um. (C)
Leiomioma de crecimiento rapido. (D) Leiomioma de paciente con
tratamiento hormonal. (E) Leiomioma atipico. Las flechas indican
células NTSR1-ir. Barra 250 um. (F) Leiomiosarcoma. Células NTSR1-ir
(flechas). Barra 200 um.
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5.2. COLOCALIZACION NTS-NTSR1

Con el fin de determinar la presencia del sistema NTS/NTSR1
en las neoplasias de miometrio, se determiné la colocalizaciéon de
NTS y NTSR1 en las células tumorales por medio del método de
elucién-retratamiento. Se comprobd que las células musculares
tumorales NTS-ir también fueron NTSR1-ir (FiG. 23, 24) en todas las
neoplasias estudiadas. Ademas, en el leiomioma, donde el tejido
conjuntivo puede ser abundante, sélo se detectd colocalizacion NTS-
ir/NTSR1-ir en células del tejido muscular (Fic. 23A, A’; FiGg. 24A, A').
En células del tejido conjuntivo, no se observd, o fue en un nimero
muy escaso de células esta co-localizacion (FiG. 23B, B’). En las células

musculares ademas, se demostrd la colocalizacion de ARNm-NTS vy

RNT-ir en las mismas células (Fic. 23C)

NTS-NTSR1-IR EN CELULAS DE LEIOMIOMA. (A,A’)
Colocalizacion de NTS-ir (A) y NTSR1-ir (A’) en células musculares lisas del
leiomioma (flechas). (B, B’) Colocalizacién de NTS-ir (B) con NTSR1-ir (B’) en
células del tejido conjuntivo (flechas) del leiomioma. (C) Seccion del leiomioma
mostrando el doble marcaje de ARNm-NTS (azul) y NTSR1-ir (marrén) en células
musculares (flechas) del leiomioma. Barras 250 um.
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En el leiomioma atipico (FiG. 24B, B’) y leiomiosarcoma (FiG.
24C, C'), las células tumorales NTS-ir/NTSR1-ir fueron progresiva-

mente mas abundantes.

Flgura 24 Colocallzaaon de NTS-ir y NTSR1 -ir en leiomioma
leiomioma atipico y leiomiosarcoma. Las flechas indican células
NTS-ir (azul) que también son NTSR1-ir (marrdén) en leiomioma (A, A'),

leiomioma atipico (B, B') y leiomiosarcoma (C, C'). Barra: 250 um.
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5.3 EXPRESION DE ARNmNTSR1 POR RT-PCR

Previo al andlisis de NTSR1 en leiomiomas, nuestro grupo
realizd un estudio de expresiéon de este receptor usando lineas
celulares de cancer de prdostata independientes de andrégenos, PC3 y
DU145 de cancer de prdstata y una linea sensible a andrégenos,
LNCaP, en comparacion con tejido de prdstata normal. En todas las
lineas y en prdostata normal se expresé la forma nativa de NTSR1. En
la linea PC3 y DU145 se expresaron ademas 4 variantes de empalme
alternativo que estuvieron ausentes en LNCaP y prdstata normal

(Almeida AT y cols., 2010).

El analisis de NTSR1 en muestras pareadas de miometrio y
leiomioma mostré que el miometrio no presentaba la forma nativa
del transcrito en ninguno de los casos mientras que en leiomiomas,
se expresd en el 33% de los casos estudiados. (FiG. 25a). De gran
interés fue el hallazgo de que el 25% de los leiomiomas que
expresaron la forma nativa del receptor NTSR1, también expresaron
la variante de empalme alternativo descrita previamente en células
de cancer de prdstata, NTSRla (Fic. 25b). Parte de estas muestras,
expresaron ademas la isoforma NTSR1fB (FiG. 25c). Ninguna de estas

isoformas de NTSR1 fue observada en miometrio sano.
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Figura 25. RT-PCR del NTSR1l. a) producto de PCR del NTSR1
completo, b) producto de PCR de una variante NTSR1a de un
empalme alternativo, c) producto de PCR de la variante de empalme
alternativo, NTSR1B. Las lineas 1-2, 3-4, 5-6 y 7-8 representan
productos de PCR de muestras pareadas de miometrios y leiomioma
de 4 pacientes respectivamente. La linea 9 es un control positivo para
PCR (linea cellular PC3); La linea 10 es un control negativo para PCR;
M, 100 pb 21 peso molecular estandar. d) producto de PCR del gen

constitutivo PP1CB de cada muestra.

Neurotensin and neurotensin receptor 1 expression in human
myometrium and uterine leiomyomas. Biol Reprod. 2010
Oct;83(4):641-7.
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6. ESTUDIO CASOS-CONTROLES DE ASOCIACION DE
FACTORES HORMONALES CON LA PRESENCIA DE
LEIOMIOMAS SINTOMATICOS.

La poblacién estudiada estd descrita en el apartado 1 del
Material y Métodos (TABLA 1). Nuestros analisis incluyeron a 577
pacientes intervenidas quirdrgicamente a causa de leiomiomas y a

644 mujeres sanas.

Un factor de riesgo es cualquier caracteristica o circunstancia
detectable de un individuo o grupo que se sabe asociada con un
aumento en la probabilidad de padecer, desarrollar o estar
especialmente expuesto a un proceso morbido. En este estudio
analizamos el indice de asociacidn de factores considerados posibles
factores de riesgo, con la presencia de leiomiomas sintomaticos. Los
factores analizados fueron la edad de las pacientes, la paridad su
indice de masa corporal y los tratamientos hormonales utilizados
por las mismas (uso de anticonceptivos orales y tratamientos de

fertilizacién in vitro).

6.1. COMPARACION SIMPLE ENTRE CASOS Y CONTROLES

La tabla 8 recoge los resultados de la comparacion de las
frecuencias relativas de cada factor entre casos y controles para las

categorias analizadas.

En cuanto a la edad, la proporcién de mujeres en el grupo mas
joven (14-38) fue 2,3 veces superior en los controles. En contraste, el
grupo de edad (39-53) fue tres veces mayor en los casos. El grupo de

mayor edad (54-84) presentd la misma distribuciéon en ambos grupos
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(TABLA 8, p<0,001). Respecto a la paridad, la proporcion de mujeres
con dos o mas hijos fue 1,7 veces mayor en los casos que en los
controles, mientras que las nuliparas fueron ligeramente superiores
en el grupo de los controles. No se encontraron diferencias entre las
primiparas (TABLA 8; p<0,001). En el peso encontramos diferencias
importantes para las tres categorias establecidas para el IMC. Para
normopeso observamos que los controles tienen casi el doble que los
casos, y que los casos superan en 3,5 y casi 7 veces a los controles en
las categorias de sobrepeso y obesidad, respectivamente (TABLA §;

p<0,001).

En los tratamientos hormonales, el nimero de pacientes
sometidas a procesos de FIV fue del 5% en los casos frente al 1% de
los controles (TABLA 8; p<0,001). La toma de ACO fue similar en casos
y controles, 22% y 21% respectivamente (TABLA 8; p=n/s). No
obstante, la duracion del tratamiento si fue significativamente
distinta entre ambos grupos. De esta forma, la mediana de la
duracidon del tratamiento en los controles (n=136) fue de 1 mes y en

los casos (n=129), de 12 meses, (TABLA 8; p<0,001).
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Frecuencias relativas

Factor (IC95%) Significacion

Casos (n= | Controles(n=644) estadistical
577)

Edad (aios)

14-38 30(26-34) 71(67-74)

39-52 61(57-65) 20(17-23)

53-84 9(7-12) 9(7-11) <0,001

Menarquia (edad, 12+2 12+2 n/s

anos)

Menopausicas 11(9-14) 10(8-12) n/s

Paridad

Nuliparas 52(44-59) 66(62-69)

Primiparas 15(10-21) 16(13-19)

Multiparas 33(26-40) 19(16-22) <0,001

IMC (kg/m?)

<24.9 48(40-55) 88(85-90)

25.0-29.9 32(25-40) 9(7-11)

>29.9 20(14-26) 3(2-5) <0,001

Tratamiento hormonal

FIV 5(4-7) 1(0-2) <0,001

ACO 22(19-26) 21(18-24) n/s

Meses de ACO’ 12(1-155) 1(1-5) <0,001

' Obtenida con la % de Pearson.
> Mediana (Ps-Pys), comparado con el test U de Mann-Whitney. Casos
n=129, controles n=136.
Tabla 8. Comparacion de potenciales factores predictivos del
leiomioma entre casos y controles.




6.2. ANALISIS DE REGRESION

La razén de probabilidad u Odds Ratio (OR) es una medida de
asociacion entre una variable y un suceso determinado. En este
estudio el suceso considerado fue la presencia de leiomiomas

sintomaticos.

Para cuantificar el OR de cada factor, asi como las
interacciones entre ellos, se realizé un analisis de regresion logistica
univariante utilizando todas las variables previamente mencionadas,
(TABLA 9). A partir de los valores OR estimados se obtuvo la ecuacién

de regresion logistica, (TABLA 9).

TABLA 9. FACTORES PREDICTIVOS DEL LEIOMIOMA SEGUN LOS RESULTADOS DEL

AJUSTE DEL MODELO DE REGRESION LOGISTICA

Por: OR (1C95%)
Sobrepeso (respecto a normopeso) 6,58 (3,75-11,06)
Obesidad (respecto a normopeso) 10,57 (5,11-18,95)
Con actividad ovarica 6,93 (2,38-14,29)
Cada afio mas de edad 1,08 (1,04-1,09)
Cada mes mas de ACO 1,29 (1,03-3,19)
Recibir tratamiento de reproduccion asistida 14,28 (8,08-21,60)
(FIV)

P . —

(riesgo) —

(- 6,969 + 1,883.:5p + 2,358-0b + 1,936:-Me + 0,076-Edad + 0,257-mAl

1+e

Los diferentes factores pueden estratificarse en tres grados de

asociacion en funcién de su valor OR: alto (FIV, obesidad); medio (con
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actividad ovarica, sobrepeso); bajo (cada afilo mas de edad, cada mes

mas de ACO).

Los valores Odds ratio estimados para las variables
independientes, mostraron que el tratamiento de FIV incrementa 14
veces el indice de asociacién con la presencia de leiomiomas en
relacion al grupo control. Esto significa que por cada mujer que
recibié FIV y no presentaba leiomiomas, hubo 14 mujeres que
recibieron FIV y si los tenian. De forma similar, tanto con el
sobrepeso como con la obesidad el indice de asociacidon incrementa 6
y 10 veces, respectivamente. La duracion del tratamiento con ACO
también mostré estar asociado a la presencia de leiomiomas 1,29
veces, siendo mayor este indice cada mes mas de toma de ACO a
partir de 12 meses de toma ininterrumpida. La actividad ovarica
estuvo asociada en 6,93 veces respecto a la menopausia. Por ultimo,
el modelo muestra que la asociacion aumenta ligeramente con la

edad (1,08 veces por cada ano).

A partir de la férmula obtenida, (TABLA 9), es posible calcular las
probabilidades estimadas (Pgese0) €n funcidn de presentar uno o
varios de los factores estudiados. En la FIGURA 26 se representa la
evolucién de dichas probabilidades, estratificadas por categoria de
peso para las siguientes condiciones: sin tratamiento hormonal,
tratamiento hormonal (ACO), tratamiento hormonal (FIV),

tratamiento hormonal (ACO y FIV).
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La probabilidad estimada aumenta con la edad, de forma que
entre los 40 y 50 afios de edad, periodo en que las cirugias debidas a
leiomiomas son muy frecuentes, la presencia de leiomiomas
sintomaticos aumenta casi dos veces, desde 12% hasta 23% para
mujeres de peso normal. Este valor aumenta sustancialmente si la
mujer presenta sobrepeso u obesidad, pasando a ser 4 veces superior
en la década de los 40 y casi 3 a los 50 afios (FIG. 26A). Ademas, si
afadimos la toma de 12 meses de ACO en el andlisis, la presencia de
leiomiomas en la misma década se incrementa progresivamente del
75% hasta el 86%, siendo superior al 99% en el caso de mujeres con
sobrepeso u obesidad (FiG. 26B). En el caso de tratamientos de
fertilizacion in vitro (Fic. 26C) obtenemos un patron similar al
obtenido para ACO. El peor escenario fue el de aquellas mujeres que
habian tomado ACO y también habian recibido tratamiento para FIV.
En este caso, a partir de los 30 afios de edad, la asociacion se
incrementa hasta casi el 100%, independientemente de su peso (FIG.

26D).
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FIGURA 26. PROGRESION DE LA PROBABILIDADES ESTIMADAS DE PRESENTAR
LEIOMIOMAS SINTOMATICOS EN FUNCION DE LA EDAD DE LA PACIENTE.
Progresién del riesgo en (A) mujeres que no han recibido ningin
tratamiento hormonal, (B) mujeres con tratamiento de ACO durante
12 meses, (C) mujeres con tratamiento de FIV, (D) mujeres con
tratamiento de FIV y 12 meses de ACO. Linea verde: normopeso;
linea dmbar: sobrepeso; linea roja: obesidad
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DISCUSION




Discusion

Este trabajo supone un avance en el estudio de los leiomiomas
uterinos en distintos aspectos teniendo en cuenta su caracter

multidisciplinar. Los hallazgos mas relevantes han sido:

1. Caracterizar por primera vez los tipos celulares que son REa y/o REB
inmunorreactivos en el miometrio y tres neoplasias originadas de sus
células de musculo liso, leiomiomas tipicos, leiomiomas atipicos y
leiomiosarcomas, realizando un estudio cualitativo y cuantitativo.

2. Determinar el ratio REa/REPB, en los leiomiomas, leiomiomas atipicos y
leiomiosarcomas en relacion al miometrio sano, demostrando que los
leiomiomas atipicos tienen un patron mas afin al de los
leiomiosarcomas que al de los leiomiomas tipicos.

3. Mostrar por primera vez la presencia y expresion del péptido
neurotensina en un tejido uterino, el miometrio, y en sus neoplasias.
Ademas, demostrar que la expresion del péptido neurotensina estd en
relacion directa con la disminucién del ratio REa /RE.

4. Demostrar la expresion de dos isoformas del receptor de alta afinidad
para el péptido neurotensina, NTSR1, en un porcentaje de leiomiomas
frente al miometrio sano.

5. Confirmar estadisticamente el grado de asociacion con la presencia de
leiomiomas uterinos que muestran factores hormonales enddégenos y

exogenos como la obesidad o los tratamientos de FIV.
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1. RECEPTORES DE ESTROGENOS EN NEOPLASIAS DE
MIOMETRIO: LM, LA Y LMS EN RELACION AL MIOMETRIO
SANO

El receptor de estrogenos alfa es el RE expresado
mayoritariamente en las células de los tejidos uterinos (Pelletier G.,
El-Alfy M. 2000). Este receptor fue considerado como el Unico que
mediaba las respuestas estréogenicas en los mismos hasta hace pocos
anos. Después del descubrimiento del segundo receptor de
estrogenos, el REP (Kuiper G y cols., 1996), se demostro la expresidn
tanto de REa. como de REP especificamente en epitelio, estroma y
musculo uterino (Pelletier G., EI-Alfy M. 2000), aunque la expresidn

de REP fue considerablemente mas débil.

Estudios utilizando ratones knockout (Couse JF y cols., 1999),
han demostrado que cada tipo de RE tiene funciones especificas.
Cada uno de ellos presenta un patron de distribucidon propio
solapandose su expresion en algunos tejidos. En el caso del utero, el
REo. esta expresado mayoritariamente en el epitelio endometrial
aunque el REP es el caracteristico del epitelio glandular (Hiroi H y
cols., 1999). El incremento de REa respecto del RE( en el utero y la
mama se piensa es la causa de los efectos troficos del E2 en estos
tejidos (Jensen EV 2009), atribuyéndosele al REP por tanto, un efecto

protector.

Para poder determinar si los estrégenos, por medio de sus

receptores, tienen un papel relevante en la patologia del miometrio,
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seria necesario conocer la expresion de estos ultimos, tanto en
células de musculo liso como en las células de tejidos que también
forman parte del miometrio como el tejido conjuntivo o endotelial y
cuya accion es fundamental para el correcto funcionamiento de las
células musculares. Por otro lado, como los REs son proteinas
citosdlicas con una actividad clasicamente desarrollada en el nucleo,
la caracterizacion de su localizacion subcelular en las distintas células,
es un dato primordial para esclarecer su funcidon. Nuestros resultados
constituyen el primer aporte sobre la distribucion celular y subcelular
de estos dos REs en neoplasias de miometrio en relacion a su

distribucion en miometrio sano.

A pesar de haber numerosos trabajos previos que demuestran
la expresion de los dos tipos de REs en tejido leiomiomatoso vy
miometrial, ninguno de ellos estudia esta expresidon a nivel celular y
subcelular encontrandose por otra parte numerosas contradicciones
en sus resultados. Esta contradiccion es mayor entre los trabajos
previamente al aislamiento de la segunda forma de receptor de
estrogenos (Vollenhoven y cols., 1994; Brandon y cols., 1995;
Andersen y cols., 1995). A partir de 1996 numerosos estudios
determinaron la expresion de ambos tipos de receptor de estrégenos
en miometrio y leiomiomas mediante el analisis de su ARNm, siendo
para unos autores (Bennessayag y cols., 1999) mas elevada la
expresion de ambos receptores en leiomiomas en relacion al
miometrio sano. Sin embargo en células en cultivo, (Wu WX y cols.,

2000), encontraron niveles mas bajos de ARNm REf3, en leiomiomas
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respecto del miometrio. Mediante RT-PCR, Jakimiuk AJ y cols., 2004,
demostraron que en mujeres premenopausicas, la expresion de REa
y REP no diferia entre leiomiomas y miometrio de la misma paciente.
En menor numero encontramos estudios dirigidos a comparar la
expresion de los REs a nivel de proteina. Kovacs Ky cols. 2001, fueron
los primeros en hacer un estudio in vivo y, mediante andlisis por
Western blot y el uso de radioligandos, estos autores encontraron
que los niveles de REa fueron siempre mas altos en leiomiomas, no
variando el nivel de expresion en el miometrio ni durante el ciclo ni
en la menopausia; por otro lado, estos autores encontraron que los
niveles de REP en leiomiomas eran elevados respecto de los del
miometrio, sélo en la fase proliferativa y la menopausia. Sin embargo
Wang y cols. 2001, no encontraron diferencias en la expresion de REf3
entre leiomiomas y miometrio en la fase proliferativa del ciclo. De
manera similar, Jakimiuk AJ y cols. 2004, no observaron diferencias
significativas en los niveles de ARNm-RES entre estos dos tejidos.
Teniendo en cuenta que para la accién de los REs puede ser mas
importante la relacién entre ambos tipos en cada célula que la
cantidad global, se hace indispensable como hemos dicho
previamente, conocer qué tipos celulares expresan cada uno de los
tipos de REs tanto en miometrio como en leiomioma. Esta
caracterizacion celular no se habia hecho hasta que Gargett C. y cols
2002 demostraron in vitro la expresion de ambos tipos de REs en
células endoteliales y musculares; estos autores demostraron que en
células cultivadas de miometrio y leiomiomas, las células musculares

expresan constitutivamente REa, pero no REB, mientras que las
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células endoteliales expresan constitutivamente RE[B, variando la
expresion de REa, en distintos casos. Nuestros resultados, ya
publicados, fueron el primer aporte in vivo de los tipos celulares que
expresan los dos tipos de REs y muestran que efectivamente las
células musculares tanto de miometrio como de leiomioma, expresan
REa mayoritariamente pero también las células musculares de los
dos tipos de tejido, expresan RE[. Por otro lado no sélo las células
endoteliales sino también otras células del tejido conjuntivo como las
células cebadas, expresan REP, pero no REa. La diferencia en los
resultados respecto de los estudios in vitro podria ser atribuida,
segun observaciones de Zaitseva M y cols. en 2006, a que el perfil de
expresion génica en células de miometrio y leiomiomas se altera
significativamente en las condiciones de cultivo. En cualquier caso,
nuestros resultados ponen de manifiesto la presencia de ambos
receptores en las células musculares, células origen del tumor, y sélo

el REP en endotelios y células de conjuntivo.

Las células que expresan sdlo el REf, son células productoras
de diversos factores de crecimiento, factor de crecimiento endotelial
(VEGF) o factor de crecimiento fibroblastico (FGF), asi como
moléculas de la matriz extracelular y factores de sefializacién local
como la histamina, todos ellos de gran importancia en la formacién
del microambiente tumoral y que estan de alguna forma reguladas
por esteroides sexuales (Walker y Stewart, 2005). Las interacciones
de estos factores con las hormonas esteroideas parecen ser las

responsables del crecimiento de los leiomiomas mas que los niveles
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de hormona circulante (Maruo Ty cols., 2004). Recientemente, Islam
MS vy cols., 2013, explican cdmo factores de crecimiento y citoquinas,
son considerados como efectores potenciales de las hormonas
esteroideas. El hecho de que REP se exprese en todos los casos,
independientemente del tipo de leiomioma o de las caracteristicas de
la paciente en estas células, nos hace sugerir para el mismo, una
accion especifica, mediando las interacciones que llevan al desarrollo

del leiomioma.

Asimismo, la presencia de REa y REB en células musculares
sugiere que podria existir una accion moduladora del REB sobre la

sefalizacion del REa en este tipo celular.

Numerosos datos previos muestran: 1. Que la relacion de la
expresion de REs en LMs con el momento del ciclo menstrual no es
evidente 2. Que los niveles de estrogenos circulantes son similares en
mujeres con leiomiomas y mujeres normales (Buttram VC Jr., 1986) y
3. Que puede existir una heterogeneidad en el crecimiento de
distintos leiomiomas dentro del mismo Utero a pesar de ser idéntica
la exposicién a estrégenos circulantes (Maruo Ty cols., 2004).

Teniendo en cuenta estos datos, nosotros sugerimos: 1: Que
los niveles de estrégenos circulantes actuan sobre el miometrio sano
en funcion de las fases del ciclo menstrual pudiéndose observar
cambios en la expresién de los REs en las distintas fases de acuerdo
con Giné Ly cols 2009, por lo que en el caso de someter a las células
a niveles suprafisiolégicos de estrogenos, estos podrian inducir el

inicio de un tumor promoviendo una alteracion de la division celular.
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2. En el leiomioma sin embargo, donde se observa una elevada
expresion de REs en todo momento, (Giné L y cols., 2009), hay ya un
ambiente hiperestrogénico provocado por la produccién propia de
estrogenos, puesto de manifiesto por la presencia de la enzima
aromatasa en células musculares, el cual puede inducir la expresion
de factores de crecimiento especificos no presentes en el miometrio
sano y de esta manera contribuir al mantenimiento del tumor
independientemente de los niveles circulantes de estrégenos.
Nuestros resultados cualitativos sobre la distribucion de
células REs inmunorreactivas, muestran que en miometrio vy
leiomiomas tipicos, las células musculares expresan en su mayoria
REa, pero una parte de ellas expresa REB, solo o coexistiendo con
REa. En estas células, es el REa el que presenta cambios de
localizacion subcelular entre el citosol y el nucleo, indicando una
accion directamente relacionada con la fisiologia de la célula
muscular dependiente de los niveles estrogénicos. Sin embargo el
REB en las células musculares se mantiene siempre en localizacién
nuclear ademas de ser el Unico receptor de estrégenos presente,
también en los nucleos, en las células endoteliales y células del
conjuntivo del leiomioma lo que nos hace sugerir un papel
importante de este receptor en la formacién y mantenimiento del
leiomioma. Por otro lado, debemos tener en cuenta que segun el
estudio cuantitativo, donde nos centramos exclusivamente en la
célula muscular por ser la célula tumoral y el Unico tipo celular que
expresa los dos tipos de receptor de estrégenos, si bien la expresion

de REa, se mantiene en niveles no significativamente diferentes en
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leiomioma respecto del miometrio sano, la expresion de REP
aumenta en un numero significativo de células musculares. Es de
destacar, la ausencia de ambos tipos de REs en el grupo de
leiomiomas de crecimiento rapido; teniendo en cuenta que el
crecimiento del leiomiomioma tipico es muy lento presentando un
indice mitdtico bajo y que sus células estan reguladas por receptores
de estrégenos clasicos, un comportamiento diferente, que sdlo
afecta al indice de divisiéon, debe estar regulado bien por una
isoforma de estos receptores clasicos o por otro tipo de receptor que
desencadene respuestas rapidas, para lo que es un buen candidato el
GPR30 (Carmeci C y cols., 1997; Filardo EJ y Thomas P, 2012; Barton
M, 2012).

Sorprendentemente, hemos encontrado que en leiomiomas
atipicos el porcentaje de células que expresan REB, aumenta
significativamente respecto de los leiomiomas tipicos con un ratio
REa/REB por debajo de uno y ademas su localizacion subcelular fue
fundamentalmente citosélica. Esta observacion fue hecha en el 100%
de los leiomiomas atipicos analizados lo cual parece indicar que las
células de estos tumores no soélo presentan diferencias fenotipicas
sino también diferencias bioquimicas y de regulacion que pueden
traducirse en un distinto comportamiento clinico. Mas interés aun
despertd el hecho de observar que en los LMSs estudiados, los
indices de expresion de REa, son muy escasos incluso de cero en
algunos de ellos, mientras que las células que expresan REP pueden
alcanzar el 70% con un ratio REa/RER también inferior a la unidad y

aun mas bajo que el de los leiomiomas atipicos. En este caso la
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localizacion subcelular fue exclusivamente citosélica. Estos hallazgos
clarifican dos puntos importantes: 1. El fenotipo molecular de los
leiomiomas atipicos estd mdas proximo al LMS que al LM tipico; esto
hace pensar que los tumores clasificados como LA pueden tener un
potencial maligno. Trabajos anteriores ya muestran esta posibilidad.
Asi, en el estudio realizado por Giuntoli y cols. 2007, quedo clara esta
posibilidad al encontrar que 3 mujeres de 18, habian muerto 6 afios
después de ser diagnosticadas de una variante de leiomioma entre
las que se encontraban los leiomiomas atipicos. Teniendo en cuenta
la existencia de diversas variantes histoldgicas de los leiomiomas, en
los que ocasionalmente puede observarse alguna caracteristica de
alarma, sugerimos que el analisis del ratio REo,/REB podria ser util
como un marcador prondstico de esta patologia.

2. La malignizacion de las células musculares de miometrio, implica
una disminucion del ratio REa/REB, contrariamente a otros tumores
de tejidos que expresan mayoritariamente REa en su estado sano
como la mama en los que el ratio REa/REP aumenta (Nadal-Serrano
M vy cols., 2012), pero si de la misma forma que lo encontrado en
otros tejidos del utero como en el endometrio, donde se ha
encontrado un ratio REa/REB menor que 1, que ademas parece estar
asociado a una menor supervivencia libre de enfermedad (Mandusic
V y cols., 2012). La disminucidn del ratio REa/REB en tumores de
Utero tiene gran interés para comprender especificamente en estos
tumores el papel de los estrégenos, puesto que no parece ser el
mismo que en otros tumores donde lo que se asocia con el caracter

maligno, es la pérdida del REP el cual se considera como protector
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ante la proliferacién inducida por el aumento de REa. Otro aspecto
qgue ha sido analizado previamente, ha sido el interés pronéstico de la
presencia de REs-ir en los LMSs, (Raspollini MR y cols. 2003; Akhan SE
y cols. 2005), sin que haya aun un acuerdo entre los distintos autores.

En este estudio, a pesar del escaso numero de muestras
utilizadas, encontramos que aquellas con bajo REa-ir y presentaron
ademas un elevado numero de células REB-ir, pertenecian a mujeres
que sufrieron metastasis y murieron en un periodo menor de 3 anos
después del diagndstico. Sin embargo una mayor REa-ir junto con un
nidmero menor de células REB-ir, pertenecieron a mujeres con un
mejor pronostico, ausencia de metastasis y mayor supervivencia. Por
todo esto pensamos que un estudio de mayor nimero de muestras
ayudaria a establecer la utilidad de realizar estudios
anatomopatolégicos de ambos receptores en el caso de LMSs, con el
fin de facilitar un mejor prondstico y utilizar los tratamientos
oportunos con una mayor especificidad.

También es de destacar que la disminucion del ratio REa/RE,
esté asociada segln nuestros resultados, a un aumento de expresion
de la enzima aromatasa, indicando un papel de los estrégenos en la
progresion del tumor y por otro lado que estos tumores podrian ser
tratados con inhibidores de aromatasa al igual que los sarcomas de
estroma endometrial donde se han utilizado con éxito (Reich y
Regauer 2004, 2007)

Si tenemos en cuenta que segun muestran estos autores, el ratio
REa/REB en un tipo de célula dado, es uno de los mayores

determinantes de su respuesta a estrégenos, nuestros resultados
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aportan la base para conocer mejor y mas especificamente, el papel

estrogénico en tumores de Utero.

Atendiendo a los distintos periodos del ciclo vital, mientras que
los LMS ocurren generalmente mds proximos a la menopausia, los
LMs son tumores propios de la edad fértil, aunque muchos son
detectados en la perimenopausia y también estdn presentes en la
menopausia aunque mas pequefios y en menor cantidad (Flake GP y
cols., 2003). Por otro lado, la extracciéon quirurgica de LMs esta
asociada a la premenopausia y perimenopausia, sin embargo, en
ocasiones es necesario este tipo de tratamiento en la menopausia
debido a su crecimiento inesperado (observaciones del grupo no
publicadas). Si el crecimiento de los leiomiomas es promovido por los
estrégenos y este crecimiento se detiene en la menopausia, ¢hay una
disminucion de REs en este periodo vital? Segun nuestras
observaciones, los REs clasicos, ambos tipos, son mas abundantes en
células musculares leiomiomatosas en la menopausia que en el
periodo fértil y con una localizacion siempre nuclear. Los estudios
existentes sobre la menopausia aunque escasos, parecen estar de
acuerdo en cuanto a que hay un aumento de expresiéon de REfP
fundamentalmente en este periodo de la vida (Strissel PL y cols.,
2007). Este aumento de RE, junto con nuestras observaciones sobre
la presencia de células musculares de miometrio aromatasa-ir en
mujeres menopausicas, parece indicar unas condiciones mas
proximas a lo observado cuando las células musculares se malignizan.

Esto nos hace sugerir que el aumento de fuentes estrogénicas o de
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sustancias con actividad estrogénica, con especial afinidad por el REB,

no serian aconsejables en este periodo de la vida de la mujer.

2. EXPRESION DEL PEPTIDO NEUROTENSINA Y SU RELACION
CON LOS ESTROGENOS EN LM, LAY LMS Vs M

Una de las consecuencias de la activacion por estrégenos de las
células tumorales puede ser la expresion de genes que codifican
péptidos mitogénicos como la neurotensina, y que permanecen

silenciados en el tejido sano.

A pesar de que se ha demostrado la implicacién del péptido
neurotensina y su receptor de alta afinidad, NTSR1, en distintos
tumores, benignos y malignos, incluido el cancer de mama (Ishizuka J
y cols., 1993; Wang L y cols., 2000; Somai S y cols., 2002; Evers BM,
2006) este es el primer estudio que pone de manifiesto su expresion
celular y molecular asi como su relacidon con los estrégenos, en

tejidos uterinos.

Poco mas de diez afios abarca la investigacién sobre los
péptidos en tumores. En el inicio, esta investigacion estaba enfocada
al posible uso de estas pequefias moléculas como radiomarcadores
utilizados en el diagndstico y radioterapia (Okarvi SM, 2007). Esta
investigacion se basd en la evidencia de que los receptores para
distintos péptidos estaban sobreexpresados en tumores en relacion
al tejido sano; en el caso de la neurotensina, fundamentalmente su
receptor de alta afinidad, NTSR1. En la actualidad, sin embargo, ha

avanzado enormemente la investigacion y consecuentemente el
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conocimiento sobre la implicacion del sistema NTS/NTSR1, en el
desarrollo y proliferacién de tumores de colon, pulmdn, prdostata o el
cancer de mama (Souazé F. y cols 2006 a; Gui y cos 2008; Dupouy S. y
cols., 2009, 2011 ; Wu Z. y cols., 2012).

Nuestros resultados muestran la presencia de células NTS-ir en
el tejido conectivo del miometrio pero no en las células musculares,
mientras que en las distintas neoplasias estudiadas el nimero de
células musculares NTS-ir aumenta progresivamente en relacion
directa con el indice de proliferacién, la expresion de aromatasa y la

disminucion del ratio REo/REP.

En el miometrio, la presencia en células de conectivo de
NTSR1/NTS-ir, sugiere un mecanismo paracrino para la sefializacion
por NTS en este tejido. Este mecanismo de sefalizacidon podria estar
implicado en la preservacion de la funcidon uterina, teniendo en
cuenta que en este tejido la senalizacién paracrina de factores de
crecimiento entre diferentes tipos celulares, se sabe que contribuye a
la homeostasis del tejido manteniendo su morfologia y funcién

normales (Franco OE y cols., 2010).

Por otro lado, el tejido tumoral generalmente presenta en su
microambiente de tejido conectivo, infiltraciones locales de células
asociadas con altos niveles de mediadores inflamatorios que
contribuyen a la progresion del tumor. En el tracto gastrointestinal,
se demostrd que la NT es un potente modulador de diferentes células

inmunes como las células cebadas, macréfagos o neutréfilos (Zhao D
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y Pothoulakis C, 2006). Algunas de estas células, las células cebadas,
son muy abundantes en los leiomiomas, siendo sus granulos

inmunorreactivos para la NTS y los REP.

El hecho de no haber detectado expresion de ARNm-NTSR1 por
RT PCR en ninguno de los miometrios estudiados, podemos explicarlo
si asumimos la posibilidad de que en este tejido ocurra un
mecanismo similar al observado en diferentes sistemas celulares,
(Souazé F. y cols., 2006), en los que estos autores demostraron que la
neurotensina ejerce una regulacion postranscripcional de Ia
expresion de NTSR1 desestabilizando su ARNm. Esto lo observaron
después de una exposicion prolongada a NTS aun en bajas dosis. Por
otro lado, in vivo, se ha observado, mediante la administracion de un
antagonista de la NTS en cerebro y colon, que el péptido ejerce una
regulacion negativa sobre la expresion de NTSR1, lo que hace posible
pensar que la NT puede actuar de una manera similar en el
miometrio, limitando la sintesis de sus receptores. En cuanto a la
NTSR1-ir, debemos considerarla negativa en las células musculares
en tanto en cuanto se observo solamente una débil inmunorreaccion
en un escaso numero de ellas. Sin embargo, esa escasa
inmunorreaccion podria indicar una accién paracrina de la NTS
liberada desde las células del tejido conectivo, sobre las células

musculares.

Al comparar la expresion de NTS observada en el tejido sano
con el tejido leiomiomatoso, obtuvimos un hallazgo importante: En el

leiomioma no sélo hay un notable aumento de células musculares
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NTSR1-ir sino que algunas de ellas ademas también sintetizan el
péptido, como lo demuestra la presencia de ARNm-NT. Esto prueba
que en estas células musculares leiomiomatosas, la neurotensina

ejerce una regulacién autocrina.

Se han descrito numerosas rutas de sefalizacidon implicadas en
la proliferacion, supervivencia, migracion e invasion activadas por
NTSR1 (Wu Z y cols., 2012) siendo los mecanismos de sefializacion
qgue median los efectos del sistema neurotensigénico, dependientes

por otro lado, del tipo celular.

En nuestro estudio, demostramos por primera vez, in vivo, que
el sistema NTS/ NTSR1 estd presente no sélo en leiomiomas tipicos
de miometrio, sino que esta sobreexpresado en tumores malignos,
LMSs, vy lo que consideramos un hallazgo particularmente relevante,
hay una sobreexpresion en los LA, pasando de un 14% de células
musculares en el LM a un 60% en LA, mas préximos a LMSs donde
esta coexpresion se observa en practicamente el 100% de las células

tumorales.

Estas observaciones nos hacen sugerir que en el miometrio
podria ocurrir algo similar a lo observado en colon donde la expresion
de ARNm-NT aumenta progresivamente, partiendo de su ausencia en
el tejido sano, expresidon en adenomas y sobreexpresion en

adenocarcinomas (Souazé y cols. 2006)

Pero ¢Tiene alguna relacion la expresion del sistema

NTS/NTSR1 en las células musculares leiomiomatosas, con los
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estrogenos circulantes? La utilizacion como modelo in vivo, de
muestras de miomas procedentes de mujeres sometidas a
tratamientos de fertilizacidon in vitro, durante los cuales son tratadas
con grandes dosis de ambas hormonas gonadales, estrégenos y
progesterona, nos condujo al hallazgo de que en todos los casos se
duplicé el niumero de células que expresan NTS-NTSR1-ir, lo que nos
confirma la accidén de estas hormonas sobre la expresion del péptido
como demostraron en células hipofisarias, Bello y cols. 1999, vy
posteriormente en células epiteliales de mama en humanos (Dupouy
Sy cols., 2009). Ademas, la observacidn clinica de que los leiomiomas
aumentan de tamafio durante el tratamiento, apoya el papel de la

NTS como factor de crecimiento en estos tumores.

Por otro lado, en este estudio demostramos como, el
incremento de expresion de NTS/ NTSR1 estd en relacidn directa con
el aumento de células que expresan REB, mientras que el REa

disminuye o esta ausente.

En conjunto con estos datos proponemos: Que los niveles de
estrogenos circulantes actuan sobre células musculares lisas del
miometrio induciendo la expresion de NTS, la cudl junto con la
progesterona, lleva a la proliferaciéon celular y a la formacion de un
leiomioma. Esta afirmacidon estd apoyada por datos no mostrados
qgue obtuvimos durante esta investigacion. Dichos datos muestran
como en el miometrio adyacente al tumor de una paciente operada
por recurrencia de leiomiomas y malignizacion de uno de ellos, se

pudieron observar pequefias regiones de células de musculo liso
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miometriales, que presentaban el mismo patrén de expresion de REs

y NTS-ir que las células tumorales.

Una vez comenzada la sintesis de NTS en estas células de
musculo liso, la neurotensina a su vez, induce la expresion de NTSR1
con el consiguiente establecimiento del sistema NTS/NTSR1 como
mecanismo de sefializacién autocrina sobre las células. Una vez
desarrollado el tumor, la aromatasa expresada en las células
tumorales mantendria el nivel estrogénico suficiente para mantener
esta situacion estable en un leiomioma tipico el cual ya muestra un
ligero y peligroso incremento de la expresion de REP. El desequilibrio
gue se produce en la expresion de ambos receptores de estrogenos,
con el consiguiente aumento de REP, seria clave para la malignizacion
del tumor. Segun nuestros resultados y basandonos en nuestra
hipotesis, los LAs serian un paso previo del LMS, en los cuales este
desequilibrio ya se ha producido. Ademas, probablemente las células
gue proliferan en el leiomioma, lo hacen bajo la accidon del REPB. Es
decir, que en los tejidos del miometrio, el aumento de expresion de
REB, lejos de tener un papel protector como se ha postulado para
otros tejidos como el colon (Konstantinopoulos PA y cols., 2003) o la
mama (Chen GG y cols. 2008), puede suponer la malignizacién de los
mismos como ocurre en cancer de pulmén (Zhang G y cols., 2009) o

endometrio (Jongen Vy cols. 2009; Mylonas |y cols. 2005).

Asi, para el miometrio nosotros postulamos: Por un lado, que
el aumento del REB induce la sobreexpresion de NTS/NTSR1 en las

células musculares lisas tumorales y por otro, que REs distintos de
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REB y REa, inducen el aumento de proliferacién observado en los
leiomiomas de crecimiento rapido, aumentando la expresién de
receptores de progesterona y NTS/NTSR1 es decir, que de todo lo
expuesto podemos deducir que el sistema NTS/NTSR1 interviene en
la proliferacion de células tumorales y que dependiendo del tipo de
tumor su expresion depende de la activacion por los estrégenos de

distintas vias de sefializacién mediadas por receptores distintos.

Una vez establecido que el sistema NTS/NTSR1 promueve la
proliferacion en tumores de células de musculo liso, el uso de drogas
destinado a alterar la expresion de NTSR1, podria bloquear esta via
autocrina de sefalizacion, suprimiendo o reduciendo la proliferacién

en el tumor.

Por otro lado, el hecho de que en una parte de los leiomiomas
estudiados, se expresen coexistiendo con la forma nativa del
receptor NTSR1, dos isoformas del mismo, las cuales podrian formar
homo o heterodimeros funcionales en las células que los expresan,
podria suponer también que estas isoformas sean potenciales

dianas terapéuticas especificas para estos tumores.

3. ASOCIACION DE DISTINTAS CONDICIONES ESTROGENICAS
CON LA PRESENCIA DE MIOMAS

En este estudio hemos comparado las caracteristicas
referentes al estado hormonal de la mujer, en una muestra control
carente de leiomiomas, con las caracteristicas de las mujeres que

constituyen la muestra obtenida para la realizacion de los distintos
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estudios llevados a cabo en este trabajo, procedente de mujeres

sometidas a miomectomias o histerectomias.

Como factores que pueden afectar al estado hormonal de la
mujer, se estudiaron tanto factores enddgenos, edad, actividad
ovarica, indice de masa corporal y paridad como factores exdégenos,
uso de anticonceptivos y tratamientos de fertilizacion in vitro. En
nuestros resultados, la edad fue un factor determinante en la
muestra de mujeres con leiomiomas, dato que no es sorpresivo
puesto que los diversos estudios realizados muestran un acuerdo
sobre el aumento de la prevalencia de leiomiomas con la edad, en la
mujer premenopausia (Flake GP y cols., 2003; Laughlin SK y cols.,
2010)

Diversos estudios también han relacionado el IMC alto con una
mayor incidencia de leiomiomas (Shikora SA y cols., 1991; Sato F. y
cols. 1998; Parazzini F y cols., 2004) tanto en poblaciones de
mujeres americanas, caucasicas o asiaticas. Segun el estudio de
Shikora SA y cols. 1991, el 51% de las pacientes con leiomiomas
operadas de miomectomia o histerectomia tenian sobrepeso, y el
16%, presentaban obesidad severa. En nuestro estudio, el 32% de
mujeres operadas de leiomiomas tenian sobrepeso y el 20% fueron
obesas. En la Comunidad Canaria, este hallazgo es particularmente
importante ya que es la cuarta comunidad de Espafia en sobrepeso
con el 37.6% frente al 29.8% de indice nacional (Instituto Nacional de
Estadistica y Ministerio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad,

diciembre 2009).
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En lo que se refiere al uso de anticonceptivos, los datos
obtenidos hasta ahora en los numerosos estudios realizados sobre Ia
relacion entre su uso y la presencia de leiomiomas siguen siendo
inconsistentes, mostrando algunos de ellos una relacién directa,
otros inversa y algunos, una falta de relacidon (Flake GP y cols. 2003;
Laughlin SK 2010; Faerstein E y cols. 2001; Chiaffarino F y cols 1999).
Incluso en el mas reciente meta-analisis realizado en China por Qin J.
y cols. 2013, a pesar de que concluyeron que la presencia de
leiomiomas no deberia ser causa de contraindicacidn para el uso de
anticonceptivos, sus resultados tienen que ser tomados una vez mas
con cautela por su heterogeneidad significativamente elevada. En
nuestra muestra, el uso de anticonceptivos tuvo la misma frecuencia
entre los casos que los controles, sin embargo la duracién del periodo
durante el cual las mujeres usaron ACO de forma continuada fue
claramente diferente, con una mediana de 12 meses para los casos y
de solo 1 mes para los controles. El andlisis de regresion logistica
muestra que después de 12 meses de uso continuado de
anticonceptivos, el indice de asociacidon con la presencia de
leiomiomas fue del 75% y casi del 100% si ademas eran mujeres con
sobrepeso u obesas, el mismo escenario que se presenta para
mujeres sometidas a tratamientos de FIV. Estos datos nos confirman
lo propuesto previamente en funcion de los resultados del estudio
celular y molecular, es decir, que los niveles suprafisiologicos de
hormonas gonadales, internos y/o externos contribuyen

significativamente al desarrollo de leiomiomas.
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La paridad es un factor que ha sido inversamente asociado con
la presencia de leiomiomas tanto en los primeros estudios como en
los mas recientes (Baird, DD y Dunson DB, 2003; Laughlin SK y cols.
2010; Terry KL 2010). Sin embargo, en nuestro estudio la frecuencia
de mujeres con 2 o mas hijos fue 1.7 veces mayor en los casos que en
la muestra control. A pesar de ello, este factor fue excluido en el
analisis de regresidon. Estudios mas exhaustivos serian necesarios
para esclarecer este punto.

Teniendo en cuenta todos los datos, nosotros postulamos que
la edad, uso prolongado sin interrupcion de anticonceptivos,
tratamientos de FIV, sobrepeso y obesidad estan altamente
asociados con la presencia de leiomiomas en el utero de la mujer. Si
tenemos en cuenta lo observado a nivel celular, en los leiomiomas
procedentes de mujeres sometidas a tratamientos de FIV o con
largos periodos de anticonceptivos, al suponer estas circunstancias
una dosis suprafisiolégica de hormonas, vemos como en estos
tumores hay también un aumento de la expresién de NT/RNT y un
consiguiente aumento de tamaio de los leiomiomas. Por otro lado, el
hecho de que el grupo de muestras de leiomioma de crecimiento
rapido estudiado, pertenezcan a mujeres obesas o con tratamientos
de FIV nos hace reafirmar la hipétesis de que los estrégenos pueden
actuar tanto sobre las células musculares lisas del miometrio como
sobre las leiomiomatosas, activando distintas vias de sefalizacion,

qgue conducen a la proliferacion.
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CONCLUSIONES

Del andlisis de los resultados expuestos y la discusién de los
mismos, hemos obtenido las siguientes conclusiones:

En el miometrio al igual que en leiomiomas, hay un numero

mayor de células de musculo liso que presenta el REa frente al

REB. El REP por otro lado, es el unico presente en células

endoteliales y de conjuntivo del tejido leiomiomatoso.

El ratio REa/REP disminuye progresivamente en las células de
2 musculo liso, desde leiomiomas hasta LMS. Este ratio es inferior

alenlLAyLMSyse mantiene por encimade 1len My LM.

La localizacién subcelular de REP es nuclear en células

musculares de M y LM. En LAs, mas del 50% de células

musculares son RER-ir en una localizacidn citosdlica al igual que

la totalidad de células tumorales del LMS RE-ir.

La relacion REo/REP, puede ser utilizada como diagndstico en

4 LAs y como prondstico en LMS.

El incremento de células tumorales REB-ir en neoplasias de
5 miometrio esta en relacion directa con la expresion de la enzima
aromatasa en las mismas.
Las caracteristicas de expresion del REP en células musculares de
miometrio junto con las de la enzima aromatasa durante la
menopausia, hacen desaconsejable en este periodo de la vida de
la mujer, un aumento de fuentes estrogénicas como los
tratamientos sustitutorios o la ingesta de sustancias con

actividad estrogénica con especial afinidad por el REp.
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Los estrégenos actuan en las neoplasias de miometrio activando
distintas rutas de sefalizacion mediadas por distinto tipo de
receptor segun el tumor.

El sistema neurotensinérgico, NTS/NTSR1, se expresa en células
del miometrio. La expresidon ocurre en el conjuntivo del tejido
sano y en las células musculares de LM, LAy LMS.

Un porcentaje de LMs expresa, junto con la forma nativa de

NTSR1, dos isoformas del mismo, NTSR1-ay NTSR1-5.

El ARNm de NTS estd presente en células tumorales de LM,LA y
LMS, que también son NTSR1-ir .

En células de musculo liso leiomiomatosas, las hormonas

gonadales inducen la expresién del péptido neurotensina.

La expresion de NTS/NTSR1 aumenta en relacion al incremento

de células REB-ir en LAs y LMSs.

La edad, el uso prolongado de anticonceptivos, los tratamientos
de FIV, el sobrepeso y la obesidad, estan altamente asociados
con la presencia de leiomiomas sintomaticos en el Utero de la
mujer. Los tratamientos de FIV y el sobrepeso junto con la

obesidad, presentan los mayores indices de asociacion.
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