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GLOSARIO

Andrdgenos: son hormonas sexuales que corresponden a la testosterona,
la androsterona y la androstenediona. Los andrégenos
son hormonas esteroides derivados del ciclopentanoperhidrofenantreno; su
funcién principal es estimular el desarrollo de los caracteres sexuales
masculinos. Son segregados por los testiculos, pero también por los ovarios en
la mujer (androstenediona) y por la corteza de las glandulas suprarrenales
(dihidroepiandrosterona). En el hombre sélo el 10% de los andrégenos tiene
origen suprarrenal (Speroff, 2007).

Angiogénesis: es el proceso fisioldgico que consiste en la formacion de vasos
sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes. Es un fenomeno normal
durante el desarrollo embrionario, el crecimiento del organismo y en
la cicatrizacion de las heridas. También es un proceso fundamental en la
transformacién maligna del crecimiento tumoral (Sanchez, 2001).

Apoptosis: es una forma de muerte celular, que esta regulada genéticamente.
La muerte celular programada es parte integral del desarrollo de los tejidos
tanto de plantas como de animales pluricelulares. En animales, la forma de
muerte celular programada mas comun es la "apoptosis”. Cuando una célula
muere por apoptosis, empaqueta su contenido citoplasmatico, lo que evita que
se produzca la respuesta inflamatoria caracteristica de la muerte accidental
0 necrosis. En lugar de hincharse o reventar y derramar su contenido
intracelular dafiino enzimético hacia el espacio extracelular, las células en
proceso de apoptosis y sus nucleos se encogen, y con frecuencia se
fragmentan conformando vesiculas pequefias que contienen el material
citoplasmatico. De esta manera, pueden ser eficientemente englobadas
via fagocitosis y, consecuentemente, sus componentes son reutilizados
por macrofagos o] por células del tejido adyacente
(www.sgul.ac.uk/depts/immunology/~dash).

Aromatasas: son enzimas de la superfamilia del citocromo P450, cuya funcién
es la de aromatizar los androgenos produciendo estrégenos (estradiol a partir
de la testosterona y estrona a partir de la androstenediona). Este proceso es un
importante factor en el desarrollo sexual. Las proteinas del citocromo P450 son
monooxigenasas que poseen como funcion la catalisis de algunas reacciones
en la sintesis de colesterol, los esteroides y otros lipidos. Estas proteinas se
encuentran en el reticulo endoplasmatico de las células y catalizan los dltimos
pasos de la biosintesis de los estrégenos (Speroff, 2007).
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Autocrino: ElI término liberacibn autocrina se aplica a un tipo
de secrecidn quimica que afecta a la misma célula que secretd la sustancia.
Los receptores para la sustancia secretada estan sobre la misma célula que la
sintetiz6. La liberacion autocrina es un tipo de comunicacién celular que emplea
mensajeros quimicos (Speroff, 2007).

Carcinoma: es una forma de cancer que tiene su origen en células de
tipo epitelial o glandular. Los dos grandes grupos son los carcinomas
epidermoides y los adenocarcinomas y constituyen el tipo mas comun de
cancer. Lugares comunes de carcinomas son la piel, la boca, el pulmén,
las mamas, el estbmago, el colon, el utero y el pene (Schorge, 2008).

Climaterio: es un periodo de transicion que se prolonga durante afos, antes y
después de la menopausia, como consecuencia del agotamiento ovarico,
asociado a una disminucién en la produccion de estrogenos y que pierde con
los afios la capacidad para producir hormonas, foliculos y ovocitos; suele
confundirse con la menopausia, que es la ultima menstruacién (Schorge, 2008).

Cromosoma: del griego xpwua - chroma, color y ocwpa, - soma, cuerpo o
elemento; se llama asi a cada uno de los pequefios cuerpos en forma de
bastoncillos en que se organiza la cromatina del ndcleo celular durante las
divisiones celulares. La cromatina es un material microscépico que lleva la
informacion genética de los organismos eucariotas y esta constituida por ADN
asociado a proteinas llamadas histonas (Lodish, 2000).

Desacetilasas: pertenecen a enzimas que, junto con las acetilasas, metilasas
y desmetilasas de histonas, llevan a cabo las funciones de modificar a las
histonas. Las histona deacetilasas (0 HDAC) son un tipo de enzimas implicadas
en la eliminacién de los grupos acetilo de los residuos de lisina en las histonas.
Esta actividad enzimética es la opuesta de la que llevan a cabo las histona
acetiltransferasas (HAT). Las HDAC también son referidas como lisina
deacetilasas (KDAC), con el fin de describir de un modo mas preciso tanto su
diana como su funcion, lo que incluye numerosas proteinas no histonas
(Choudhary, 2009).

Electroforesis en gel: es un grupo de técnicas empleadas para separar
moléculas basandose en propiedades como el tamafio, la forma o el punto
isoeléctrico. La electroforesis en gel se utiliza generalmente con propdsitos
analiticos, pero puede ser una técnica preparativa para purificar moléculas
parcialmente antes de aplicar espectrometria de masas, PCR, clonacion
0 secuenciacion de ADN (Bandow, 2008).
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Electroforesis: es una técnica para la separacion de moléculas segun la
movilidad de éstas en un campo eléctrico. La separacion puede realizarse
sobre la superficie hidratada de un soporte solido (electroforesis en papel o
en acetato de celulosa), o bien a través de una matriz porosa (electroforesis en
gel), o bien en disolucion (electroforesis libre). Dependiendo de la técnica que
se use, la separacion obedece en distinta medida a la carga eléctrica de las
moléculas y a su masa (Bandow, 2008).

Embriogénesis: es el proceso que se inicia tras la fertilizaciéon de los gametos
para dar lugar al embrién, en las primeras fases de desarrollo de los seres
vivos pluricelulares. En el ser humano este proceso dura unas ocho semanas,
momento a partir del cual el producto de la concepcidn acaba su primera etapa
de desarrollo y pasa a denominarse feto (Sadler, 2004).

Endocrino: El sistema endocrino o endécrino es un sistema de glandulas que
segregan un conjunto de sustancias llamadas hormonas que, liberadas al
torrente sanguineo, regulan las funciones del cuerpo. Es un sistema de sefiales
similar al del sistema nervioso, pero en este caso, en lugar de utilizar impulsos
eléctricos a distancia, funciona exclusivamente por medio de sustancias
(sefales quimicas) (Speroff, 2007).

Endometrio: es la mucosa que recubre el interior del Gtero y consiste en
un epitelio simple prismético con o sin cilios, glandulas y un estroma rico
en tejido conjuntivo y altamente vascularizado. Su funcién es la de alojar
al cigoto o blastocisto después de la fecundacion, permitiendo su implantacion.
Es el lugar donde se desarrolla la placenta y presenta cambios ciclicos en sus
glandulas y vasos sanguineos durante el ciclo menstrual en preparacion para
la implantacién del embrién humano (Schorge, 2008).

Endometriosis: consiste en la aparicion y crecimiento de tejido endometrial
funcional fuera de la cavidad uterina, sobre todo en la cavidad pélvica, como en
los ovarios, detras del atero, en los ligamentos uterinos, en la vejiga urinaria o
en el intestino. Es menos frecuente que la endometriosis aparezca fuera
del abdomen como en los pulmones o en otras partes del cuerpo. La
endometriosis es una enfermedad relativamente frecuente, que puede afectar a
cualquier mujer en edad fértil, desde la menarquia hasta la menopausia,
aunque algunas veces, la endometriosis puede durar hasta después de la
menopausia (Schorge, 2008).

Esterilidad: es una cualidad atribuible a aquellas personas u otros organismos
bioldgicos que no se pueden reproducir, bien sea debido al mal funcionamiento
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de sus dérganos sexuales 0 a que sus gametos son defectuosos. Las causas de
la esterilidad son diversas y varian en funcién del sexo (Speroff, 2007).

Estrégenos: son hormonas sexuales esteroideas derivadas todas ellas
del ciclopentanoperhidrofenantreno, producidas principalmente por los ovarios
y, en menores cantidades, por las glandulas adrenales (Speroff, 2007).

Estroma: El concepto de estroma alude al tejido (células y elementos
extracelulares) que cumple funcién cohesiva de otros tipos tisulares de un
organismo pluricelular. Es parte importante de la histoarquitectura de un
organo. Clasicamente se considera al estroma como el tejido de sostén o
soporte del tejido que cumple la funcion especifica de un 6rgano. Este Gltimo
esta formado por células que forman el tejido denominado "parénquima”. Estos
conceptos estan basados en épocas pretéritas de la Histologia (con una vision
morfolégica mas que funcional), cuando al tejido conectivo se le asignaba
solamente las funciones de sostén y cohesividad, dadas por el
desconocimiento de "otras funciones" del tejido conectivo. Actualmente las
interacciones estroma-parénquima estan siendo investigadas, y se entiende
que sin tales interacciones (colaboracion morfofisiologica) tanto el parénquima
como el estroma pierden su especificidad. Aislados uno del otro, en medios de
cultivo tisular, pierden sus caracteristicas tipicas y sobreviven poco tiempo. Asi,
hoy en dia, se entiende que el estroma es tan funcional como el parénquima y
no solamente un componente de sostén (Ross, 2006).

Foliculos ovéricos: son las unidades béasicas de la biologia reproductiva
femenina. Consisten en una acumulacion de células haploides que son
toscamente esféricas y que se encuentran en el interior del ovario, rodeando
un ovocito. Estas estructuras se activan periodicamente e inician el proceso de
crecimiento y desarrollo para culminar, generalmente, en la ovulacion de un
solo ovocito viable. Estos ovocitos son envueltos por una capa de células
granulosas encerradas en una matriz extracelular - la membrana folicular
principal o lamina basal - que constituye el foliculo ovarico (Speroff, 2007).

Gemelos dicigoticos: son los que se originan por fecundacion separada, y
mas o menos simultdnea, de dos O6vulos por dos espermatozoides. Los
individuos resultantes son diversamente llamados gemelos dicigéticos, gemelos
bivitelinos, gemelos no idénticos o gemelos fraternales. Su grado de identidad
genética no es mayor que en dos hermanos nacidos de gestaciones separadas
y comparten estadisticamente el 50 % de sus genes (Gilbert, 2006).

Gemelos monocig6ticos: es el caso en que un embridén originado en una
fecundacion tipica, a partir de un Unico 6vulo y un Unico espermatozoide, se
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escinde accidentalmente en dos durante las primeras fases de su desarrollo, en
un proceso que debe biolégicamente considerarse de multiplicacién asexual. El
resultado puede llegar a consistir en dos embriones viables, llamados gemelos
monocigoticos o gemelos univitelinos, por derivar de un solo cigoto, o gemelos
idénticos, porque coinciden en todos sus rasgos (Gilbert, 2006).

Gen: es considerado como la unidad de almacenamiento de informacion
genética y unidad de herencia al transmitir esa informacion a la descendencia.
Los genes se disponen a lo largo de ambas cromatides de los cromosomas
ocupando en el cromosoma una posicion determinada llamada locus. El
conjunto de genes de una especie, y por tanto de los cromosomas que los
componen, se denomina genoma. Gen también es la secuencia organizada
de nucledtidos en la molécula de ADN (o ARN en el caso de algunos virus),
que contiene la informacion necesaria para la sintesis de una macromolécula
con  funcion  celular  especifica, normalmente  proteinas, pero
también ARNm, ARNr y ARNt (Lodish, 2000).

Glicoproteinas: son moléculas compuestas por una proteina unida a uno o
varios hidratos de carbono, simples o compuestos. Tienen entre otras
funciones el reconocimiento celular cuando estan presentes en la superficie de
las membranas plasmaticas (glucocalix). El término glicoproteina se usa en
general para referirse a una molécula de dimensiones especificas, integrada
normalmente por uno o mas oligosacaridos unidos de modo covalente a
cadenas laterales especificas de polipéptidos.

Hipotadlamo: del griego UTé, ypd: ‘debajo de’, y 8dAauog, thadlamos: ‘camara
nupcial, dormitorio’, es una glandula endocrina que forma parte del diencéfalo,
y se sitia por debajo del tadlamo. Libera al menos nueve hormonas que actdan
como inhibidoras o estimulantes en la secrecibn de otras hormonas en
la adenohipofisis, por lo que se puede decir que trabaja en conjunto con ésta.
Suele considerarse el centro integrador del sistema nervioso vegetativo
(o sistema nervioso autonomo), dentro del sistema nervioso periférico. También
se encarga de realizar funciones de integracion somatovegetativa.
Histerectomia: del griego UoTépa hystera "Utero" y ekTopia ektomia "sacar por
corte”, es la extraccion del Utero o matriz, por medio de una intervencion
quirargica (Schorge, 2008).

Histeroscopia: es un procedimiento clinico que le permite a un ginecélogo ver
el interior del atero por medio de una endoscopia. Este procedimiento puede
realizarse con fines de diagndstico o para tratamientos de patologias
intrauterinas y como método de intervencién quirargico (Schorge, 2008).
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Histonas: son proteinas basicas, de baja masa molecular, muy conservadas
evolutivamente entre los eucariotas y en algunos procariotas. Forman
la cromatina junto con el ADN, sobre la base de unas unidades conocidas
como nucleosomas. En los seres humanos hay cinco tipos principales: la
histona H1 y las histonas H2A, H2B, H3 y H4 (Choudhary, 2009).

Menopausia: del griego mens, que significa "mensualmente”, y pausi, que
significa "cese" se define como el cese permanente de la menstruacion y tiene
correlaciones fisiolégicas, con la declinacion de la secrecion de estrégenos por
pérdida de la funcion folicular ovéarica. Es un paso dentro de un proceso lento y
largo de envejecimiento reproductivo, llamado climaterio (Speroff, 2007).

Mioma: es un tumor benigno que crece en el tejido muscular del utero
0 miometrio en las mujeres. Sélo un 0,5 % de los miomas se convierten en
tumores malignos (sarcomas). Se estima que aproximadamente una de cada
cuatro a cinco mujeres de mas de 35 afios de edad padecen de este tipo de
tumor (Schorge, 2008).

Paracrino: la liberacion paracrina se refiere a un tipo de secrecién quimica que
afecta a una célula vecina a la célula emisora. La sustancia secretada difunde
en direccién de los receptores especificos sobre las células adyacentes a la
célula que la sintetiz6. Es un tipo de comunicaciéon celular que emplea
mensajeros quimicos (Speroff, 2007).

Progesterona: es una de las hormonas sexuales esteroideas que se
desarrollan en la pubertad y en la adolescencia en el sexo femenino; actla
principalmente durante la segunda fase del ciclo menstrual, frenando los
cambios endometriales proliferativos que inducen los estrégenos y estimulando
los cambios secretores, preparando asi al endometrio para la implantacion del
embrion. Estos efectos también ocurren en la mama. La progesterona también
se encarga de engrosar y mantener sujeto al endometrio en el utero y al
disminuir sus niveles sanguineos, el endometrio se desprende, produciendo
la menstruacion (Speroff, 2007).

Protedlisis: es el proceso de degradacion de proteinas. Ocurre
mediante enzimas especificas, llamadas proteasas (Lodish 2000).

Proteosoma o proteasoma: es un complejo proteico grande presente en
todas las células eucariotas y Archaea, asi como en algunas bacterias, que se
encarga de realizar la degradacion de proteinas (protedlisis) no necesarias 0
dafiadas. En las células eucariotas los proteosomas suelen encontrarse en
el nacleo y en el citoplasma. Los proteosomas representan un importante
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mecanismo por el cual las células controlan la concentracion de determinadas
proteinas mediante la degradacion de las mismas. Las proteinas a ser
degradadas son marcadas por una pequefia proteina llamada ubiquitina,
posteriormente mediante la enzima ubiquitina ligasa, se agregan mas proteinas
de ubiquitina dando como resultado la formacién de una cadena poliubiquitinica
que le permite al proteasoma identificar y degradar la proteina (Lodish, 2000).

Reaccion en cadena de polimerasa: conocida como PCR por sus siglas en
inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica de biologia molecular
desarrollada en 1986 por Kary Mullis, cuyo objetivo es obtener un gran namero
de copias de un fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en
teoria basta partir de una Unica copia de ese fragmento original, 0 molde. Esta
técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN; su utilidad es que tras la
amplificacion resulta mucho mas facil identificar con una muy alta
probabilidad, virus o bacterias causantes de una enfermedad, identificar
personas (cadaveres) o hacer investigacion cientifica sobre el ADN amplificado.
Estos usos derivados de la amplificacion han hecho que se convierta en una
técnica muy extendida (Lodish, 2000).

Retrotranscriptasa: o transcriptasa inversa, o transcriptasa reversa, es
una enzima de tipo ADN-polimerasa, que tiene como funcion sintetizar ADN de
doble cadena utilizando como molde ARN monocatenario, es decir, catalizar la
retrotranscripcion o transcripcion inversa. Esta enzima se encuentra presente
en los retrovirus. Su nombre obedece a que el proceso normal de
la transcripcion, la que se puede llamar "directa”, codifica el ARN a partir de la
secuencia inicial de ADN, y no al revés. Una forma sencilla de sintesis de ADN
de doble cadena a partir de transcriptasa inversa, también llamada ADN/ARN-
polimerasa dirigida, seria partir de un cebador cola de poli-T que estableceria
bases complementarias con la cola de poli-A del ARN transcrito de la hebra
que se va a sintetizar, lo que forma un hibrido ARN/ADN. Dicho hibrido podria
separarse mediante ribonucleasas, y después, con la accion de una ADN-
polimerasa y un nuevo cebador, ser completada la hebra de ADN de doble
cadena. En la biologia molecular y la bioquimica, la transcriptasa inversa,
también conocida como ADN polimerasa dependiente de ARN, es
una enzima ADN polimerasa que transcribe una sola cadena de ARN en una
sola cadena de ADN. También ayuda en la formacion de una doble hélice de
ADN una vez que el ARN ha experimentado una transcripcion inversa en una
sola cadena de cDNA. La transcripcion inversa implica la sintesis de ADN a
partir del ARN (Lodish, 2000).

Termociclador: también conocido como maquina de PCR o reciclador térmico
de PCR; es un aparato usado en biologia molecular que permite realizar los
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ciclos de temperaturas necesarios para una reaccion en cadena de la
polimerasa de amplificacion de ADN o para reacciones de secuencia con el
método de Sanger (Sanger, 1977).

Traduccion genética: es el segundo proceso de la sintesis proteica (parte del
proceso general de la expresion génica). La traduccion ocurre en el citoplasma,
donde se encuentran los ribosomas. Los ribosomas estan formados por una
subunidad pequefia y una grande que rodean al ARNm. En la traduccion,
el ARN mensajero se decodifica para producir un polipéptido especifico de
acuerdo con las reglas especificadas por el cédigo genético. Es el proceso que
convierte una secuencia de ARNm en una cadena de aminoacidos para formar
una proteina. Es necesario que la traduccion venga precedida de un proceso
de transcripcion. El proceso de traduccion tiene cuatro fases: activacion,
iniciacion, elongacion y terminacion (Lodish, 2000).

Transcripcion genética: constituye el primer proceso de la expresidén génica,
mediante el cual se transfiere la informacién contenida en la secuencia del ADN
hacia la secuencia de proteina utilizando diversos ARN como intermediarios.
Durante la transcripcién genética, las secuencias de ADN son copiadas a ARN
mediante una enzima llamada ARN polimerasa que sintetiza un ARN
mensajero que mantiene la informacion de la secuencia del ADN. De esta
manera, la transcripcion del ADN también podria llamarse sintesis del ARN
mensajero (Lodish, 2000).

Trizol: reactivo utilizado en el aislamiento de ARN de células y tejidos; es una
solucion monofasica de fenol e isocianato de guanidina que durante la
homogenizacion o lisis de la muestra mantiene la integridad del ARN, al mismo
tiempo que altera la estabilidad de las células y disuelve los componentes
celulares. Ha demostrado estabilidad hasta por 12 meses a temperatura
ambiente. Sin embargo, se recomienda almacenarlo a temperatura de 2-8°C
para rendimiento 6ptimo (Chomczynski, 1987).

Ubiquitina: es una pequefia proteina que aparece naturalmente en
las células eucariotas. Su principal funcion es la de marcar a otras proteinas
para su destruccién. Varias moléculas de ubiquitina se anclan a la proteina a
eliminar y esta se mueve hacia el proteasoma, una estructura con forma de
barril donde se lleva a cabo el proceso de protedlisis. La ubiquitina puede
marcar incluso proteinas de la membrana de la célula, por ejemplo receptores,
para que sean eliminadas de la membrana. La ubiquitina esta formada por 76
aminoacidos y tiene una masa molecular de aproximadamente 8,6 kDa. Su
estructura estd sumamente conservada en el linaje eucariota (Kimura, 2010).
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Western blot: o inmunoblot, es una técnica analitica usada para
detectar proteinas especificas en una muestra determinada (una mezcla
compleja de proteinas, como un extracto tisular). Mediante una electroforesis
en gel se separan las proteinas atendiendo al criterio que se desee: peso
molecular, estructura e hidrofobicidad. Hay casi tantas posibilidades como tipos
de electroforesis existen. Luego son transferidas a una membrana adsorbente
(tipicamente de nitrocelulosa o de PVDF) para poder buscar la proteina de
interés con anticuerpos especificos contra ella. Finalmente, se detecta la unién
antigeno-anticuerpo por quimioluminiscencia o por colorimetria. De esta forma
se puede estudiar la presencia de la proteina en el extracto y analizar su
cantidad relativa respecto a otras proteinas (Lodish, 2000).
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RESUMEN

Introduccién: La miomatosis uterina es la enfermedad tumoral méas frecuente
del aparato genital femenino y es la causa mas frecuente de cirugia pélvica
ginecoldgica. Es una patologia ginecoldgica clasica en la que aparentemente
casi todo es bien conocido y sin embargo aun quedan muchos aspectos por
aclarar desde los puntos de vista etioldgico, patogénico e histopatolégico, de su
asociacion a los problemas de fertiidad o a otras patologias y de las
posibilidades terapéuticas. Los factores que promueven el inicio de los miomas
y que regulan su crecimiento permanecen pobremente entendidos. Se ha
implicado a la ruta Wnt-CPA-beta-catenina como mediadora de la proliferacién
celular en algunas estirpes celulares. Una de las proteinas que participa en la
via Wnt es la cinasa-sintasa de glucégeno (GSK3[B). La unién de Wnt a sus
receptores inicia una serie de eventos que inhibe la actividad de la GSK3p y
evita la degradaciéon de I -catenina. En ausencia de la sefial Wnt, GSK3j
fosforila a B-catenina y la degrada.

Material y métodos: se realiz6 un estudio observacional, analitico, prospectivo
y transversal analizando la expresion proteica y génica de Wnt-7a y de Wnt-5a
en tejidos de tres regiones de Utero con miomatosis (mioma, subtumoral y
miometrio sano) mediante técnicas de Western blot, de inmunohistoquimica y

de reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

Resultados y conclusiones: Wnt-7a y Wnt-5a presentaron una expresion
proteica y génica mayor en el tejido del mioma que en los tejidos de la region
subtumoral y del miometrio sano. La expresion proteica de Wnt-7a y de Wnt-5a
fue mayor en la fase proliferativa que en la fase secretora del ciclo menstrual. La
expresion génica de Wnt-7a fue mayor en la fase secretora del ciclo. Estas
observaciones pueden ser debidas a la participacion de las hormonas esteroides
en las vias de sefalizacion de Wnt, especificamente en la via canonica de Wnt,

+2 «

mediada por Wnt-7a, y en la via Wnt/Ca™ “no candnica”’, mediada por Wnt-5a.

Palabras clave: Wnt-7a, Wnt-5a, miomatosis uterina, Wnt-CPA-beta-catenina.
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ABSTRACT

Introduction: The uterine fibroid tumor is most common female genital tract

disease and is the most common cause of gynecologic pelvic surgery. It's
a classic gynecologic pathology in which almost everything is apparently well
known and yet many aspects remain to be clarified from the
viewpoints etiological, pathogenic and pathological, their association with fertility
problems or other pathologies and therapeutic possibilities. Factors that
promote the onset of fibroids and regulate their growth remain
poorly understood. Have been implicated the Wnt-CPA-beta-catenin
pathway as a mediator of cell proliferation in some cell lines. One of the
proteins involved in the Wnt pathway is glycogen synthase kinase (GSK3). The
binding of Wnt to its receptors initiates a series of events that inhibits the activity
of GSK3 and prevents degradation of (-catenin. In the absence
of Wnt signal, GSK3 phosphorylates and degrade (3-catenin.

Material and methods: An observational, analytical, prospective, and cross
was performed, examining the protein expression and gene expression of Wnt-
7a and Wnt-5a in tissue from three regions of the uterus
with fibroids (myoma, subtumoral tissue and healthy
myometrium) using techniques Western blot, immunohistochemistry and polym
erase chain reaction (PCR).

Results and conclusions: Wnt-7a and Wnt-5a have protein expression
and a gene expression higher in fibroid tissue than in the tissues of subtumoral
region and healthy myometrium. The protein expression of Wnt-7a and Wnt-
5a was higher in the proliferative phase than secretory phase of the menstrual
cycle. Gene expression of Wnt-7a was higher in the secretory phase of the
cycle. These observations may be due to the involvement of steroid hormones
in the Wnt signaling pathways, specifically in the canonical Wnt pathway,

mediated by Wnt-7a, and Wnt/ Ca +2 "noncanonical" mediated by Wnt-5a.

Keywords: Wnt-7a, Wnt-5a, uterine fibroids, Wnt-CPA-beta-catenin.
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1. MARCO TEORICO

“Sorprendernos por algo es el primer paso de la mente hacia el descubrimiento”
Louis Pasteur

1.1 MIOMATOSIS UTERINA
1.1.1 DEFINICIONES Y CONCEPTOS

Los miomas son tumores benignos, predominantemente compuestos de células
musculares lisas y cantidades variables de estroma fibroso. Derivan de las fibras
musculares lisas y del estroma fibroso estructural del miometrio. Su presencia en

el utero mismo se refiere al concepto de miomatosis uterina (Kasai y cols, 2004).

El mioma también es conocido como leiomioma (del griego, leio:liso,
mio:muasculo, oma:tumor) y es un tumor del que hace mas de 40 afios se
comprobd su origen monoclonal y unicelular, incluso de cada uno de ellos

cuando son multiples (Townsend, 1970).

Los miomas son tumores benignos del musculo liso uterino bien circunscritos, no
encapsulados, limitados por una delgada capa de tejido conectivo, esféricos, de
consistencia firme, con una superficie de corte de aspecto arremolinado y color
gue va desde el blanco al rosa o grisaceo; su tamafio varia desde pequefios
nédulos apenas visibles hasta tumores que pueden ocupar toda la pelvis (Mata y
cols, 2006) y a menudo son multiples (Wallach, 2004; Buja, 2006) (fig. 1).

Existen leiomiomas que son identificados como “tumores de potencial maligno
desconocido” que exhiben 40 6 mas figuras de mitosis en 100 campos de gran
aumento y son mas frecuentes en mujeres de entre 30 a 35 afios de edad en los

gue el concepto de “benignidad” no es del todo exacto.

La transformacion maligna del mioma hacia leiomiosarcoma es rara, y ocurre
apenas en el 0.5 % de los casos; con mas frecuencia los miomas sufren cambios
conocidos como “degeneracion”, cuyas variantes son: hialina o mixoide, quistica,

roja o hemorréagica, fibrosa, grasa, y calcificacion (Ortiz, 2009).
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Fig. 1: Tipos de miomas por localizacion, numero y tamafio. Se muestra
mioma intramural, motivo del presente estudio (Netter, 2006)

1.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Aunque clasicamente se dice que un 30 a 40 % de las mujeres en edad fértil
padecen de miomas uterinos, lo cierto es que son mucho mas frecuentes.
Estudiando con cortes seriados los Uteros de autopsias de mujeres fallecidas por
distintas causas, la incidencia de miomas fue de 77% (Cramer, 1990). En
estudios ecograficos se han encontrado hasta en 80% de mujeres con 0 sin
sintomas (Day Baird, 2003).
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Ya se han estudiado los diferentes factores epidemioldgicos relacionados con los

leiomiomas.

Con relacion a la edad, si bien se han diagnosticado incluso en nifias, el 90 % de
las veces se diagnostican entre los 35 y los 54 afos; su presentacion es rara tras
la menopausia y su tamafio suele disminuir durante la misma, pero sin
desaparecer. Las tasas de incidencia de miomatosis uterina aumentan a traves
de los afios durante la edad reproductiva; la prevalencia de miomatosis uterina
clinicamente significativa permanece alta durante los afios de la perimenopausia

y declina posterior a la menopausia (Flake, 2003).

Al analizar la raza, los miomas son mas frecuentes en la negra americana
(alrededor del 50 %) pero son raros entre las negras africanas; en la raza
amarilla y la raza blanca es menor la frecuencia y es similar entre ambas. La
frecuencia es 2 a 3 veces mas alta en las mujeres de raza negra, con 61 % de

los casos, que en las mujeres de raza blanca, con 29 % (Nassera, 2004).

Analizando los factores hereditarios, se han descrito “familias de miomatosas”
con una frecuencia elevada, pero no bien cuantificada. Se sugiere la
participacion de un gen dominante simple o la herencia de “una predisposicion”.
Estudios de agregacién familiar han sugerido la heredabilidad de estos tumores.
Estudios con gemelas han demostrado que las monocigéticas tienen dos veces

mas riesgo que las dicigoéticas (Parker, 2007).

Los factores hormonales se ponen de manifiesto con varias evidencias
epidemioldgicas, como la mayor frecuencia de miomatosis en edad fértil o la
disminucién del tamafio tumoral con la menopausia, que sugieren una relacion
directa de los miomas con los estrégenos (Cramer, 2000; Sumitami, 2000). Se
ha comprobado que en el tejido miomatoso existe mayor conversion de
androgenos a estrogenos y menor formacion de estrona a partir de estradiol.
Todo esto hace que en el mioma exista un ambiente hiperestrogénico (Rein,
2000). La frecuente asociacién de miomatosis uterina a patologias que cursan
con hiperestrogenismo, como la hiperplasia endometrial, la endometriosis, el

sindrome de ovarios poliquisticos y su mayor incidencia entre mujeres
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estudiadas por esterilidad, favorecen la idea de que existe un efecto “estrogénico
ininterrumpido” (Orhan, 2006). Los contraceptivos orales no parece que influyan
0 pueden disminuir la incidencia (Chiaffarino, 1998).

Los aspectos constitucionales no son concluyentes, pero los miomas parecen
ser mas frecuentes en mujeres con sobrepeso y obesas. Existe asociacion
frecuente con malformaciones uterinas y los miomas tienen menor incidencia en

las mujeres fumadoras.
1.1.3 CLASIFICACION

Los miomas pueden ser clasificados en diversas formas, dependiendo del

paradmetro usado para ello:

1.1.3.1 Histopatologia: los miomas se han clasificado en base a su estructura
histoldgica y caracteristicas celulares (Ortiz, 2009) (tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion histopatolégica de los miomas (Ortiz, 2009)

= |eiomiomas comunes

= |eiomiomas celulares

= Leiomiomas pleomdérficos, simplasticos o atipicos

= Leiomiomas epitelioides o leiomioblastomas

= | eiomiomas mixoides

= Leiomiomas vasculares

= Leiomiomas hemorragicos o apopléjicos

= | eiomiomas con actividad mitética

= Lesiones de musculo liso relacionadas con los leiomiomas (leiomiomatosis
peritoneal diseminada, leiomiomatosis intravenosa, leiomioma metastatizante,
adenomioma).

1.1.3.2 Localizacion y topografia: los miomas se clasifican también de acuerdo
a su localizacion con respecto al miometrio en subserosos, intramurales y
subserosos y a su topografia en relacion con las diferentes partes del utero en

corporales, istmicos y cervicales (Buja, 2006; Ortiz, 2009) (tabla 2 y fig. 1).
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Tabla 2: Localizacién y topografia de los miomas (Ortiz, 2009)
_Localizacion y topografiade los miomas

» Intramurales (intersticiales)

=  Subserosos

» Submucosos

= Intraligamentarios

» Pedunculados (subserosos, submucosos)

= Corporales, istmicos, cervicales

Los miomas submucosos han sido motivo de dos clasificaciones especificas,
para las cuales se requiere la valoracion mediante histeroscopia para observar
las caracteristicas que definen a los diferentes tipos. La histeroscopia sustituido
con ventaja a la valoracidon mediante histerosonografia o histerosalpingografia

para los propositos de valoracion de los miomas submucosos.

En la clasificacion de Wamsteker y Block se considera el porcentaje del mioma
que se observa submucoso durante el estudio histeroscopico (Wamsteker y
Block, 1993) (tabla 3 y fig. 2).

Tabla 3: Clasificacion histeroscépica de los miomas (Wansteker y Block, 1993)
Tipo 0: pediculados o sésiles, el 100 % es submucoso

Tipo I: intracavitario, mas del 50 % es submucoso

Tipo II: intramural, menos del 50 % es submucoso

La clasificacion de Labastida se basa en el volumen del mioma que se observa
intramural o intracavitario durante la evaluacion histeroscopica (Dexeus y
Labastida, 1986) (tabla 4 y fig. 3).

La valoracion histeroscopica es util para las decisiones en cuanto a las
posibilidades de tratamiento quirdrgico. Igualmente permite el diagndstico

diferencial con otras alteraciones intracavitarias como los polipos endometriales
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y en caso necesario hace accesible la toma de biopsias para el diagnéstico

histopatoldgico preciso de tales situaciones patologicas.

Tabla 4: Clasificacion histeroscopica de los miomas (Dexeus y Labastida, 1986)
_Clasificacién de Labastidadelos miomas
Tipo I:  miomas pediculados
Tipo Il: miomas sésiles
Tipo lll: miomas con 7 de su volumen intramural
Tipo IV: miomas con el % de su volumen intramural
Tipo V: miomas con al menos % de su volumen intramural

Fig. 2: Clasificacion histeroscépica de los miomas. Se observa el porcentaje de
mioma que se encuentra submucoso (Wansteker y Block, 1993)

1.1.3.3 Tamafo: por su tamafio los miomas han sido clasificados como
pequefios cuando sus dimensiones son de 2 cm. 0 menores, medianos cuando
estan entre 2.1 y 5 cm. y son grandes cuando superan 5 cm.; aunque
generalizada, esta clasificacion por tamafio de los miomas uterinos ha sido
adoptada tomando en consideracién las dimensiones que se usan en otro tipo de

tumores malignos para la clasificacion por estadios clinicos.
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CLASIFICACION DE LDS MIOMAS SUBMUCOS0S
TIPO 1 TIPO I TIPO III

TIPO IV

Fig. 3: Clasificacion histeroscépica de los miomas. Se observa el volumen del
mioma que esta intramural vs submucoso (Dexeus y Labastida, 1986)
1.1.3.4 Sintomatologia: por su relevancia clinica los miomas suelen clasificarse
como asintomaticos cuando su presencia no se relaciona con alguna
manifestacion clinica y como sintométicos cuando son causa de uno o mas
sintomas atribuibles a dichos tumores. Las manifestaciones clinicas mas
frecuentemente relacionadas con los miomas son variadas y dependen de
diversos factores, como su histologia, su localizacién y topografia, su tamafo y

namero (tabla 5).
Tabla 5: Cuadro clinico de la miomatosis uterina (Ortiz, 2009)
L
» Manifestaciones clinicas en menos del 50 %
= Hemorragia uterina anormal en cerca del 33 %
* Dolor (generalmente agudo, rara vez crénico), 33 %
= Esterilidad e infertilidad (20 a 30 %)
= Distorsion abdominal
= Compresién genitourinaria
= Compresién gastrointestinal
= Compresién pélvica
= Oftros sintomas y alteraciones generales




| Eresonpomcasewniaywnsa on

1.1.4 ETIOPATOGENIA Y DEPENDENCIA HORMONAL DE LOS MIOMAS

A continuaciéon se revisa el conocimiento actual y la evidencia cientifica
existente, basada en estudios preclinicos y clinicos de las décadas pasadas y
afios recientes, que demuestra la dependencia hormonal de los miomas.
Especificamente se analizan estrogenos y progesterona, como las dos
principales hormonas esteroides involucradas en el crecimiento de los miomas;
también se revisa fulvestrant y mifepristona, conocidos compuestos antagonistas
de estrégenos y progesterona, respectivamente, cuyo estudio ha incrementado
sustancialmente el conocimiento de la relacion que estas hormonas tienen con el

desarrollo de los miomas.

En otro &mbito del conocimiento se revisa la evidencia reciente y creciente que
apoya la teoria de la probable participacion de las proteinas Wnt y los ligandos
relacionadas con ellas, en el origen y desarrollo de los miomas. En especial, se
analiza la probable regulacion por estrogenos y progesterona de la via canonica,
mediada por Wnt-7a, que induce la estabilizacion y acumulacion en el citoplasma
de R-catenina y su posterior translocacion al nucleo celular en donde afecta la
transcripcion de genes blanco (Gottardi, 2004); también se revisa esta probable

regulacién por estrégenos y progesterona de la via Wnt/Ca*? “

no canodnica”’ que
regula la adhesion celular y la motilidad mediada por Wnt-5a y dispara la
liberacién del ion calcio (Ca*?) intracelular para activar enzimas sensibles a Ca*?
como la proteina cinasa C (PKC) y cinasa Il dependiente de calmodulina y Ca*?

(CaMKIl) sin activacion de la via R-catenina (Gumbiner, 2005).

1.1.4.1 Estrégenos

Ya se ha mencionado que las evidencias epidemiolégicas, como la mayor
frecuencia de los miomas en mujeres en edad fértil o la disminucion del tamafio
tumoral con la menopausia, sugieren una relacion directa de los miomas con los
estrogenos (Cramer, 2000; Sumitani, 2000); Ademas, se ha comprobado que en
el tejido miomatoso existe mayor conversion de androgenos a estrogenos y
menor formacion de estrona a partir de estradiol. Todo eso hace que en el
mioma exista un ambiente hiperestrogénico (Rein, 2000).

32



| Eresonpomcasewniaywnsa on

Los estrogenos 17 B-estradiol o E, estrona o E; y estriol o E3 son producidos en

la mujer principalmente en los foliculos ovéricos. En tejidos periféricos,

produccion de estrogenos depende de la expresion local y actividad de enzimas

aromatasas, deshidrogenasa-17-B-hidroxiesteroide y de las estrona-sulfatasas.

Dicha produccion extragonadal también depende de la presencia de precursores

androgénicos C-19. Los niveles circulantes de testosterona, androstenediona,

dehidroepiandrosterona (DHEA) y sulfato-dehidroepiandrosterona (DHEAS), son

importantes para la biosintesis de estrogenos en esos tejidos, principalmente
adiposos (Gruber, 2002; Simpson, 2005; Yager y Davidson, 2006; Calzada,
2006, King, 2011) (fig. 4).
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Fig. 4: Biosintesis de las hormonas esteroides. Se muestran las sustancias de
origen, las enzimas y las hormonas finales en el proceso de sintesis de las
hormonas esteroides (King, 2011)
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Los estrégenos poseen funciones en la fisiologia reproductiva femenina y

masculina; incrementan la produccion de proteinas hepéticas, intervienen en la
fisiologia cardiovascular (Franco, 2003; Gruber, 2002); tienen accién en
funciones cognitivas y del estado de animo, son neuroprotectores, promueven el
desarrollo del hueso y el mantenimiento de la densidad mineral ésea (Sumitani,
2000; Franco, 2003; Simpson, 2005).

Las acciones de los estrégenos son realizadas a través de la interaccion con
sus receptores (ER), los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en el
organismo (cerebro, mama, ovario, Utero, piel, endotelio, masculo liso, hueso),
y que estan organizados en seis dominios denominados por letras de la “A” a la
“F". De este modo, los estrégenos poseen funciones diferentes de acuerdo al

tejido donde ejercen su accion (fig. 5).

DNA . e
AF1 binding AF2 (ligand binding)
Homology: 18% 97%  30% 59% 18%
ERQ T D Qiﬁ: 9% 9
Ni ﬁ 5167 E 5236 E E E C"
1 180 263 302 552 595
Bk AT
ERD N Q ; P L C
1 144 227 255 504 530

Fig. 5: Dominios funcionales del receptor de estrégenos. Se observa la
estructura de los receptores de estrégenos y los sitios o dominios de
interaccion con el estrogeno (Leung, 2006)

1.1.4.1.1 Efectos gendmicos y no genomicos de los estrogenos

En las células existen los receptores intranucleares, cuya activacion induce la
sintesis proteica, a través de sus “efectos genomicos” (Sanchez y Benitez, 2003)

(fig. 6), y los receptores intracitoplasmaticos y de membrana, cuya activacion
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provoca la estimulacién de diversas vias de sefializacién, por sus efectos “no

gendmicos” (Tommaso y Gennazzani, 2003; Bjornstréom y Sjoberg, 2005) (fig. 7).

Desde el punto de vista estructural, se han identificado dos isoformas de ER:
ERa y ERB. El gen codificador de ERa se encuentra en el cromosoma 6; este
receptor se ubica principalmente en el endometrio, el estroma ovarico, células de
cancer de mama, y nucleo ventromedial hipotalamico en cerebro; el gen del ERB
se encuentra en el cromosoma 14, y el receptor se ubica principalmente en las
células de la granulosa, aunque también se ha encontrado en riiidbn, mucosa
intestinal, parénquima pulmonar, médula d&sea, hueso, cerebro, células
endoteliales y glandula prostéatica (Gruber, 2002); en Utero se han descrito las
dos isoformas de receptores de estrogenos, siendo la principal la isoforma alfa
(Noriega, 2009). Existe un tercero y nuevo receptor de estrégenos intracelular
transmembranal (7TMR), conocido como GPR30, que actia de manera
independiente de ERa y ERB, e influye en la activacién del factor de crecimiento
epidermal (EGF), pudiendo asi participar en la biologia del cancer de mama
(Filardo, 2006).

Supervivencia
Celular

Fig. 6: Efectos gendmicos del receptor de estrégenos. Los estrégenos actian en
el receptor de estrégenos en el nacleo celular (Falkenstein, 2000)



Fig. 7: Efectos no genomicos del receptor de membrana de estrogenos. Los
estrogenos actuan en el receptor de membrana y estimulan vias de
sefializacion citoplasmética hacia el nucleo de la célula (Falkenstein, 2000)

Se han descrito diversas isoformas del receptor de estrégeno; concretamente 3
formas del ERa y 5 formas del ERB. Las isoformas del receptor ERB pueden
transactivar la transcripcion unicamente cuando se forma un heterodimero con el
receptor funcional ERB1 de 59 kDa. El receptor ERB3 ha sido detectado en
los testiculos a elevadas concentraciones. Las dos otras isoformas del receptor
ERa poseen 36 y 46 kDa (Nilsson, 2001; Leung, 2006).

Ligandos diferentes pueden diferir en su afinidad por la isoforma alfa o beta del

receptor de estrogeno:

o El 17B-estradiol con la misma afinidad a ambos receptores.

« La estrona se une con mayor afinidad al receptor alfa.

« El estriol, el raloxifeno y la genisteina se unen con mayor afinidad al
receptor beta.

En ausencia de hormona, los receptores de estrégeno se encuentran
localizados principalmente en el citoplasma. La unién de la hormona al receptor
pone en funcionamiento un cierto nimero de eventos que comienzan con la
migracion del receptor desde el citoplasma al nucleo celular, la dimerizacion del
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receptor y la unién de este dimero a unas secuencias especificas de ADN

conocidas como elementos de respuesta a hormonas.

El complejo receptor/ADN recluta entonces otras proteinas implicadas en
la transcripcion de los genes diana y asi expresar determinadas proteinas que
daran lugar a variaciones en la funcién celular. Los receptores de estrégeno
también tienen un dominio de unién a ADN y pueden actuar como factores de

transcripcion para regular la produccion de proteinas.

El receptor también interacciona con el factor de transcripciéon AP-1y con Spl
para promover la transcripcion por medio de varios coactivadores tales
como PELP-1 (Levin, 2005).

Algunos receptores de estrégeno se asocian con la superficie de la membrana
celular y pueden ser rapidamente activados por exposicion de las células al

estrogeno (Zivadinovic, 2005; Bjornstrom, 2004).

Ademas, algunos de estos receptores pueden asociarse con membranas
celulares mediante anclaje a la caveolina-1 para formar complejos
con proteinas G, estriatina, receptores tirosina quinasa (como por
ejemplo EGFR e IGF-1) y receptores no-tirosina quinasa (como por
ejemplo Src) (Levin, 2005; Zivadinovic, 2005). A través de la estriatina, algunos
de estos receptores de estrogeno unidos a membrana pueden dar lugar a un
incremento de los niveles de Ca®" y éxido nitrico (NO) (Lu, 2004). A través de
los receptores tirosina quinasa, las sefiales son enviadas al nucleo por medio
de la via de las MAPK y la via PI3K/AKT (Kato, 1995). La glicbgeno sintasa
quinasa-3 (GSK-3B) inhibe la transcripm inducida por los receptores de

estrogeno nucleares mediante la inhibicion de la fosforilacion del residuo
de serina 118 de los receptores tipo a. La fosforilacon de GSK -3 impide este
efecto inhibitorio, la cual puede ser llevada a cabo por la ruta PI3BK/AKT y la

ruta MAPK/ERK, via cinasa s6 ribosomal.
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Finalmente, el 17B-estradiol ha demostrado ser capaz de activar los receptores
acoplados a proteinas G, GPR30 (Prossnitz, 2007). La localizacion subcelular y
el papel de este receptor son todavia objeto de controversia (Otto, 2008).

El tejido de los miomas responde al efecto de los estrogenos sintetizando
factores de crecimiento y componentes de la matriz extracelular (Cesen-
Cummings, 2000), que aumentan el tamafo del leiomioma al mismo tiempo que
preservan su actividad benigna manteniendo su diferenciacion; el 50% de los
miomas presentan un aumento de la actividad mitotica durante la fase luteinica
del ciclo, mientras que permanecen relativamente inactivos durante la fase
folicular (Mata, 2001).

La concentracion fisiolégica normal de estradiol (fig. 8) en sangre de mujeres
premenopausicas es de 20 a 400 pg/ml y dentro de los miomas estos niveles se
incrementan de 2 a 3 veces (Lierh, 2000; Parker, 2007). El ovario es la fuente
principal de estrégenos para el crecimiento del mioma; sin embargo, el tejido
miomatoso sintetiza estrogenos, pues se ha demostrado la expresion de
aromatasa en el tumor (Sumitani, 2000; Shozu, 2003; Kasai, 2004; Calzada,
2006); de igual manera, se ha visto que la 17-B-Hidroxiesteroide-deshidrogenasa
(17-B-HSD) tipo 1 se encuentra sobre expresada en células de mioma en
comparacion con las células del miometrio adyacente sano (Kasai, 2004).

HO

Fig. 8: Estructura del estradiol (Speroff, 2007)

38


http://es.wikipedia.org/wiki/Receptores_acoplados_a_prote%C3%ADnas_G�
http://es.wikipedia.org/wiki/Receptores_acoplados_a_prote%C3%ADnas_G�
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=GPR30&action=edit&redlink=1�

| Eresonpomcasewniaywnsa on

Asi, los estrogenos promueven el crecimiento del leiomioma al estimular la
sintesis del mMRNA de colagena | y lll, de la proteina conexina 43 de las uniones
GAP, del factor de crecimiento epidérmico (Rein, 2000); por otra parte, inhiben la
expresion de p53 (Maruo, 2004). Los efectos mitogénicos de los estrogenos en
el leiomioma se deben a la activacion de MAPK (proteina cinasa activada por
mitdgenos) y a la estimulacion de la transcripcion de la proteina tirosina-cinasa,
de proteinas intracelulares, como la asociada al crecimiento (GAP), la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI-3-K), y la fosfolipasa C (PLC); estimulan la sintesis
de factores de crecimiento como el factor transformante B3 (TGF-p3), el factor
de crecimiento tipo insulina (IGF) | y Il, el factor de crecimiento epidérmico (EGF)
y el factor derivado de plaquetas (PDGF) (Cesen-Cummings, 2000; Maruo, 2004;
Dixon, 2000; Arici y Sozen, 2003).

1.1.4.2 Progesterona:

Tradicionalmente los estrégenos han sido considerados como los promotores
mas importantes del crecimiento de los miomas. Recientes evidencias
bioquimicas, histologicas y clinicas han demostrado el importante rol de la
progesterona (fig. 9) en el crecimiento de los leiomiomas uterinos. Estudios
bioquimicos y clinicos indican que la progesterona, progestinas y receptores de
progesterona (PR-A y PR-B) aumentan la actividad proliferativa en los miomas
(Maruo, 2000).

O
Fig. 9: Estructura de la progesterona (Speroff, 2007)
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Igual que ocurre con los receptores de estrogenos, las cantidades absolutas de
PR-A y PR-B (fig. 10) y la relacion PR-A/PR-B son diferentes en los tejidos de
los miomas comparados con miometrio normal (Nisolle, 1999; Wu, 2002).

Receptor de progesterona-A

Dominio de . Dominio de unidn
Dominio regulador unidn al ADN  Bisagra a la hormona

TAF-1 Lacalizacion TAE-2

nuclear

Receptor de progesterona-B

Dominio de . Dominio de union
BUS Dominio regulador union al ADN Bisagra a la hormona

NH. — COOH

1 165 556 642 687

TAF-3 TAF-1 TAF-2
Fig. 10: Dominios funcionales del receptor de progesterona. Se observa la
estructura de los receptores de progesterona y los sitios o0 dominios de
interaccion con la hormona (Speroff, 2007)

Los receptores de progesterona (RP) son también miembros de la superfamilia
de receptores nucleares de factores de transcripcion. Han sido implicados en
una amplia variedad de procesos biolégicos, incluyendo el desarrollo de la
glandula mamaria, la regulacion de la progresion del ciclo celular, el
procesamiento de proteinas, el metabolismo y la induccion de otros eventos de

sefalizacion (Li, 2003).

Existen dos isoformas del receptor de progesterona (PR), llamadas A (RP-A) y
B (PR-B) que derivan de promotores alternativos de un gen localizado en el
cromosoma 11 g22-g23 humano 57. Originalmente clonado en células de
cancer de mama, el receptor B contiene 933 aminoacidos y un peso molecular
(PM) de 116 kDa, mientras que el receptor A carece de los 164 aminoacidos

iniciales teniendo un PM de 94 kDa. Estos receptores se caracterizan por tener
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una regiéon A/B amino-terminal, una region de unién al ADN formada por dos
dedos de zinc (DBD), una regién bisagra (region H) participante en la
dimerizacion de la proteina y un dominio carboxi-terminal de unién a la
hormona (HBR, region E) (Kastner, 1990).

1.1.4.2.1 Efectos genomicos de la progesterona.

La uniébn de la progesterona a su receptor produce la liberacidbn de los
complejos de proteinas de choque de calor (HSP) como hsp 90 y hsp 70 a las
que se encontraba unida, y un aumento de su fosforilacion. Una vez liberado el
complejo de HSP se produce la dimerizacion del receptor en homodimeros o
heterodimeros y su union a una secuencia de consenso en el ADN denominada
elemento respondedor a progesterona (PRE) o a otros factores de transcripcion
como el Spl (Kastner, 1990).

Posteriormente, estos dimeros interactian con factores de transcripcion
basales, otras proteinas de unidon al ADN y otros coactivadores; y de esta

manera regulan la transcripcién del gen (Kastner, 1990).

1.1.4.2.2 Efectos no gendémicos de la progesterona.

La union de progesterona a los receptores clasicos localizados en la membrana
celular, a los mRP, o bien la unién de factores de crecimiento (FC) a sus
receptores es capaz de desencadenar eventos como la regulaciéon de los
niveles de AMPc o la fosforilacion de MAPK y AKT. Estas ultimas son entonces
las encargadas de traslocar al nucleo y fosforilar factores de transcripcion,
iniciando la sintesis de proteinas de ciclo celular (Bottino, 2010).

1.1.4.2.3 Convergencia de vias gendmicas y no genémicas.

La union de progesterona a los receptores localizados en la membrana celular
induce variaciones en los niveles de AMPc y fosforilacion de proteinas
quinasas. La fosforilacion de estas quinasas puede darse también por la unién
de factores de crecimiento (FC) autocrinos o paracrinos. De esta forma, las
quinasas pueden fosforilar al RP clasico unido o no a la progesterona,

traslocando éste al ndcleo, uniéndose a secuencias respondedoras, reclutando

41



| Eresonpomcasewniaywnsa on

coactivadores e iniciando la transcripcion de genes de ciclo celular, factores de
crecimiento y quemoquinas. Asimismo, las proteinas quinasas activadas
pueden inducir la fosforilacion de factores de transcripcion, llevando también a
la activacion génica, donde las proteinas sintetizadas pueden a su vez actuar

como factores autocrinos o paracrinos (Bottino, 2010).

La progesterona contribuye al crecimiento de los miomas al estimular la
expresion del factor de crecimiento epidérmico (EGF) y sus receptores, el factor
de crecimiento transformante (TGFBl y TGFB3) (Lee y Nowak, 2001; Maruo,
2004).); ademas estimula la supervivencia de estos tumores a través de la
sobreexpresion de Bcl-2 y regulando una escasa expresion del factor de
necrosis tumoral a (TNFa) en é@ulas tumorales (Arici y Sozen, 2003; Bodner,
2004). El efecto inhibitorio respecto al crecimiento y supervivencia de estos
tumores se ejerce a través de una disminucién de la expresion del factor de

crecimiento tipo insulina IGF-1 (Maruo, 2004; Yamada, 2004).

Ademas de su accion promotora del gen Bcl-2 con su inhibicidon final de la
apoptosis se ha demostrado que la progesterona también tiene efecto en el
estimulo de la proliferacion por la accion mitogénica del gen c-myc sobre-
expresado (Viegas, 2004; Moore, 1997). Ambos genes Bcl-2 y c-myc estan
sobreexpresados en el tejido de los miomas (Wu, 2002; Lessl, 1997) y
especificamente los niveles de Bcl-2 tienden a ser mas altos en tejidos de los
miomas que en el miometrio normal durante la fase secretora que durante la

fase proliferativa del ciclo.

Las progestinas también inducen la expresion (aunque en menor cantidad y
frecuencia) del factor de crecimiento del epitelio vascular (VEGF), principalmente
en el estroma del utero; estas hormonas elevan los niveles de mRNA de VEGF,
de manera uniforme por todo el estroma, mientras que los estrégenos activan su
expresion (Bottino, 2010) (fig. 11).
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Fig. 11: Mecanismos de accion de la progesterona. A: efectos gendmicos a
través de receptores nucleares, B: efector no gendémicos a través de receptores
de membrana, C: integracion de la via gendmica y no genodmica (Bottino, 2010)

1.1.4.3 Via de sefalizacion Wnt/beta-catenina:

Las “Wnt's” comprenden una gran familia de glicoproteinas que, actuando como
ligandos, afectan diversos procesos bioldgicos, tales como la induccidn
embrioldgica, la generaciéon de polaridad celular y la especificidad de la fase
celular (Logan y Nusse, 2004; Nusse, 2008).

La familia génica Wnt comprende al menos 19 miembros identificados. Las
proteinas Wnt, cuyos tamafos son de entre 39 y 46 kDa, son definidas mas por
Su secuencia proteica que por sus propiedades funcionales. La secuencia
proteica se caracteriza por una “secuencia sefial” seguida por una region de 23 a

24 residuos de cisteinas (Martinez, 2005).

Las proteinas Wnt son secretadas desde las células después de tener

modificaciones post-traduccionales en forma lipidica y altamente hidrofébica que
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solo puede ser solubilizada por detergentes. La modificacion lipidica consiste en
la union covalente de un palmitato a una cisteina conservada cerca del amino
terminal de la proteina Wnt. La remocién enzimatica del palmitato resulta en la
pérdida de la actividad, lo cual indica que la adicion de lipidos es importante para

la sefalizacion (Martinez, 2005).

Las proteinas Wnt, secretadas al medio extracelular, actian como ligandos que
se unen a receptores membranales de las mismas células que las producen y de
células adyacentes. El receptor de Wnt pertenece a la familia de proteinas
Frizzled (Fzd), las cuales tienen siete dominios transmembranales. ElI amplio
espectro de procesos celulares regulados por la via de Wnt puede ser explicado
al menos en parte por la gran diversidad de ligandos y receptores Fzd. En el
genoma humano, han sido identificados 19 genes WNT y 11 genes FZD (Nusse,
2008). Las interacciones entre las proteinas Wnt y sus receptores muestran un
importante indice de inespecificidad (Klaus, 2008); por lo tanto, una proteina Wnt
puede unirse a diferentes receptores Fzd y viceversa. Esta interaccion requiere
la cooperaciéon de LRP5 y LRP6 (de: proteina relacionada con el receptor de
lipoproteina de baja densidad), proteinas que actian como correceptores
transmembranales (Mikels, 2006). Mutaciones en ambos correceptores pueden
conducir al desarrollo de defectos parecidos a las mutaciones que inactivan
genes WNT, como por ejemplo, defectos en el desarrollo del tdlamo dorsal,
anormalidades esqueléticas y del tubo neural, disminucion en la proliferacion de
osteoblastos, osteopenia y la vascularizacién persistente en los ojos del embrion
(Zhou, 2004; Kokubu, 2004). Esta evidencia muestra que las proteinas LRP5/6

juegan un importante papel en la activacion y regulacion de la via Wnt.

La interaccion entre LRP5/6, Fzd y Wnt puede ser regulada negativamente por
proteinas secretadas como Dikkopf (Dkk), proteinas secretadas relacionadas a
frizzled (sFRP), y Cerberusl (Cerl), que llegan a inhibir la sefializacién de esta
via a través de la unién directa a Wnt o a sus correceptores. Dkk se une a LRP
junto con otras proteinas transmembranales llamadas Kremens (Krm); de esta
manera se promueve la internalizacion e inactivacion de LRP5/6, regulando asi

esta via de sefalizacion (Mao, 2002; Pinson, 2000).
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Actualmente, se conocen tres vias que son activadas después del acoplamiento
de Wnt con sus receptores; la determinacién de la via que serd activada
dependera de la especificidad del ligando de Wnt con su receptor Fzd y muy
probablemente de componentes celulares coactivadores y correceptores que

modulan las sefiales. Estas vias son:

e La via canonica, mediada por Wnt-7a, que induce la estabilizacion y
acumulacion en el citoplasma de 3-catenina y su posterior translocacion al
nacleo celular en donde afecta la transcripcion de genes blanco (Logan,
20004).

e La via de la polaridad celular planar (PCP) “no candnica”, la cual
establece la polarizacion de las células a lo largo del plano de una
membrana tisular. Esta via es importante durante el cierre del tubo neural

y la extension de la céclea del oido interno (Qian, 2007) (fig. 12).

e Finalmente, la via de Wnt/Ca*? “no candnica” que regula la adhesion
celular y la motilidad mediada por Wnt-5a, dispara la liberacién de Ca*?
intracelular para activar enzimas sensibles a Ca* como la proteina cinasa
C (PKC) y cinasa Il dependiente de calmodulina y Ca*® (CaMKIl) sin

activacion de la via B-catenina (Gumbiner, 2005) (fig. 12).

e Una cuarta via, de la orientacion y divisién celular asimétrica, esta adn

poco estudiada.
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Fig. 12: Esquema de las dos vertientes no canonicas de la via Wnt. A: via
de la polaridad celular planar (PCP) “no canénica”, B: via de Wnt/Ca*? “no
canodnica” (Modificado Peifer and McEwen, 2002)

La via candnica (fig. 13) es la mejor estudiada; después de la trimerizacion de
Wnt/Fzd/LRPs, el correceptor de LRP es fosforilado guiando a la unién y
fosforilacién de Disheveled (Dvl), el cual transduce la sefial de Wnt a la célula a
través de la union directa con Fzd (Umbhauer, 2000; Wallingford, 2005). Dvl es
un elemento clave en la amplificacion de sefiales de Wnt a través de efectores
especificos (Wharton, 2003). Dvl interactlia con axina, la cual realiza la funcion
de unién molecular por su asociacion con proteinas que son clave para la
fosforilacion y poliubiquitinacion de R-catenina, incluyendo GSK-33, CK1, APC
asi como [B-catenina. Cuando no existe sefial de Wnt a través de sus receptores,
axina se encuentra activa por medio de la fosforilacién en residuos especificos,
lo que lleva a la inactivacion de R-catenina por la via del proteosoma. Sin
embargo, una vez que se lleva a cabo la trimerizacion de Wnt/Fzd/LRPs, axina
es degradada por la via del proteosoma; no se conoce aun el mecanismo exacto
(Yamamoto, 2005). Tal vez el evento mas importante en el contexto de los
procesos moleculares de la activacion de la via de Wnt en tumores, es la
estabilizacion de R-catenina en el citoplasma y su acumulacién en el ndcleo.
Esto es posible debido a la liberacion de R-catenina del “Complejo de

Degradacién”, un conjunto de proteinas ensambladas y activas en ausencia de
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sefales de Wnt, cuya funcion principal es adicionar ubiquitinas a [3-catenina
produciendo su inactivacion a través de la via del proteosoma (Peifer y Polakis,
2000). En una célula no estimulada, R-catenina interactia con E-caderina y B-

catenina en las uniones adherentes, regulando la adhesion celular.
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Fig.13: Via Wnt candnica. +Wnt induce la estabilizacién y acumulacion en el
citoplasma de (B-catenina y su traslocacion al nucleo celular en donde afecta la
transcripcion de genes blanco; en ausencia de Wnt el “complejo de
degradacion”, formado por APC, Axina y GSK-3f3, degrada a 3-catenina a
través de la via del proteosoma (Gordon y Nusse, 2006)

El exceso en los niveles de 3-catenina es modulado por medio del “Complejo de
Degradacion” (Nelson, 2004). Un componente clave de dicho complejo es APC,
gue se encuentra unido a axina. Para que el “Complejo de Degradacion” pueda
actuar, R-catenina necesita ser fosforilada por la glucégeno sintasa kinasa
(GSK3R) en residuos serinal/treonina especificos; asi, R-catenina fosforilada
incrementa su afinidad por APC, desplazando la unidon de este con axina pues

los motivos de union de APC a axina y R-catenina se traslapan (Xing y cols,
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2003). Una gran cantidad de tumores colorrectales contienen mutaciones en
este motivo de unién, lo que impide que APC se una a axina o degrade [3-
catenina (Kawano, 2003). Después de la activaciéon de FZ/LRP por su ligando, la
actividad cinasa del “complejo de degradacion” es inhibida. Consecuentemente,
la isoforma no fosforilada de [3-catenina se estabiliza, lo que lleva al aumento de

sus niveles en el citoplasma.

Esta acumulacion conduce a la translocacion hacia el ndcleo celular de R-
catenina (fig. 13), donde se asocia con el factor de transcripcion LEF/TCF y a un
activador transcripcional llamado Pygopus (Pygo). Pygo contiene un dominio
compartido entre una gran cantidad de proteinas que tienen papel de
remodeladores de la cromatina nuclear y coactivadores transcripcionales
(Belenkaya, 2002). Mutaciones en Pygo tienen como resultado diversos defectos
qgue son similares a los que se producen por la pérdida de las funciones de la
proteina Wnt (Kramps, 2002).

Many Wnt targets  Specific cell cycle Pit1
genes

Fig. 14: La Via Wnt en el nlcleo. B-catenina en el nicleo se asocia con
LEF/TCF, a Pygopus y otros coactivadores transcripcionales, afectando la
trascripcion de genes blanco; en ausencia de Wnt TCF se une a Groucho

formando un complejo represor de genes (Gordon y Nusse, 2006)
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En ausencia de la sefalizacion de Wnt, TCF se une a Groucho, formando un
complejo represor de los genes que se activan transcripcionalmente por esta via.
Groucho puede reprimir la transcripcién de genes por medio de la inhibicion de la
maquinaria basal de transcripcion y el reclutamiento de desacetilasas de
histonas (HDACS) (Yu, 2001; Chen, 1999). Aunque Groucho no interactta con el
ADN, ejerce su funcion represiva por su interacciéon con las regiones amino-
terminal de las histonas H3 y H4 y por la modificacion de la estructura de la
cromatina (Sekiya y Zaret, 2007). De esta manera, la especificidad de los genes
que seran reprimidos por Groucho esta por dada por LEF/TCF. Cuando B-
catenina entra al nucleo convierte al complejo represor LEF/TCF/Groucho en un
complejo activador. Esto es posible debido a que Groucho es desplazado por la
interaccion def -catenina y LEF/TCF, activando asi genes blanco (Daniels y
Weis, 2005).

Se ha implicado a la ruta Wnt-CPA-beta-catenina como mediadora de la
proliferacion celular en algunas estirpes celulares. Una de las proteinas que
participa en la via Wnt es la cinasa-sintasa de glucégeno (GSK3pB). La unién de
Wnt a sus receptores inicia una serie de eventos que inhibe la actividad de la
GSK3p y evita la degradacion de Ig3 -catenina. En ausencia de la sefal Wnt,

GSK3p fosforila a B-catenina y la degrada.

En el desarrollo de las neoplasias ginecologicas participan diversos factores
endocrinos, autocrinos y paracrinos, relacionados principalmente con hormonas
sexuales. En la miomatosis uterina participan principalmente estrégenos y
progesterona. Se ha determinado en células epiteliales uterinas de ratén que
GSK3-B es estimulada por los estigenos e inhibida por la progesterona. Esto

sugiere la regulacion de dichas hormonas sobre la via Wnt

1.1.4.4 Fulvestrant:

Los estrogenos tienen efectos pleiotroficos en el Gtero. Sus funciones son
preparar al Gtero para la implantacion y ocurren mediante la promocion de

proliferacion y remodelacion endometrial y de angiogénesis. Los estrogenos
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también regulan la expresion de sus propios receptores en los tejidos uterinos
(Cuzzocrea, 2007; Davis, 2008).

Estudios realizados en tejidos uterinos han revelado que los estrogenos influyen
en la expresion de un gran nimero de genes, incluyendo a los llamados “genes
de expresion temprana” y otros cuya regulacion ocurre algunas horas o incluso
dias después de la administracion de la hormona (Hewitt, 2003). Los genes
regulados incluyen a algunos involucrados con la regulacion de la transcripcion,
protedlisis, regulaciéon del ciclo celular y la proliferacion, el remodelado de tejido,
la modulaciéon inmunoldgica, el metabolismo, y las respuestas al estrés (Fertuck,
2003; Naciff, 2005; Punyadeera, 2005; Hong, 2006).

Los receptores de estrogenos pertenecen a la familia de receptores nucleares y
son factores de transcripcion dependientes para sus funciones fisiologicas de su
unién a 17-B-estradiol en tejidos diana estrégeno dependientes como la mama,
el utero y el hueso (Barkhem, 2004).

ICI-182780 (fulvestrant) es considerado como un “antagonista puro” de los
receptores de estrogenos (Osborne, 2004; Howell, 2000) presumiblemente por
aumento de la degradacion de uno o de ambos receptores de estrogenos
(Wittmann, 2007).

Fulvestrant (fig. 15) es un potente antiestrogeno que inhibe la ganancia de peso

del utero inducida por estrégenos exdégenos en roedores (Addo, 2002).

OH

7 (CH2)SO(CH,)5CF,CF 5

Fig. 15: Estructura de fulvestrant (Speroff, 2007)

HO
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Fulvestrant provoca especificamente la inmovilizacion del receptor de
estrogeno (ER-a) en la matriz nuclear al provocar una &pida degradacion de la
via ubiquitina-proteosoma (Xinghua, 2006).

1.1.4.5 Mifepristona:

Muy poco después del descubrimiento de los receptores de progesterona
(Chabbert, 2005) se postulé que el desarrollo de un antagonista para dichos

receptores tendria un gran potencial terapéutico.

El primer reporte sobre mifepristona, con propiedades de antagonista a
receptores de progesterona y glucocorticoides, fue publicado en los inicios de la
década de 1980 (Philibert, 1981). Desde entonces, humerosos compuestos han
sido sintetizados, con un espectro de actividad desde antagonismo puro a

receptores de progesterona a combinacion de efectos agonistas y antagonistas.

Mifepristona, conocida también como RU-486 (fig. 16) es el antiprogestageno
mas utilizado para el tratamiento de los leiomiomas. La progesterona se adhiere
al receptor de progesterona A o B (PR-A, PR-B). La mifepristona ejerce sus
efectos basicamente a través del PR-A, que abunda mas en los miomas que el
PR-B (Blithe, 2003).

Fig. 16: Estructura de mifepristona (Speroff, 2007)

Los estudios iniciales con mifepristona y los mas recientes con asoprisnil han
demostrado la eficacia de estos agentes para el tratamiento de los leiomiomas.
Sin embargo la observacion de una incidencia de hasta 25 % de hiperplasia
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endometrial (Eisinger, 2003) hace necesario realizar estudios adicionales para

documentar su seguridad.

Bajo condiciones “in vitro” un antagonista puede comportarse como un agonista,
dependiendo del tipo de modelo y ligando, el contexto celular y de la dosis y
duracion de la exposicion al ligando. EI método habitual para evaluar la actividad
progestacional de una molécula es el test de McPhail (McPhail, 1934; Elger,
2000), que determina el grado de proliferacion y transformacién endometrial en
conejas inmaduras cebadas con estradiol y subsecuentemente tratadas con la
sustancia bajo prueba. Las propiedades de antagonista de la sustancia pueden
ser evaluadas mediante la administracion de progesterona junto con la sustancia
bajo prueba. En este test mifepristona, onapristona (ZK-98299) y CDB-2914
demostraron ser antagonistas puros de receptores de progesterona sin ninguna

actividad agonista.

Otros modelos se han utilizado para evaluar la actividad progestacional de estos
compuestos. Mifepristona y CDB-2914 se han mantenido como antagonistas
puros (Attardi, 2002; Blithe, 2003). En los mismos modelos, asoprisnil demostro

menor actividad de antagonista que mifepristona (DeManno, 2003).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La miomatosis uterina es la enfermedad tumoral mas frecuente del aparato
genital femenino y es la causa mas frecuente de cirugia pélvica ginecoldgica.
Su relevancia clinica tiene que ver con las repercusiones en el estado de salud
de las mujeres afectadas. Es una patologia ginecolbgica clasica en la que
aparentemente casi todo es bien conocido y sin embargo aun quedan muchos
aspectos por aclarar desde los puntos de vista etiolégico, patogéenico e
histopatolégico, de su asociacion a los problemas de fertiidad o a otras

patologias y de las posibilidades terapéuticas.

Los factores que promueven el inicio de los miomas y que regulan su
crecimiento permanecen pobremente entendidos. Se ha implicado a la ruta
Wnt-CPA-beta-catenina como mediadora de la proliferacion celular en algunas
estirpes celulares. Una de las proteinas que participa en la via Wnt es la
cinasa-sintasa de glucogeno (GSK3pB). La uniéon de Wnt a sus receptores inicia
una serie de eventos que inhibe la actividad de la GSK3 y evita la degradacion
de la B-catenina. En ausencia de la sefial Wnt, GSK3[ fosforila a 3-catenina y

la degrada.

En el desarrollo de las neoplasias ginecolégicas participan diversos factores
endocrinos, autocrinos y paracrinos, relacionados principalmente con hormonas
sexuales. En la miomatosis uterina participan principalmente estrogenos y
progesterona. Se ha determinado en células epiteliales uterinas de ratén que
GSK3-B es estimulada por los estbgenos e inhibida por la progesterona. Esto

sugiere la regulacion de dichas hormonas sobre la via Wnt.
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3. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, COmo es la expresion proteica y del gen de Wnt-7a y Wnt-5a en tejidos de tres
regiones de Utero con miomatosis durante las fases estrogénica y progestacional

del ciclo menstrual?

4. JUSTIFICACION

Los factores que promueven el inicio de los miomas y que regulan su
crecimiento permanecen pobremente entendidos. Estudios sugieren que la via
de sefializacién celular Wnt y sus ligandos relacionados contribuyen al inicio y
desarrollo de los miomas uterinos a través de mecanismos antiapoptoéticos
(Fukuhara, 2002; Mangioni, 2005).

Durante el desarrollo Wnt modula procesos relacionados con movimiento, forma
y polaridad. En el adulto, la via Wnt también regula varios procesos, tales como
el desarrollo de la glandula mamaria. La desregulacion de la via Wnt en la
embriogénesis puede causar defectos incompatibles con la vida y en el adulto se
le ha relacionado con el desarrollo de carcinomas colorectales, cancer
hepatocelular, cancer de utero, cancer de ovario y melanomas (Dimitriadis, 2001;
Dong, 2001); como mecanismo se ha propuesto una alteracion en la expresion
de GSK-3p y GSK-3a (Franca, 2002).

Se ha determinado en células epiteliales uterinas de ratébn que GSK-3fB es
estimulada por los estrogenos e inhibida por la progesterona. Esto sugiere la

regulacion de dichas hormonas sobre la via Wnt (Chen, 2005).

En el desarrollo de neoplasias ginecoldgicas participan factores endocrinos,
autocrinos y paracrinos, relacionados principalmente con hormonas sexuales. En

la miomatosis uterina participan estrégenos y progesterona.

Analizar la expresion proteica y del gen de Wnt-7a y de Wnt-5a en tejido del
mioma, del tejido subtumoral y del miometrio sano en las fases estrogénica

proliferativa y progestacional secretora del ciclo menstrual en el mismo uUtero de
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pacientes con miomatosis uterina permitira obtener conocimiento basico acerca
del mecanismo de accidn de estas proteinas y genes en estas tres regiones de
dichos uteros en un ambiente hormonal estrogénico y progestacional. De esta
manera se podrian empezar a entender los mecanismos involucrados en el inicio
y crecimiento de los miomas, con futuras posibilidades de encontrar formas de
prevencion y tratamiento hasta ahora no disponibles. Estos son objetivos que
requerirdn de otros estudios, con fundamento en los conocimientos derivados del

presente estudio.

5. HIPOTESIS

“La expresion proteica y génica de las vias de sefalizacion Wnt-7a y Wnt-5a
es mayor en el mioma que en la regién subtumoral o el miometrio sano en
tejidos de estas tres regiones de utero con miomatosis durante las fases

estrogénica y progestacional del ciclo menstrual”.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general:

e Analizar la expresion proteica y genética de las proteinas Wnt-7a y Wnt-
5a en biopsias de tres regiones de Utero con miomatosis en las fases

estrogénica y progestacional del ciclo menstrual.

6.2 Objetivos particulares:

1. Comparar la expresion proteica de Wnt-7a y Wnt-5a en tejidos de tres
regiones de utero con miomatosis durante las fases estrogénica y
progestacional del ciclo menstrual.

2. Comparar la expresion génica de Wnt-7a y Wnt-5a en tejidos de tres
regiones de utero con miomatosis durante las fases estrogénica y

progestacional del ciclo menstrual.
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7. DISENO METODOLOGICO

7.1 Tipo de estudio:

El presente es un estudio observacional, analitico, prospectivo y transversal; fue
realizado en tejidos humanos obtenidos del Utero de pacientes operadas de una
histerectomia total abdominal por diagnostico de miomatosis uterina y que

firmaron un consentimiento informado.

7.2 Ubicacion Temporal y Espacial, Universo y Poblacion:

La poblacion objetivo para el presente estudio fueron pacientes con diagndstico
de miomatosis uterina de medianos elementos, y la poblacion accesible fueron
pacientes con diagnostico de miomatosis uterina de medianos elementos, que
fueron operadas de histerectomia total abdominal en los quir6fanos de cirugia
programada del Hospital de la Mujer de la Secretaria de Salud durante el
periodo de tiempo comprendido entre los meses de octubre de 2010 y abril de
2011, y que cumplieron con los criterios de seleccibn que se enumeran a

continuacion:
7.3 Criterios de seleccion
7.3.1 Criterios de inclusion:

» Pacientes de 30 a 45 afos de edad.

» Pacientes con diagnostico de miomatosis uterina de medianos elementos.

» Pacientes cuyo tratamiento consistente en histerectomia total abdominal
fue decidido previamente a su inclusién en el estudio.

» Pacientes que firmaron el consentimiento informado.
7.3.2 Criterios de no inclusion:

» Pacientes con diagnéstico de miomatosis uterina de pequefios o grandes
elementos.
» Pacientes con patologia ovéarica.

» Pacientes con tratamiento de radioterapia y/o quimioterapia hasta un afo
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antes de la cirugia.
» Pacientes con tratamiento hormonal hasta un afio antes de la cirugia.

» Pacientes con otros tumores al momento del diagndstico de miomatosis.
7.3.3 Criterios de exclusion:

* Muestras que al momento del analisis histopatolégico presenten poélipos,

adenomiosis 0 necrosis.

* Muestras que al momento del analisis histopatolégico no sea posible

determinar la fase del ciclo menstrual en el endometrio.
7.3.4 Criterios de eliminacion:

e Pacientes que no quieran seguir participando en el protocolo y retiren su

consentimiento informado.
7.4 Descripcion operativa del estudio:

Los tejidos fueron obtenidos inmediatamente después de la extraccion del Gtero
mediante histerectomia total abdominal de las pacientes incluidas en el protocolo
de investigacion con el siguiente programa de actividades:

1. Se acudi6 a revision de la programacion de cirugia para histerectomia
abdominal de las pacientes el dia previo a la misma.

2. El mismo dia de la cirugia se reviso el expediente clinico para determinar
si la paciente cumplia con los criterios para este estudio.

3. Se establecio contacto, a través de su médico tratante, con las pacientes
que tuvieron el perfil para entrar en el estudio, e invitarlas a participar en
el mismo y obtener su consentimiento, con la firma del formato disefiado
para tal fin. Esta actividad se llevé a cabo en la sala de preparacién de las
pacientes una hora antes de la programada para su cirugia, haciendo
enfasis en que su decision de participar o no en el estudio no modificaria
en nada el tratamiento quirdrgico inmediato o posterior ya planeado con

anticipacion por su meédico tratante.
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4. Los datos del expediente fueron corroborados, y en caso necesario fueron
complementados, por interrogatorio directo para tener disponible toda la
informacion pertinente para conocer y controlar las variables del estudio.

5. Bajo condiciones de asepsia y antisepsia estandar, se recibié de manos
de la instrumentista la pieza quirargica (Utero, con o sin anexos) la cual se
examind externamente y palpd para determinar la localizacion de los
miomas.

6. Se realizo una incision longitudinal al utero, se examing internamente y se
localiz6 (aron) el(los) mioma(s) por sus caracteristicas macroscoépicas
(masas bien circunscritas, firmes, duras, de color aperlado, de aspecto
arremolinado). En este protocolo solo se estudiaron los miomas de
localizacion intramural, por reunir las caracteristicas necesarias para el
estudio.

7. Se tomaron 2 cm® de tejido del centro del mioma, y a partir de uno de los
bordes de éste, y con direccion opuesta al centro del tumor, se hizo otro
corte de 2 cm?® que correspondié al tejido subtumoral (o la interfase
mioma/miometrio). Para obtener muestra de miometrio sano se tomé un
fragmento de tejido de 2 cm® en una regién del Gtero opuesta a la
localizacion del mioma, y que estuvo libre de estas tumoraciones.

8. Cada una de las porciones asi obtenidas se dividié en dos segmentos y
guardaron en contenedores preparados para las diferentes metodologias

de laboratorio del estudio.

7.5 Tamafo de muestra:

El tamafio de muestra que se usé es de 20 pacientes que cumplieron con todos
los criterios de seleccidn ya mencionados. Este tamafio de muestra fue elegido
por los investigadores, sin calculo, al tratarse de un estudio preclinico de tipo

exploratorio.

Se determind la expresion proteica y del gen de Wnt-7a y Wnt-5a en las tres
regiones de Utero con miomatosis ya sefialadas, durante las dos fases del ciclo

menstrual, y las variables son:
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7.6 Definicion de variables
7.6.1 Variables independientes

7.6.1.1 Localizacién del tejido estudiado, del centro del mioma, de la region

subtumoral y del miometrio sano.
7.6.1.2 Fase del ciclo menstrual, proliferativa o secretora.
7.6.2 Variables dependientes

7.6.2.1 Expresion de proteicay del gen de Wnt-7ay de Wnt.5a.

8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Metodologia de laboratorio

8.1.1 Andlisis de la expresion de las proteinas Wnt-7a y Wnt-5a: La
expresion de Wnt-7a y Whnt-5a se realizé por medio de western blot (Lane y

Harlow, 1988) y de inmunohistoquimica.

8.1.1.1 Western Blot: Las muestras obtenidas se conservaron a temperatura
estable de -80°C. Bajo condiciones estériles, las muestras se maceraron con
nitrogeno liquido hasta obtener un granulado fino, se agregdé buffer con
inhibidores de proteasas y se homogenizaron por 15 a 30 segundos en un potter
en un bafio con hielo. Posteriormente se centrifugaron 10 minutos a 10,000 rpm
a 4°C y se recuper6 el sobrenadante; las muestras se almacenaron a 4°C

mientras se llevaba a cabo la cuantificacion de proteinas.

Para la cuantificacion de proteinas se realiz6 una curva patrén con diferentes
concentraciones de albumina (0.2, 0.5, 5, 10, 20, 40 mg) por duplicado. Para la
cuantificacion de las muestras se mezclaron 200 pl de reactivo de Bradffor, 2 pl
de la muestra y 798 ul de agua destilada; posteriormente se homogenizaron y se

hizo la lectura en espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm; se
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obtuvieron dos valores por cada muestra y se sacO la media, a la que se

aplicaron los factores de dilucién y se obtuvo la concentracién de proteina.

Las proteinas se sometieron a electroforesis SDS-PAGE, en condiciones
desnaturalizantes; para ello se preparé un gel separador y uno concentrador,
tomando en cuenta para el primero el tamafio (Kda) de la proteina de interés. En
el caso del separador, a una concentracion del 10% se utilizaron 1 ml de glicerol
50%, 1.08 ml de agua, 1.25 ml de Tris 1.5M, 1.66 ml de acril-bis y 0.05 ml de
SDS 10%. En el caso del concentrador 1.83 ml de agua, 0.75 ml de Tris 0.5M,
0.39 ml de acril-bis y 0.03 ml de SDS 10%.

En cada pocillo se cargaron 50 ug de proteina y la electroforesis se desarrolld a
110V por dos horas. La transferencia se realiz6 en membrana PVDF, a 20V por
45 minutos en camara semiseca. Después de la transferencia las membranas se
bloquearon por 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion utilizando 20 ml
de leche al 5% en TBS-tween; luego se lavé con agua. Posterior a esto se
incubo con el anticuerpo primario a una dilucion de 1:1000 a 4°C, con agitacion

por 12 horas.

Al finalizar este periodo se realizaron tres lavados TBS-tween y se adicioné el
anticuerpo secundario diluido en una proporcion 1:5000 en TBS-tween, en
agitacion por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente se realizaron tres

lavados con TBS-tween en agitacion y a temperatura ambiente.

Para revelar la reaccién antigeno-anticuerpo se agrego a la membrana 2 ml de
una solucion de diaminobenzidina y se dejé reposar hasta la aparicion de las

bandas de interés para su posterior analisis densitométrico.

Las bandas obtenidas se sometieron a un analisis de imagenes (densitométrico)
con el software “Quantity One”; dichas lecturas se normalizaron con las bandas
obtenidas de la proteina de referencia, que en este caso fue la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH).
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8.1.1.2 Retrotranscripcion-Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

8.1.1.2.1 Extraccion de RNA de biopsias de tejido: La muestra pulverizada fue
incubada con proteinasa-K libre de RNAsas, a 50°C por 12 horas, en agitacion
constante durante este tiempo. Se extrajo el RNA con fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico y se centrifugo a 12,000 rpm durante 10 minutos. La fase superior se
transfiri6 a un nuevo tubo y se afadi6 acetato de amonio y etanol.
Posteriormente se incubd a -20°C minimo una hora y se lavd con etanol al 70%,

se secoO y resuspendio para su cuantificacion.

La integridad del RNA se determind por medio de una electroforesis horizontal
en un gel de agarosa al 1.5%, la cual se basa en el desplazamiento de
moléculas de RNA a través de una matriz porosa formada por la agarosa
polimerizada. Al aplicarse una corriente eléctrica a través del gel, los acidos
nucleicos que poseen carga negativa derivada de los grupos fosfatos que

contienen migran hacia el &nodo en condiciones de pH neutro.

8.1.1.2.2 Cuantificacion de RNA y Electroforesis: Se realizaron diluciones del
RNA en agua libre de RNAsas. La concentracion de RNA obtenida se determiné
espectrofotométricamente. La integridad del RNA se corroboré por medio de

electroforesis y se observaron las bandas de RNA en el transiluminador.

8.1.1.2.3 Protocolo de RT-PCR. Una vez cuantificado el RNA se realiz6 la RT-
PCR.

8.1.1.2.4 Transcripcion reversa. Sintesis de DNA complementario (cCDNA).
La transcripcion reversa es una reaccion que consiste en la sintesis de DNA
monocatenario o complementario (CDNA) a partir de moléculas de RNA

monocatenario catalizada por la enzima transcriptasa reversa.

Para llevar a cabo esta reaccion se utilizé 1 pl de RNA purificado de cada
muestra asi como un kit comercial (Epicentre CA); la reaccion se llevé a cabo

conforme a las instrucciones del proveedor.
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Se prepar6 una mezcla de reaccion con 1 yl de Random primers, 3 pl de RNA,
1 ul de dNTP Mix 10 mM y se agregaron 8 ul de agua MiliQ para obtener un
volumen final de 13 pl. La mezcla de reaccion se colocdé en un tubo de
polipropileno para PCR. La reaccion se sometié a un ciclo de desnaturalizacion
a 65°C por 2 minutos, en un termociclador convencional. Al finalizar el ciclo se

colocé el tubo en hielo para evitar la renaturalizacién.

Posteriormente se agregaron 4 ul de solucién amortiguadora MMLV 10X, 2 ul
de DDT, 1ul de enzima transcriptasa reversa (TR), obteniéndose un volumen
total de 20 ul. La mezcla se sometio a un ciclo de sintesis de cDNA a 37°C por
60 minutos y otro ciclo de inactivacion y desnaturalizacion de la enzima a 85°C
por 5 minutos. El cDNA resultante se cuantificd en el espectrofotdmetro a una
absorbancia de 260 nm. Con los datos obtenidos se calculé el volumen de
reaccion que contuviera 1000 ng de cDNA para poder ser amplificados por

PCR en tiempo real.

8.1.1.2.5 Disefio de Iniciadores. Para el analisis de la expresion de los genes
involucrados en la via Wnt se disefiaron iniciadores especificos para los genes
WNT-5a, WNT-7a y DVL-1. Este disefio se hizo en el programa Roche Applied
Science, sitio Web en linea donde se evalud el tamafio de amplicén, la sonda
para PCR en Tiempo Real a utilizar entre otras variables. Los iniciadores

disefiados se corroboraron con el programa OligoExplorer version 1.2.

8.1.1.2.5.1 “Primers”:
Wnt-7aSense5’-GCCGTTCACGTGGAGCCTGTGCGTGC-3’
antisense 5-AGCATCCTGCCAGGGAGCCCGCAGCT-3
Wnt-5asentido CATGAACTTGCACAACAACG

antisentidoACAGCACATGAGGTCACAGC

Una vez terminada la amplificacion se realizO electroforesis en agarosa

utilizando marcadores de DNA, para visualizar el producto amplificado.
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8.1.1.3 Inmunohistoquimica

Inmediatamente después de la obtencion de los tejidos, éstos se fijaron con
paraformaldehido (al 4% en PBS pH 7.4) por 4 horas; a continuacion la
inclusién en parafina se desarroll6 mediante pases secuenciales en alcohol al
70, 80, 96 y 100 %, seguidos de alcohol-xileno (1:1), xileno y parafina. Una
vez obtenidos los bloques de tejido embebidos en la parafina se procedio a
realizar cortes histolégicos de 5 micras de grosor, para posteriormente

desarrollar la técnica de inmunohistoquimica como sigue:

Los cortes se sumergieron durante cinco minutos en la bateria de
rehidratacion compuesta por Xileno (I y 1) alcohol etilico al 100, 96, 80, 70 %
y buffer PBS (pH 7.4), a continuacion se incubaron en una solucion de triton
X-100 durante 5 minutos, posteriormente se realizaron lavados con PBS-T
(0.005 %) 3x5, y se inhibi6 a las peroxidasas con una solucion de peréxido de
hidrogeno al 0.3 % en metanol por 30 minutos en oscuridad, luego se
realizaron tres lavados con PBS-T (0.05 %); el bloqueo se realiz6 con una
solucion de suero normal de cabra al 1 % en PBS, por 30 minutos, después
se repitieron los lavados con PBS-T y se adicioné el anticuerpo primario que
reconoce a las proteinas Wnt-5a y Wnt-7a (Wnt-5a sc-30224 cabra y Wnt-7a
sc-2636, anticabra) (1:250), durante 12 horas a 4°C en camara humeda; al
finalizar este periodo se hicieron lavados y se procedié a la exposicion al
anticuerpo secundario marcado con peroxidasa (sc-2313, en ambos casos
anticabra), por 2 horas a 37°C; después de lo anterior se lavo (3X5). La
reaccion se reveld, incubando con diaminobenzicida y se contratind con
hematoxilina y los tejidos fueron deshidratados mediante pases secuenciales
en la siguientes soluciones: etanol al 70 % (3"), al 80 % (3’), al 96 % (3’), al
100 % (3"), xileno (3’). Finalmente se recubrieron con resina y se observé al

microscopio de campo claro.
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9. RESULTADOS

9.1 Caracteristicas generales y epidemiolégicas de las pacientes

La edad de las pacientes estuvo previamente determinada como variable

controlada (tabla 6).

El mayor nUmero de pacientes se encontraron casadas o en union libre y solo un
grupo pequefio de ellas estaban solteras (tabla 6). El nivel de escolaridad mas

frecuente entre las pacientes fue de secundaria seguido de primaria (tabla 6).

El lugar de residencia estuvo igualmente repartido, con domicilios localizados en
el Distrito Federal y el estado de México (tabla 6). La religion catdlica fue la
preponderante entre las pacientes del estudio con un porcentaje muy similar al

de la poblacion general del pais (tabla 6).

La gran mayoria de las pacientes se dedican a las labores de su hogar
exclusivamente y solamente un pequefio porcentaje practican una actividad

laboral remunerada (tabla 6).

Por otro lado, un alto porcentaje de las pacientes no tuvieron algin antecedente
familiar de tumores malignos distintos de la miomatosis uterina (tabla 6). De
acuerdo a los datos contenidos en los expedientes, un porcentaje elevado de las
pacientes curs6 con anemia secundaria a los trastornos del sangrado. La
hipertension arterial y la diabetes mellitus fueron las enfermedades asociadas

mas frecuentes (tabla 6).

El promedio de niumero de embarazos previos fue 2.4 con minimo de 0 y un
maximo de 6. EI método anticonceptivo mas frecuentemente reportado fue la

oclusion tubaria bilateral.

Un numero importante de pacientes no usaban ningin método anticonceptivo
previo a su cirugia. Por criterios de no inclusidon los métodos anticonceptivos

hormonales no aparecen cuantificados (tabla 6).
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Tabla 6. Caracteristicas generales y epidemiolégicas de las pacientes (n=20)

Edad (31-45 afios) 100
Estado civil:

Casadas 55
Union libre 30
Solteras 15
Escolaridad:

Primaria 10
Secundaria 80
Preparatoria 5
Licenciatura 5

Lugar de residencia:

Distrito Federal 45
Estado de México 55
Religion:

Catdlica 85
No profesa alguna 10
No proporciona dato 5
Ocupacion:

Labores del hogar 90
Empleada doméstica 5
Profesionista 5

Antecedentes familiares de cancer:
Con antecedentes familiares de cancer 30
Sin antecedentes familiares de cancer 70

Enfermedades asociadas:

Ninguna 30
Diabetes mellitus 10
Hipertension arterial 15
Anemia 60

Método anticonceptivo:

Oclusién tubaria bilateral 55
Condones 5
Ninguno 40
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Un mayor numero de pacientes presentaron un indice de masa corporal

anormal, con diferentes grados de sobrepeso u obesidad (tabla 7).

Tabla 7. indice de masa corporal de las pacientes estudiadas

Normal (18.5-24.9) 2 10
Sobrepeso (25-29.9) 12 60
Obesidad tipo | (30-34.9) 5 25
Obesidad tipo Il (35-39.9) 1 5

Totales 20 100

En el mayor niumero de pacientes el estudio histopatoldégico del endometrio
demostro que éste se encontraba bajo el efecto progestacional de la fase litea
del ciclo (tabla 17).

Tabla 8. Clasificacion de la fase endometrial

Estrogénica o proliferativa 6 30
Progestacional o secretora 14 70
Totales 20 100

9.2 Expresion de Wnt-5ay Wnt-7a por Inmunoblot:

El analisis de las proteinas wnt-5a y Wnt-7a mediante la técnica de Inmunoblot
en miometrio sano, tejido subtumoral y del mioma mostré que Wnt-5a se expresa
igual en los tres tejidos uterinos tanto en la fase secretora como en la fase

proliferativa (fig. 17). Con respecto al analisis de Wnt-7a en tejidos de la fase

66



| Eresonpomcasewniaywnsa on

secretora mostré una expresion ligeramente mayor en mioma; esta situacion

tiene la misma tendencia en la fase proliferativa con mayor intensidad (fig. 17).

De acuerdo a lo anterior se resume que la proteina con mayor expresion fue

Wnt-7a en el mioma de la fase proliferativa.

Proliferativo Secretor

M S L M S L
A B

Wnt5a

Wnt7a

Fig. 17: Imagen representativa del analisis de Inmunoblot. A) expresion de
Wnt-5a en tejidos uterinos de fase proliferativa, B) expresion de Wnt-5a en
trejidos uterinos de fase secretora, C) expresion de Wnt-7a en tejidos uterinos
proliferativos, D) expresion de Wnt-7a en tejidos de fase secretora,
(M=miometrio sano, S=tejido subtumoral, L=leiomioma).

9.3 Expresién de Wnt-5a y Wnt-7a por Inmunohistoquimica:

Se desarrollo la técnica de inmunohistoquimica para observar la localizacion de
Wnt-5a y Wnt-7a en los tejidos.

La inmunohistoquimica indicO que Wnt-7a estaba presente en células de
musculo liso y no en las células endoteliales o cercano a vasos sanguineos de
los tejidos proliferativos, y especificamente en tejido tumoral. Adicionalmente, no

se observa la expresion en los tejidos de fase secretora.

Con respecto a la expresion y localizacion de Wnt-5a no se observé en ninguno

de los tres tejidos en ninguna de las dos fases del ciclo menstrual (fig. 18).

La expresion de Wnt-7a se observa mayor en tejido de mioma que en tejido de

miometrio sano o de regién subtumoral en la fase proliferativa.
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No se observo con claridad la presencia de Wnt-7a en los tejidos de la fase

secretora (fig. 18).

Fase Proliferativa Fase Secretora

Tejido Tejido
Miometrio subtumoral Mioma Miometrio sibtamsial Mioma
Wntsa pLEEE: 1 A2 A3 B1 B2 e
Ad : A % . A6 B4 B5 'B6

Wnt7a By 2 v y\

Fig. 18: Inmunohistoquimica. Wnt-7a se expres6 mas en mioma de fase
proliferativa (panel A6) y no se observa con claridad la positivad en tejidos de
fase secretora (paneles B1-B3. En ninguna fase se detectd Wnt-5a en ninguno
de los tres tejidos (paneles A1-A3 y B1-B3).

9.4 Expresién del gen de Wnt-7a y de Wnt-5a.

Después de la extraccion, la integridad del RNA se determino por medio de una
electroforesis horizontal en un gel de agarosa al 1.5% (fig. 19).

Se realizaron diluciones del cDNA para tomar 500 ng de muestra para analizar
la expresion de los genes de Wnt-5a y de Wnt-7a en mioma, region subtumoral

y miometrio sano en fases proliferativa y secretora del ciclo.

Fig.19: Gel tefiido con bromuro de etidio que muestra la integridad del RNA
aislado a partir de las muestras de las diferentes regiones del Gtero en estudio.
Se muestran 2 bandas integras caracteristicas del RNA.

Con respecto a la expresion de Wnt-5a, se encontré que en la fase secretora
fue constante en los tres tejidos (fig. 20).

En esta misma fase el gen Wnt-7a se expreso6 igual en miometrio sano y tejido
subtumoral, pero en el mioma fue mayor (fig. 21).
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Fig. 20: Expresion génica de Wnt-5a en fase secretora de 2 muestras. Se
observa que es muy similar en las tres regiones (gel de agarosa al 1.5 %).

Mioma
Subtumoral
}»Sana
Mioma
Subtumoral
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Fig. 21: Expresion de Wnt-7a en fase secretora del ciclo menstrual. Se observa
gue la expresion en el mioma es mayor que en tejido subtumoral y tejido sano
(gel de agarosa al 1.5 %).

En la fase proliferativa del ciclo menstrual Wnt-5a no se expresé en miometrio
sano; pero si se observé en tejido tumoral y aumentoé en el mioma (fig. 22).

no
Mioma
Subtumaoral
P

500 bp
GAPDH 325 bp

Wit 5a 82bp 100 bp

Fig. 22: Expresion de Wnt-5a en fase proliferativa del ciclo menstrual. Se
observa expresion mayor en mioma que en tejido subtumoral y ausencia de
expresion en miometrio sano (gel de agarosa al 1.5 %).
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En la fase proliferativa el gen Wnt-7a no se expresé en el miometrio sano; pero
si se expreso en el tejido subtumoral y mioma, siendo similar en ambos (fig. 23).

=
g
-
F 8 8 %
500 bp
Wnt-7a 82 bp 100 bp

Fig. 23: Expresion de Wnt-7a en fase proliferativa del ciclo menstrual. Se
observa expresion igual en tejido subtumoral y mioma y ausencia de expresion
en miometrio sano (gel de agarosa al 1.5 %).
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10. DISCUSION

10.1 Caracteristicas generales de las pacientes

A pesar de ser una muestra pequefa de pacientes las que se incluyeron en el
presente estudio, es posible hacer consideraciones pertinentes en cuanto a sus
caracteristicas epidemioldgicas y poblacionales, pues son representativas de los
rasgos que comparten muchas de las pacientes que son atendidas en un
hospital del sector publico a poblacién abierta, como es el Hospital de la Mujer
de la Secretaria de Salud. Estas variables se reportan en la tabla 6.

La edad de las pacientes se encontré entre los 30 y 45 afios, ya que fue el
grupo de edad previamente seleccionado como criterio de inclusién, con la
finalidad de que fueran pacientes con ciclos menstruales potencialmente
ovulatorios y asi tener tejidos en fase preovulatoria (estrogénica) y postovulatoria
(progestacional) del ciclo. El 85 % de las pacientes tiene una relacién de pareja
en matrimonio o union libre contra un pequefio porcentaje de pacientes solteras.
El 90 % de las pacientes se dedican a las labores del hogar de forma exclusiva.

El 90 % de las pacientes tienen un nivel de escolaridad de secundaria.

El lugar de residencia de las pacientes cabe ser destacado pues en el 55 % de
los casos se encontro fuera del Distrito Federal, ciudad donde se encuentra
ubicado el Hospital de la Mujer; este hecho pone de manifiesto la preferencia de
las pacientes por este hospital o, probablemente, a la falta de oportunidades de

atencion en hospitales cercanos a su lugar de residencia.

La religion preponderante entre las pacientes es la catdlica, como ocurre en

general en México.

Se sabe que aproximadamente en el 40 % de los miomas existen alteraciones
cromosomicas del tipo de las translocaciones, deleciones y duplicaciones en los
cromosomas 6, 7, 10, 12, 14 y 22 dentro del tumor. La miomatosis uterina no es
una enfermedad genéticamente heredada, pero si se ha documentado la mayor

frecuencia entre mujeres de un mismo grupo familiar. En el grupo de pacientes
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de este estudio se encontré6 un 30 % de antecedentes heredofamiliares en

relacion con otro tipo de tumores (malignos) distintos de los miomas.

Las enfermedades relacionadas o concomitantes mas frecuentes son la anemia,
la hipertension arterial sistémica y la diabetes mellitus. Es explicable la alta
frecuencia de anemia encontrada (60 %), pues la manifestacion clinica mas
frecuente de los miomas uterinos es la metrorragia y otros trastornos del ciclo
menstrual. Esta manifestacién frecuente de la anemia puede estar relacionada
con la mayor pérdida hematica durante los episodios de sangrado o a una
tardanza de las pacientes para buscar atencion meédica. Aunque no se presenta
en tabla especifica la informacion, en la base de datos del estudio se encontro
gue solamente el 20 % de las pacientes requirié transfusion de paquetes de
eritrocitos como parte del tratamiento integral para su padecimiento.

El uso de anticonceptivos hormonales no aparece entre los métodos de
anticoncepcién empleados por las pacientes. La restriccion de su uso esta en los
criterios de seleccion, para evitar el efecto de los estrogenos y progestagenos de

Su composicion sobre las variables del estudio.

No sorprende que el 90 % de las pacientes tengan algun grado de sobrepeso u
obesidad (tabla 7), dada la alta incidencia de estos padecimientos entre la
poblacion mexicana, principalmente entre las mujeres. Es probable que la
incidencia de miomatosis uterina entre mujeres con sobrepeso u obesidad se
relacione con el estado de estrogenismo aumentado y sostenido condicionado
por la sintesis de estrogenos en el tejido adiposo mediante el proceso de

aromatizacion de los andrégenos suprarrenales.

En la tabla 8 se observa que el 30 de las pacientes se encontraron en la fase
proliferativa o estrogénica del ciclo menstrual, y 70 % estuvieron en una fase
progestacional postovulatoria de dicho ciclo menstrual. Estos hallazgos permiten
realizar el analisis de una posible influencia de los estrogenos y la progesterona
sobre proteinas implicadas en la via Wnt de sefalizacion celular, al observar en
este trabajo la expresion proteica y génica de las proteinas Wnt-7a y Wnt-5a en

las dos fases del ciclo menstrual.
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10.2 Anélisis proteico y expresion del gen de Wnt-7a y de Wnt-5a:

Los resultados de la expresion proteica y génica de Wnt-7a y de Wnt-5a que se
tuvieron a través de las metodologias de inmunoblot, inmunohistoquimica y PCR

permiten hacer un analisis de las mismas y de las diferencias encontradas.

En relacion a Wnt-7a se observd que en fase proliferativa (con influencia tisular
estrogénica) presenta una expresion proteica similar en tejido de miometrio sano
y tejido subtumoral y que dicha expresion fue mayor en tejido de mioma. Estas
observaciones coincidieron al obtenerlas por técnicas de inmunoblot y de
inmunohistoquimica, lo cual significa la estabilidad de las moléculas y una
relacion directa entre cantidad de mRNA con la expresion (o sintesis) de la

proteina.

La expresion del gen Wnt-7a no se observo en tejido de miometrio sano, pero si
se evidencié en mioma y en la region subtumoral en fase proliferativa. En los
tejidos bajo influencia hormonal progestagena (fase secretora) la expresion
proteica de Wnt-7a se observé igualmente incrementada en el mioma, con
respecto a la region subtumoral o del miometrio sano, pero con menor intensidad
que la observada en la fase proliferativa, pero no fue posible ver estas
diferencias por la técnica de inmunohistoquimica pues la positividad no se
observd bien en las cortes obtenidos. La expresion del gen de Wnt-7a se
observa también mayor en tejido de mioma que en el tejido subtumoral y del

miometrio sano en esta fase secretora.

Las diferencias de sensibilidad entre ambos métodos para observar la expresion
proteica de Wnt-7a (inmunoblot e inmunohistoquimica) y para observar su
expresion génica (PCR) pueden ser la explicacion de que las observaciones de
dicha expresién no concuerden; esto es posible cuando se comparan con el
analisis génico. Sin embargo, existe concordancia con respecto al gen vy la
proteina Wnt-7a, ya que fue mayor en el tejido de mioma que en los tejidos de la
region subtumoral y del miometrio sano en la fase proliferativa del ciclo. La

misma tendencia se observa en la fase progestacional del ciclo pero con una
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expresion tanto proteica como génica de menor intensidad en esta fase que en

la proliferativa.

La mayor expresion proteica de Wnt-7a en los tejidos uterinos de fase
estrogénica se puede explicar por la influencia que éstos ejercen en la induccion
de Wnt-7a, especificamente en el mioma, que se ha observado que involucra la
participacion de estas hormonas en la via candénica de Wnt, donde Wnt-7a
induce primero la estabilizacion y acumulacion de B-catenina y su posterior
translocacion al ndcleo, donde activa la transcripcion de genes blanco (Logan,
2004). Esto ultimo se puede inferir debido a que se observo igualmente la
expresion génica de Wnt-7a en las dos fases del ciclo menstrual, y esto ocurre
también con mayor expresion en el tejido de mioma que en los tejidos de la
region subtumoral y del miometrio sano. Hasta ahora se desconocia si estas
hormonas modulaban esta expresion; sin embargo en este trabajo se puede

constatar que si lo hacen.

Por otra parte, el contenido proteico de Wnt-5a detectado por inmunoblot es
similar en el mioma, region subtumoral y miometrio sano expuestos al ambiente
estrogénico durante la fase proliferativa del ciclo. Sin embargo, mediante la
técnica de inmunohistoquimica, no se indentificé a Wnt-5a en ninguno de los tres
tejidos. Con respecto al analisis genético se observo que la expresion del gen
Wnt-5a fue mayor en tejido del mioma que en tejido de la regidon subtumoral y no
se observd en el miometrio sano. Durante la fase secretora del ciclo (con
influencia de progesterona) la proteina de Wnt-5a se observé igual en los tres
tejidos (mioma, region subtumoral y miometrio sano) en los datos obtenidos por
inmunoblot. Al igual que en la fase proliferativa, en esta fase secretora no se
observd la expresion proteica de Wnt-5a mediante inmunohistoquimica. La
expresion del gen de Wnt-5a se observé igual en los tejidos de mioma, region

subtumoral y miometrio sano en esta fase secretora.

Igual que lo observado para Wnt-7a, es posible que las diferencias de
sensibilidad de los métodos para observar la expresion proteica y génica de Wnt-

5a sean la explicacibn de que las observaciones de dicha expresion sean
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diferentes. Sin embargo, se observa que Wnt-5a tiene una expresion proteica y
génica mayor en el tejido de mioma que en los tejidos de la regién subtumoral y
del miometrio sano en la fase proliferativa del ciclo, aunque esto no se observo
por la técnica inmunohistoquimica. En los tejidos de fase secretora se observa
una expresion tanto proteica como génica de menor intensidad que en los de

fase proliferativa, pero de manera igual en los tres diferentes tipos de tejido.

La expresion de mRNA puede no coincidir con los niveles de proteina, puesto
que aun no se ha estudiado cémo se comportan en la paciente la expresion
génica en el tiempo. Sin embargo, trabajos donde se relacionan ambos tipos de

moléculas sugieren que ocurre una relacion directa.

Es posible que esto suceda asi porque la expresion de Wnt-5a ocurra por los
efectos no gendmicos de los estrégenos y de la progesterona, lo cual puede
significar la participacion de estas hormonas esteroides en la via Wnt/Ca*™® “no
canonica” que regula la adhesion celular y la motilidad mediada por Wnt-5a,
dispara la liberacién de Ca'*? intracelular para activar enzimas sensibles a Ca*
como la proteina cinasa C (PKC) y cinasa Il dependiente de calmodulina y
Ca'? (CaMKll) sin activacion de la via B-catenina. Esto Ultimo se puede sugerir
ya que se observo igualmente la expresion génica de Wnt-5a en las dos fases
del ciclo menstrual, lo cual puede deberse a la participacion de los estrogenos y
de la progesterona a través de sus efectos genémicos sobre la via Wnt/Ca*? “no
candnica” (Gumbiner, 2005), y esto ocurre también con mayor expresion en el
tejido de mioma que en los tejidos de la region subtumoral y del miometrio sano

en la fase proliferativa del ciclo.

Se ha encontrado que Wnt-5a dirige la diferenciacion endotelial a través de la via
no canonica (Hwang, 2009), sin embargo, los datos disponibles sobre la
sefializacion de Wnt no canonica en el desarrollo vascular son todavia
escasos, Y la investigacion adicional es necesaria para definir en qué medida la
via Wnt no candnica puede actuar en los mecanismos de angiogénesis, en

particular en miomatosis uterina.
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El estudio de la funcion del sistema Wnt en el desarrollo vascular embrionario
y la angiogénesis ha tenido especial auge en los ultimos afos, aunque solo se
tiene un conocimiento parcial de como funciona el sistema en las células

vasculares y como puede ser afectado en condiciones patoldgicas.

Es conocido que células endoteliales derivadas de diferentes tipos de vasos
sanguineos expresan distintos tipos de receptores y responden de manera
diferente a los diversos Wnt. Ademas, Wnt puede actuar en concierto con otras
vias de sefalizacién como Notch o como TGF en la modulacién del desarrollo
vascular y la especificacion endotelial (Dejana, 2010). EI mismo
factor Wnt o receptor puede inducir distintas respuestas, a veces opuestas en las
células endoteliales en funcién del contexto, como, por ejemplo, la activacion de
factores de crecimiento, los niveles de oxigeno, la induccion de la permeabilidad
y la expresion de factores de transcripcion (Dejana, 2010). Por otra parte, las
células endoteliales puede producir no soélo ligandos para Wnt sino también
inhibidores de sus receptores, como Frizzled soluble o Dkks, lo que puede

equilibrar la via de un sefalizacion Wnt (Goodwin, 2006).

El papel de la sefalizaciéon de Wnt en céancer fue descrito inicialmente hace 20
afos con el descubrimiento seminal del gen wnt-1 como sitio de integracion para
el virus de tumor mamario de raton (MMTV) (Nusse, 1984). Desde entonces una
gran cantidad de informacion ha destacado el papel de la via de Wnt en el
control de varios procesos bioldgicos, por ejemplo, procesos de diferenciacion
celular, proliferacion, migracion, adhesion celular, polaridad celular, arquitectura
tisular y organogénesis (Peifer, 2006). En el adulto, Wnt participa en la
regulacion de la hematopoyesis, osteogénesis, angiogénesis y adipogénesis
(Ross, 2000). Este amplio rango de efectos biol6égicos muestra un alto
pleiotropismo de las sefiales de Wnt, las cuales estan involucradas en
enfermedades humanas incluidas el cancer. Varios reportes han demostrado la
activacion aberrante de la via de sefializacion de Wnt en diferentes tumores
humanos, incluidos el colorectal (Segditsas, 2006) gastrico (Nojima, 2007) y
melanoma. Se conoce poco acerca de la via de sefializacion de Wnt en relacion

a cancer cervicouterino y en este aspecto, se ha sugerido que la transformacion
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de queratinocitos humanos inmortalizados por el virus del papiloma humano
(VPH) requiere un segundo proceso de activacién hacia la malignidad, y esto
puede ser llevado a cabo gracias a la activacion de la via candnica de Wnt
(Uren, 2005).

Las proteinas WNT influyen mdaltiples procesos de desarrollo y también han sido
implicados en la carcinogénesis, incluido el desarrollo de cancer de mama. Se
ha demostrado que la expresion de Wnt-5a es un predictor de supervivencia libre
de enfermedad mas prolongada en pacientes con cancer de mama de estirpe
epitelial pues la expresion de esta proteina se relaciona con la disminucion de la
capacidad de las células tumorales para migrar, debido a un incremento de la
adhesion celular. Esto conduce a la disminucién del potencial invasivo de este
tipo de tumores y a una tendencia menor para las metéstasis. Sin embargo, la
importancia de Wnt-5a en los procesos de metastasis es debatida por nuevos y
contradictorios resultados en relacion con los niveles de expresion de Wnt-5b y

su interaccion con Wnt-5a en diferentes tumores invasivos (Leandersson, 2006).

Se sabe desde tiempos antiguos que existe una relacion entre mioma y funcién
ovarica. Los miomas estan claramente asociados con la exposicion de
estrogenos y progesterona circulante y se desarrollan durante el periodo fértil
de una mujer, siendo raros antes de la menarca y de tamafio menor tras la

menopausia (Wallach, 2004).

En tejido miomatoso se ha comprobado aumento de citocromo p450-aromatasa
que transforma los andrégenos a 17-beta-estradiol. Ocurre también aumento
de 17-R-estradiol al disminuir la transformaciéon de éste a estrona por
disminucién de la 17-R-deshidrogenasa (Wallach, 2004).

Los receptores estrogénicos se mantienen altos durante todo el ciclo en los
miomas, lo que lleva a la activacion permanente de genes regulados por

estrogenos, como NFk8, jun, fos (Wallach, 2004).

La progesterona es mitdgena en el miometrio normal y en los miomas, lo que

se confirma a través del aumento en el indice mitético de los miomas durante la
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fase lutea y del aumento del tamafio tumoral en relacion directa a la dosis de

progestageno empleado en la terapia hormonal sustitutiva (Tiltman, 1985).

Los receptores de progesterona permanecen altos durante la fase lutea, y
también se han demostrado un incremento en la densidad de éstos en el
mioma con respecto al miometrio normal (Tiltman, 1985), lo que concuerda con

las moléculas investigadas en este estudio.

Los estrégenos estimulan mas a la matriz extracelular e induce otros factores
de crecimiento, en tanto que la progesterona actla principalmente sobre las
mitosis de las células musculares (Tiltman, 1985); éstas evidencias permiten
sugerir que al estar las proteinas y genes Wnt-7a y Wnt-5a permanentemente
con estimulo hormonal estrogénico y progestageno su expresion se observe en
los tejidos de las fases proliferativa y secretora del ciclo. También puede ser la
explicacion de que se presente una expresion consistentemente mayor en los
tejidos de mioma, que en aquellos de la region subtumoral y del miometrio

sano, independientemente de la fase del ciclo.

La via canonica, mediada por Wnt-7a, induce la estabilizacion y acumulacion en
el citoplasma de R-catenina y su posterior translocacion al ndcleo celular en

donde afecta la transcripcion de genes blanco (Logan, 20004).

La via de Wnt/Ca*® “no canénica” que regula la adhesion celular y la motilidad
mediada por Wnt-5a, dispara la liberacién de Ca*? intracelular para activar
enzimas sensibles a Ca*? como la proteina cinasa C (PKC) y cinasa II
dependiente de calmodulina y Ca*? (CaMKII) sin activacién de la via R-catenina
(Gumbiner, 2005).

Esta via de Wnt-5a es independiente de GSK-3p-catenina, pero se ha
descubierto que Wnt-5a antagoniza a la via canénica mediante la promocion de
la degradacién de B-catenina (Peifer, 2000). Existen pruebas de que Wnt-5a
también actda en vivo para promover la degreacion de B-catenina, actualndo en
la regulacién del desarrollo de las extremidades de mamiferos y, posiblemente,
en la supresion de la formacion de tumores (Topol, 2003).
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11. CONCLUSIONES

Los resultados de las metodologias para analizar la expresion proteica y génica

de Wnt-7a y Wnt-5a apoya las siguientes conclusiones:

e \Wnt-7a tiene una expresion proteica mayor en la fase proliferativa que en
la fase secretora del ciclo.

e La expresion proteica de Wnt-7a es mayor en tejido de mioma que en los
tejidos de la region subtumoral o de miometrio sano.

e La expresion génica de Wnt-7a se observd en las dos fases del ciclo
menstrual.

e Se observa mayor expresion génica de Wnt-7a en el tejido de mioma que
en los tejidos de la regién subtumoral y del miometrio sano.

e Wnt-5a tiene una expresion proteica mayor en los tejidos de la fase
proliferativa del ciclo .

e La expresion proteica de Wnt-5a es igual en los tres diferentes tipos de
tejido (mioma, subtumoral, miometrio sano).

e Se observo igualmente la expresion génica de Wnt-5a en las dos fases
del ciclo menstrual, siendo mayor en la fase proliferativa que en la fase
secretora.

e También se observdé mayor expresion génica de Wnt-5a en el tejido de
mioma que en los tejidos de la region subtumoral y del miometrio sano en
la fase proliferativa pero en la fase secretora la expresioén génica fue igual
en los tres tipos de tejido.

Estas observaciones pueden ser debidas a la participacion de las hormonas
esteroides en las vias de sefalizacion de Wnt. especificamente en la via

+2 «

canolnica de Wnt, mediada por Wnt-7a, y en la via Wnt/Ca™ “no candnica”,

mediada por Wnt-5a.
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13.ANEXOS
13.1 Anexo 1
P::snl;‘uf d::‘::‘::';cr
HOSPITAL DE LA MUJER %,
e SUBDIRECCION DE ENSENANZA w pafis

- DE SALUD

E INVESTIGACION

Prolongacién Salvador Diaz Mirén No. 374
Col. Santo Tomds C.P. 11340, México, D.F.
Delegacién Miguel Hidalgo Tels. 5341-1909 5341-1100 Ext.1210, 1215

México, D. F., a 21 de octubre de 2010

DR. CELSO DIOGENES RAMIREZ PALACIOS
MEDICO GINECO/OBSTETRA

EN HOSPITAL DE LA MUJER

Presente.

Estando reunido el Comité de Ensefianza e Investigacidn de este Hospital, se
aprobd el Proyecto de investigacion, y el consentimiento informado para el mismo,
EXPRESION PROTEICA ¥ REGULACION POR ESTRADIOL ¥ PROGESTERONA
DE Wnt-7a y Wnt-5a en 3 REGIONES DE UTERO CON MIOMATOSIS", que
serd realizado por el Dr. Celso Didgenes Ramirez Palacios, quedando notificado
en la libreta de investigacion.

Sin otro particular, aprovecho la ocasidn para enviar a usted un

cordial saludo.
ATENTAMENTE
\ \
DR. MAURICIO PICHARDO CUEVAS
DIRECTOR
MPC*dac.



| Eresonpomcasewniaywnsa on

13.2 Anexo 2
CONTROL DE MUESTRAS
Expresion proteica y regulacion por estradiol y progesterona

de Wnt-7a y Wnt-5a en tres regiones de Utero con miomatosis.

Fecha de la cirugia: No. de expediente:
Antecedentes:

Edad: Gestas: Partos: Ceséreas: Abortos:
Tratamiento anticonceptivo:Si:__ No:___ Duracion:

Radioterapia: Si:__No:____ Duracion:

Cirugias anteriores: Si:____No:___ Tipo de cirugia:

Antecedentes heredofamiliares:

Céanceres: Hipogonadismo:

Patologias concomitantes:

Tipo de tumor:

Tipo de cancer:

Infecciones genitourinarias

Tipo de tratamiento seguido por la paciente:

Diagnéstico:

Etapa del ciclo menstrual:

Muestreo:
Tiempo entre la extracciéon de la pieza y la toma de muestra:

Resultados de Patologia:

Observaciones:

Recabd informacion:
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13.3 ANEXO 3
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Iniciales de la paciente

Texto de informacion para la paciente y consentimiento informado para el
protocolo de estudio:
“Expresion proteicay regulacion por estradiol y progesterona de Wnt-7a'y

Wnt-5a en tres regiones de Gtero con miomatosis”

INVITACION
Usted ha sido escogida por su Médico para invitarla a participar de forma
voluntaria en el presente estudio de investigacion. Este formulario le
proporcionara informacion detalladaacerca del mismo. Léalo atentamente y si
lo desea coméntelo con su familiar o pareja. Si hay algo que no entiende o si

desea tener mas informacién pregunte a su Médico.

OBJETIVO DE ESTUDIO
Analizar la expresion de las proteinas Wnt-7a, y Wnt-5a, en biopsias de uteros

con miomatosis, en pacientes mexicanas.

TEJIDO DE ESTUDIO
El tejido en estudio es una porcion del utero que a Usted le sera extirpado por
razones médicas. En dicho tejido se analizara la presencia de proteinas
relacionadas con la actividad de las células de atero (Wnt-7a y Wnt-5a) y que
promueven el crecimiento y muerte de células que forman el mioma. Al realizar
la cuantificacién de las proteinas antes mencionadas, se tratard de encontrar
una asociacion entre ellas buscando que esto nos aporte informacion para
poder explicar por qué crece un mioma uterino y en su momento se poder
proponer la inhibicién de estas proteinas para detener el crecimiento de estos

tumores.

Es importante mencionar que la obtencion del fragmento del Utero no interfiere

en nada con la operacion que se empleara en su caso, ni con el tratamiento o
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precauciones que Usted debera tomar después de su cirugia, pues el tejido
utilizado procedera de la pieza quirdrgica (Utero), obtenida durante la cirugia

realizada para tratamiento de su enfermedad (miomatosis uterina).

BENEFICIOS
Su médico le ha pedido que participe en este estudio porque esta seguro que
no le perjudicard y porque ayudara a estudiar enfermedades como la suya,
pues en un futuro se podrian plantear opciones de prevencion y/o tratamiento

mas especificos y eficaces.

PARTICIPACION VOLUNTARIA
En caso de aceptar, su participaciéon en este estudio es voluntaria; Usted no
tendra que sufragar ningun gasto adicional al que normalmente esta
contemplado en su tratamiento y tampoco recibira ningin pago. Si usted decide
participar en el estudio podra retirarse de éste en cualquier momento sin que se

vea afectada su atencidn médica en el futuro.

Su muestra puede no ser tomada bajo las siguientes circunstancias:
1) si el tejido no esta en buenas condiciones para los requisitos del estudio
2) si a Usted recientemente se le detecto algun trastorno hormonal
3) si Usted no regresa para las evaluaciones pertinentes
4) si Usted decide en el Gltimo momento no participar

CONFIDENCIALIDAD
Al firmar el “consentimiento informado” Usted autoriza al personal de la Escuela
Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional y del Hospital de la
Mujer de la Secretaria de Salud y miembros del Comité de Etica de estas
Instituciones para revisar su expediente clinico. Esto se realiza para verificar
que el estudio se esté llevando a cabo correctamente y conforme a normas
bioéticas nacionales e internacionales. Cualquier informacion recogida por
estas personas se mantendra de manera confidencial. Los datos y los
resultados obtenidos durante la investigacion estaran disponibles
exclusivamente para la paciente, el Médico tratante, el equipo de

investigadores que realizan el estudio, y los miembros de los Comités de Etica
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mencionados. Los documentos que la identifican con su nombre se
mantendran de manera confidencial y si los resultados del estudio se publican,
su identidad permanecera también confidencial.

Su Médico le entregard una copia del “Consentimiento Informado”, junto con
una copia de este texto de informacion para la paciente.

Para cualquier duda sobre el presente protocolo de estudio se puede dirigir con
los investigadores participantes: Dra. Claudia C. Calzada Mendoza (Escuela
Superior de Medicina-IPN) al teléfono 5729-6300 ext. 62824 y 62820 y Dr.
Celso Diogenes Ramirez Palacios (Hospital de la Mujer-SS) al teléfono 04455-
54022941.
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13.4 ANEXO 4
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio de la presente certifico que voluntariamente acepto participar en el

estudio titulado “EXxpresion proteica y regulacion por estradiol y
progesterona de Wnt-7a y Wnt-5a en tres regiones de utero con

miomatosis” y confirmo que he leido y recibido copia de la informacion para

la paciente y del presente “Consentimiento Informado”.

Nombre de la paciente:

Firma de la paciente: Fecha:

Nombre del médico:

Firma del médico: Fecha:

Nombre del testigo:

Relacion con la paciente:

Firma del testigo: Fecha:

Nombre del testigo:

Relacién con la paciente:

Firma del testigo: Fecha:
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