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1. INTRODUCCION

En el miometrio, las células de musculo liso son el origen de diversas de estas neoplasias.
Entre ellas, los leiomiomas (LM) son los tumores benignos del miometrio, dependientes de
estrogenos y progesterona, mas frecuentes (Walker y Stewart, 2005; Evans y Brunsell, 2007) y
la neoplasia mas comun del tracto genital femenino. A pesar de que son usados varios términos
para caracterizar estos tumores, miofibroma, fibromioma, leiomiofibroma, leiomioma, fibroma o
mioma, leiomioma es el término que define exactamente esta neoplasia y se refiere a cualquier
tumor benigno con origen en las células musculares lisas (Blake, 2007). Dentro de un Utero
normal, pueden crecer enteramente dentro del compartimento miometrial, leiomiomas
intramurales, sobresalir por la superficie serosa del Utero en la cavidad peritoneal (leiomioma

pedunculado y subseroso) o proyectar en la cavidad uterina (leiomioma submucoso).

Los leiomiomas son tumores monoclonales de células de musculo liso rodeadas por una
abundante matriz extracelular. Segin Sankaran y Manyonda, 2008, los LMs son sintomaticos en
un 50% de los casos, lo que hace que, aunque sean tumores benignos, tengan un fuerte
impacto en la salud de la mujer y su calidad de vida. Los sintomas mas frecuentes son las
metrorragias, hemorragias anemizantes y dolor abdominal, ademas de afectar a la infertilidad,
abortos y reduccion de la eficacia de los tratamientos de reproduccion asistida (Stowall y cols.,
1998; Hart y cols., 2001), segun su localizacion y tamafio. A pesar de su impacto en la salud
femenina han recibido poca atencion, hasta los Ultimos afos, en cuanto al estudio de sus
causas y patogénesis, considerando su poco clara e infrecuente malignizacion. Sin embargo, el
hecho de que los leiomiomas existentes en el Utero progresen hacia leiomiosarcoma (LMS),

tumor maligno de miometrio, es una posibilidad (Indraccolo y cols., 2008).

En la literatura parece aceptado el papel determinante de los esteroides gonadales en el
desarrollo de leiomiomas uterinos. Asi, a los estrdgenos se les considera factores de riesgo y
promotores de su desarrollo asi como factores de proliferacion o posibles estimuladores de
otros factores, (Flake y cols. 2003), aunque en los estudios moleculares y celulares no haya

exactamente consenso por el momento.

Ademas de las hormonas, otros factores como la raza, componentes genéticos
hereditarios y factores ambientales han sido también asociados a la aparicién de leiomiomas
uterinos considerandolos factores de riesgo para su desarrollo (Baird y Dunson, 2003; Parker,
2007). Debido a que la exposicion de las mujeres a estrogenos y progesterona esta influenciada
por su historia reproductiva y uso de contraceptivos o tratamientos de fertilizacion, estas
caracteristicas pueden estar implicadas en el desarrollo de leiomiomas uterinos. Por otro lado es

necesario considerar otras fuentes enddgenas de estrégenos debido a circunstancias como la
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obesidad, cuya asociacion con la presencia de leiomiomas e incremento de la incidencia parece
algo aceptado en los distintos estudios (Parker, 2007). Canarias constituyen una de las regiones
espanolas con mayor indice de obesidad (INE). La obesidad conlleva una hipertrofia del tejido
adiposo, cuyas células expresan la enzima aromatasa necesaria para la conversion de
andrégenos en estrogenos, sintesis de estrogenos contribuyendo asi a crear un ambiente
hiperestrogénico. Una de las moléculas mas importantes sintetizada por las células adiposas es
la leptina, hormona que regula el apetito y el balance energético, la cual se ha demostrado que
induce la expresion de aromatasa en tejido leiomiomatoso pero no en miometrio sano
(Markowska y cols., 2005; Markowska y cols., 2006).

Generalmente, se cree que las variantes de leiomiomas tienen el mismo comportamiento
benigno que los leiomiomas tipicos (Wilkinson y Rollason, 2001; Giuntoli y cols. 2007). Sin
embargo, dos de estas variantes, denominados en la literatura como “bizarros o leiomiomas
atipicos” (LA) y leiomiomas celulares (LC), con células pleomorficas, bajo indice mitdtico y
necrosis no coagulativa los primeros o hipercelularidad los segundos, aunque considerados
tumores clinicamente benignos, se tienen evidencias de su potencial malignidad (Sung y cols.,
2009; Giuntoli y cols., 2007), presentando algunas caracteristicas, tipicamente asociadas a LMS
(Taran y cols., 2010). Los LMS son tumores escasos, 1% de los tumores uterinos, pero
altamente agresivos con alta capacidad metastasica y proporcion de recurrencia, ain con un
diagnostico en las fases iniciales. No se conoce si los LMS uterinos pueden desarrollarse desde
un leiomioma preexistente (Singh y cols. 2006) o de novo a partir de la malignizacion de las
células musculares del miometrio, y su crecimiento debe estar controlado posiblemente por

esteroides gonadales (Hyder y Stancel, 1999).

Aunque parece evidente el papel de los esteroides en el desarrollo de estas diferentes
neoplasias que afectan al miometrio, sus mecanismos de accion en la etiologia y/o desarrollo de
las mismas siguen siendo desconocidos. En el caso mas estudiado, los LMs, se sabe presentan
una sensibilidad a la estimulacion con estrogenos, aumentada respecto al Utero sano (Okolo,
2008). La progesterona parece favorecer la actividad mitogénica de las células de leiomioma en
cultivo (Xu Q y cols. 2005) y también promover la supervivencia de las células de leiomioma

regulando la expresion de la proteina Bcl-2 (Yin y cols. 2007).
2. ESTROGENOS EN LAS NEOPLASIAS DE MIOMETRIO

En general, los efectos bioldgicos de los estrégenos, son mediados por sus receptores
(RE) ay B.
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Algunas de las acciones mediadas por estos receptores suponen una accion sobre la
expresion génica, (accion gendmica), pero también se cree que ejercen acciones no genoémicas

por medio de receptores asociados a la membrana celular (Bjérnstrom y Sjoberg, 2005).

Los dos tipos de receptor de estrogenos presentan homologias significativas en el
dominio de unién al ADN y en la unidn al ligando. Sin embargo la especificidad de union al
ligando y la actividad transcripcional de las dos formas de REs son sustancialmente diferentes
(Hall y Korach, 2002; Dahlman-Wright y cols., 2006). Estos receptores ademas se expresan de
manera diferencial en los distintos tejidos, pudiendo actuar de forma opuesta sobre ellos
(Taylor y cols., 2010). La alteracién de la expresion de los REs esta implicada en diversas
condiciones patofisiolégicas incluyendo la progresién del cancer en tejidos hormono-
dependientes (Taylor y cols., 2010). En general, se acepta que el proceso carcinogénico
mediado por estrogenos, puede depender del érgano o del tipo celular especificamente y que
este efecto puede estar influenciado principalmente por el estado de ambos receptores dentro
del tejido como ha sido reportado en cancer de mama (Chen y cols. 2008). En efecto, es la
ratio REa-RER mas que el nimero de receptores individuales, lo que parece estar asociado con
el riesgo de que un carcinoma comun de mama progrese hacia un cancer invasivo (Shaaban y
Speirs, 2005).

En el caso del Gtero, donde los REa son mayoria en el tejido sano, la ratio REa-REB es
menor en cancer de endometrio donde ratios menores de 1 parecen ser un factor predictivo de

una mas corta supervivencia libre de enfermedad (Jongen y cols., 2009; Mylonas y cols., 2005).

En LMs, los trabajos sobre la expresion de RE a y B, muestran resultados controvertidos
(Wang y cols 2009; Kovacs y cols 2001; Roan y cols., 2005). Si bien parece claro que los
niveles de REs, sin especificar el tipo, son mas altos en leiomiomas que en el Utero sano
(Brandon y cols., 1993), el segundo tipo de RE, REB, parece expresarse a niveles de ARNm de
forma preferente en leiomiomas respecto del miometrio sano (Benassayag y cols 1999; Bakas y
cols. 2008). A nivel celular, hay algunos datos contradictorios sobre la localizacion de ambos
receptores en las células leiomiomatosas, dependiendo del tipo de estudio, tumores primarios o
cultivo (Gargett y cols., 2002; Jakimiuk y cols. 2004). Ante estos antecedentes, nuestro grupo
se planted estudiar mas profundamente estos tumores y para ello comenzamos por la
caracterizacion de los tipos celulares que presentan REa y REB en células leiomiomatosas
respecto del miometrio sano, (Valladares F. y cols.: Characterization of estrogen receptor alpha
and beta immunoreactivity in uterine leiomyomas cells. Fertil. Steril. 2006). Para este primer
trabajo se usd material de archivo de la Unidad de Anatomia Patolégica del HUC (Hospital
Universitario de Canarias) en el que aplicando métodos inmunoenzimaticos obtuvimos que, el

receptor de REa esta sblo presente en células musculares lisas con variaciones en cuanto a la
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localizacion subcelular, pudiendo ser sélo nuclear, solo citoplasmatica o nuclear y citoplasmatica
en los diferentes leiomiomas estudiados, presentando las mismas variaciones que el miometrio
sano. El REB presentd una amplia distribucion en células musculares lisas, endoteliales y de

tejido conjuntivo con localizacion nuclear en todos los casos estudiados.
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Figura 1. Inmunoreaccion para el REa y REB en células de misculo liso de miometrio (M),
leiomiomas atipicos (AL) y leiomiosarcomas (LMS). Nlcleos REa-ir (puntas de flecha) en M (A),
AL (C) y (E). Coloracion de contraste correspondiente a la tincion con hematoxilina-eritrosina.
Nucleos REB-ir (puntas de flecha) en M (B), AL (D) y LMS (F) sin coloracion de contraste. Barra
de escala 30 um.

Representacion grafica que muestra el porcentaje de células REa y REB-ir en miometrio (M),
leiomioma (LM), leiomioma atipico (AL) y leimiosarcoma (LMS). El histograma representa los
valores medios + SEM. ** p<(,001.

En otras variantes de LMs el estatus de ambos receptores es desconocido y los pocos
estudios en LMSs, presentan datos sélo de un tipo de receptor. AlUn asi, datos recientes indican
gue el estatus de REs puede ser Util como un potencial marcador prondstico o como una diana

terapéutica en esta fatal enfermedad (Ioffe y cols., 2009).

En otros tumores como el cancer de mama, se ha mostrado ser mas importante que la
presencia del receptor alfa y beta conjuntamente en el tejido neoplasico, la relacion entre
ambos. Asi, la ratio REa/REB parece ser un factor critico en el desarrollo del proceso tumoral,
conociéndose en tumores sensibles a estrogenos como, colon, préstata, mama, e ignorandose
completamente en el Utero donde recientemente se vio que podria haber un aumento de la

ratio REB/REa en cancer de endometrio. Ante la importancia de que en el Utero, la ratio sea
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inversa a la observada en cancer de mama nuestro siguiente objetivo fue determinar dicha
ratio, REa/REB, en leiomiomas, leiomiomas atipicos, como un tipo de leiomioma con potencial
de malignizacion y leiomiosarcomas respecto del miometrio sano. En el trabajo (Rodriguez Y. y
cols.: Comparative analysis of the ERa/ERp ratio and neurotensin and its high-affinity receptor
in myometrium, uterine leiomyoma, atypical lefomyoma, and leiomyosarcoma. Int J Gynecol
Pathol. 2011) encontramos que el REa siempre estuvo presente en miometrio y leiomioma. En
leiomiomas atipicos y leiomiosarcomas, un nimero importante de muestras no presentaron
inmunorreactividad para el REa siendo la localizacion subcelular del mismo mayoritariamente
nuclear. Sin embargo, el REB se encontré siempre en todas las muestras de cada grupo
estudiado. No obstante, mientras que en miometrio y leiomioma, su localizacion fue
principalmente nuclear, en leiomiomas atipicos y leiomiosarcomas, la localizacion del REB fue
citoplasmatica (Fig.1). Estos resultados sugieren que el leiomiosarcoma puede ser un tumor
dependiente de estrégeno y por otro lado la malignizacion implica un cambio en la localizacion
subcelular del RE.

Por otro lado, en leiomiosarcomas, REB estuvo siempre presente y el REa disminuy6 o
estuvo ausente. El valor de ratio REa/REB es mayor que 1 para miometrio sano y leiomioma,

mientras que es menor que 1 para leiomiomas atipicos y leiomiosarcomas. (Fig. 2)
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Figura 2. Representacion grafica que muestra la ratio REa/REB en miometrio (M), leiomioma
(LM), leiomioma atipico (AL) y leimiosarcoma (LMS). La grafica muestra la ratio REa/REB
calculada para cada muestra en cada uno de los grupos analizados.

3. ESTROGENOS Y NEUROTENSINA EN LAS NEOPLASIAS DE MIOMETRIO

Una de las acciones estrogénicas en los tejidos, es la induccion de expresion de factores

de crecimiento peptidicos y de sus receptores (Hyder y Stancel, 1999). Uno de estos factores
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troficos es el péptido neurotensina (NT). La neurotensina es un neurotransmisor Y
neuromodulador en el sistema nervioso y modulador paracrino o endocrino en tejidos
periféricos. Los efectos de este péptido son principalmente mediados por el receptor de alta
afinidad, acoplado a proteina G, NTR1, el cual después de unirse a la NT induce una cascada de
sefializacion que incluye la activacion de protein-quinasas mitogénicas conduciendo a una

estimulacion de la proliferacion celular.

Este efecto proliferativo ha sido observado en diversos tejidos normales tales como,
colon, pancreas y corteza adrenal (Evers, 2006). De la misma forma, diversas lineas de
evidencia sugieren que NT juega un papel en la regulacion del crecimiento tumoral, el ARNm
del NTR1 es altamente sobreexpresado por una variedad de canceres primarios, comparados
con el tejido normal (Reubi y cols., 1999; Elek y cols., 2000) y lineas celulares de cancer
humano, expresan altos niveles de NTR1 y presentan respuestas de crecimiento celular a
concentraciones subnanomolares de NT (Carraway y cols., 2007; Sehal y cols., 1994;
Seethalakshmi y cols 1997). Ademas, las células tumorales pueden secretar NT y también
expresar sus receptores sugiriendo que ademas de una senalizacion endocrina y paracrina, es

posible una regulacién autocrina por la neurotensina en estas células (Carraway cols., 2007).

Diversos trabajos indican que la NT interviene en funciones ligadas a la progresion
neoplasica, incluyendo proliferacion de células de pancreas, prostata, colon y pulmén (Thomas
y cols., 2003), proteccion del cancer de mama contra la apoptosis (Somai y cols., 2002) e
induccion del potencial proinvasivo de células de cancer de colon (Souazé y cols., 2006). El
grupo de Forgez P. INSERM Paris, esta especializado en el andlisis de la neurotensina y sus
interrelaciones con hormonas gonadales, en el desarrollo y progresion del cancer de mama y
coldn, dos tipos de cancer estrogeno-dependientes. Por otro lado, la presencia de neurotensina
pudiera ser un hecho temprano en la tumorogénesis como indican los hallazgos recientes de
Gui X y cols., 2008, que mostraron como la expression de NTR1 iba aumentando desde tejido
sano, a adenoma con una maxima expresion en adenocarcinoma, en el cancer de colon.
Teniendo en cuenta que las neoplasias uterinas pertenecen a este grupo de tumores sensibles a
estrdgenos, son unos buenos candidatos a expresar este péptido por lo que nos planteamos su
estudio. Nuestro primer trabajo (Rodriguez y cols.: Neurotensin and neurotensin receptor 1
expression in human myometrium and uterine leiomyomas. Biol Reprod. 2010) lo realizamos en
leiomiomas de pacientes normales comparando con miomas procedentes de mujeres que
habian tenido tratamientos de fertilizacién in vitro, como un modelo de mayor exposicion a
hormonas gonadales. Mientras que en el tejido sano, solo hay inmunorreactividad para la NT en
el tejido conjuntivo (Fig.3 a) en los leiomiomas, la neurotensina y su receptor colocalizan en las

células musculares (Fig. 3b). En las pacientes tratadas con altas dosis de esteroides para
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procesos de fertilizacion in vitro que mostraron crecimiento del tumor, se duplica el nimero de

células musculares que presentan NT inmunorreactiva (Fig. 3c, d)
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Figura 3. Neurotensina-ir en miometrio y leiomioma. (a) NT-ir en células de tejido conjuntivo
(flechas) de miometrio sano. b) NT-ir en células de musculo liso (puntas de flecha) de un
leiomioma. c) NT-ir en células de musculo liso (puntas de flecha) en un leiomioma de una
paciente después de sometida a tratamiento de fertilizacién. d) Representacion grafica que
muestra el ndmero de células NT-ir en mujeres sin y con tratamiento de fertilizacion. El
histograma representa los valores medios + SD. ** p<(0,015. Barra de escala 50 um.

Otro hecho interesante en relacion a los receptores de péptidos en los tumores, es la
evidencia mostrada en los Ultimos 20 afios de la presencia de variantes de splicing especificas
de receptores acoplados a proteinas G que se expresan solo en células cancerosas (Venables,
2004). La utilizacion de anticuerpos dirigidos contra productos de splicing especificos de las
células cancerosas constituye una terapia prometedora, estando actualmente en
experimentacion clinica (Venables, 2004). A pesar de que en el cancer de mama esta muy
avanzado el estudio de la neurotensina y sus receptores, asi como su relacion con las hormonas

gonadales, en el Utero se desconocia completamente tan siquiera si estaba presente. Para
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estudiar la posible presencia de variantes de splicing del NTR1 en los leiomiomas hicimos un
trabajo previo en una linea celular de cancer de prostata PC3, donde el NTR1 se expresa de
forma muy abundante. Con este estudio determinamos la presencia de tres variantes, (Almeida
TA y cols. Differential expression of new splice variants of the neurotensin receptor 1 gene in

human prostate cancer cell lines. Peptides. 2010).

Al estudiar estas variantes en leiomioma encontramos que un porcentaje de ellos las

expresaban mientras que no hubo ninguna expresion en el miometrio sano.

Estudiamos la presencia de la neurotensina y su receptor de alta afinidad, también en
leiomiomas atipicos y leiomiosarcomas (Rodriguez Y. y cols.: Neurotensin and neurotensin
receptor 1 expression in human myometrium and uterine leiomyomas. Biol Reprod. 2010). El
péptido estuvo presente en la mayoria de células tumorales en leiomioma atipico y en todas las
células de leiomiosarcoma donde ademas demostramos su expresion utilizando hibridacion /in
situ. Nuestros datos sugieren que la NT es un regulador autocrino de la célula tumoral al estar

colocalizados el péptido y su receptor en todas ellas.

Un resultado particularmente interesante de este trabajo fue mostrar que el fenotipo de
los leiomiomas atipicos en relacion tanto al receptor de estrégeno alfa y beta como la expresion
de neurotensina, estd mas proximo al del leiomiosarcoma que al del leiomioma, lo que apoya

un posible potencial de malignizacién de este tumor.
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