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RESUMEN
Introducciéon. La hormona anti-mulleriana (AMH) es una glicoproteina que
participa en la involucion de las estructuras miullerianas (que dan origen al utero,
salpinges, cérvix y vagina). La etiopatogenia de la miomatosis uterina es
multifactorial. Al momento no se sabe cual es la relacion en la concentracion de la
AMH y la miomatosis uterina.
Objetivo. Determinar si existen diferencias entre las concentraciones séricas de
AMH en mujeres con y sin miomatosis uterina.
Materiales y métodos. Se estudiaron un total de 60 mujeres (30 pacientes con
miomatosis uterina y 30 mujeres sin miomatosis uterina). El diagndéstico de
miomatosis uterina se confirmd por estudio histopatolégico. Las mujeres sin
miomatosis uterina fueron pareadas por edad y dia del ciclo menstrual. La
determinacion sérica de AMH fue realizada por ELISA.
Resultados. La edad media entre los grupos de mujeres con y sin miomatosis
uterina fue similar (41.8+5.6 afios vs. 41.445.7 afios, respectivamente [p=0.78]).
No se encontr6 diferencias en el indice de masa corporal (28.1+4.3 vs. 28.0£3.3,
respectivamente [p=0.93]). En cambio, las concentraciones séricas de AMH fueron
significativamente menores en las pacientes con miomatosis uterina comparadas
con las mujeres sin miomatosis uterina (1.02+2.1 ng/ml vs. 2.3+2.1 ng/ml, p=0.27).
Conclusiones. Las pacientes con miomatosis uterina presentan concentraciones
séricas de AMH significativamente menores que las mujeres sin miomatosis
uterina. Se requieren mas estudios para establecer una relacion causal entre la

AMH y la miomatosis uterina.



ANTECEDENTES CIENTIFICOS

La hormona anti-mulleriana (AMH) es una glicoproteina que pertenece a la
superfamilia del factor de crecimiento transformante . En la mujer adulta es
producida exclusivamente por las células de la granulosa de los foliculos
ovaricos.! El gen de la AMH y su receptor se encuentran en el cromosoma

19p13.3.2

La AMH actua a través de su receptor especifico AMH-RII y otro inespecifico
AMH-RI reclutado por el primero con el que forma un heterodimero. El AMH-RII es
una proteina con dos sitios de N-glucosilacion y tres dominios: extracelular,
transmembrana e intracelular. Actda a través de una serinal/treonina cinasa por
mecanismos de fosforilacion. El receptor tipo | es compartido con otros miembros
de la familia TGF.2 Luego de la unién del ligando a la unidad AMH tipo II, el tipo |
es incluido en el complejo y fosforilado en su extremo intra-citoplasmatico. El

sector fosforilado se trasloca al nucleo donde regula la expresion génica.

La funcién propuesta es inhibir el reclutamiento inicial de los foliculos primordiales,
durante las fases iniciales de crecimiento y diferenciacién folicular del ciclo ovarico
mensual. Se sabe que la produccion de AMH aumenta de forma significativa del
estadio primario a los antrales tempranos,*® y disminuyen durante el proceso final
de maduracién folicular.®’ Durante la fase lGtea se ha visto un incremento de la
AMH probablemente secundario a una pequefia cuenta folicular, pero sin relacion

con las concentraciones de estradiol y progesterona.®



Los foliculos que se encuentran en estadios mas avanzados de desarrollo no
expresan AMH o AMH RIl y luego de la menopausia su expresién decrece.® Los
foliculos mayores de 8 mm no expresan AMH, los foliculos antrales con diametro
de 2 mm los cuales secretan cantidades significativas no pueden ser medidos por
ultrasonografia, lo que explica las concentraciones constantes de AMH durante un

ciclo menstrual espontaneo a pesar del foliculo dominante.®

Las concentraciones en suero de AMH pueden modificarse por diversos motivos,
por ejemplo: estas disminuyen en la peri menopausia,™* son menores en la mujer

obesa,'> mayores en aquellas con ovarios poliquisticos,®

siendo mayor este
incremento cuando existe hiperandrogenismo.**** Sin embargo la disminucién de
peso no se acompafa de disminucién en las concentraciones de AMH,® pero si

cuando se administra metformina (Piltonen), y anticonceptivos orales

combinados.’

Los leiomiomas son tumores benignos de mdusculo liso que se originan del

miometrio. Su frecuencia es variable llegando del 20 al 70%."®

Los miomas pueden ser asintomaticos o bien ocasionar sintomas debidos al

efecto de masa o bien sangrados abundantes llevando a la mujer a la anemia.

Histologicamente los leiomiomas son tumores redondos, aperlados, firmes, de
consistencia ahulada y al corte presentan una superficie arremolinada.’® Los
leiomiomas estan separados del tejido miometrial periférico por una capa de tejido
conectivo. MicroscOpicamente contienen células alargadas de mduasculo liso

agregadas en manojos arremolinados que se intersecan en angulos rectos con



otras. La actividad mitética es rara y su presencia sirva para diferenciarlo del

leiomiosarcoma.*®

Los leiomiomas pueden sufrir distintos tipos de degeneracion. Los leiomiomas
poseen una menor densidad arterial comparada con el miometrio circundante y no
existe una organizacion vascular intrinseca.?’ Cada mioma se origina de un solo

miocito progenitor.?*

La mutacion primaria que inicia la tumorogénesis es desconocida. Los leiomiomas
son tumores sensibles a estrégeno y progesterona por lo que se desarrollan en los
afios reproductivos y disminuyen después de la menopausia. Los esteroides
sexuales median su efecto por la estimulacion o inhibicion de la trascripcion o
produccion de factores de crecimiento celular. Los leiomiomas por si mismos
crean un ambiente hiperestrogénico que parece ser requisito para su crecimiento y
mantenimiento. Al comparar con el miometrio normal los leiomiomas contienen
una mayor densidad de receptores a estrogenos lo que resulta en una mayor
unién del estradiol. Ademas los leiomiomas convierten en menor proporcion el
estradiol a estrona.?>*®> Ademas se ha descrito que los leiomiomas tienen una

mayor concentracion de la aromatasa citocromo P450 que los miocitos normales.

El papel de la progesterona en el leiomioma es menos claro ya que se han
observado efectos estimulantes e inhibitorios. Por ejemplo las progestinas

exdgenas han mostrado limitar el crecimiento.?*?°

El uso de medroxiprogesterona se ha asociado con menor incidencia de desarrollo

de leiomiomas.?® El uso de la antiprogestina, mifepristone (RU486), induce atrofia



en la mayoria de los leiomiomas lo que habla de un efecto estimulante de la
progesterona.”” Asimismo el uso de terapia con progestina junto con analogos de

GnRH se asocia con el crecimiento de los miomas.?®

Dado que la AMH interviene en la involucion de las estructuras miullerianas, que
como es sabido daran lugar entre otras al Utero y ya que en la literatura no existen
informes sobre las concentraciones séricas de AMH en mujeres con miomatosis

uterina comparado con mujeres sanas de ahi el motivo de este estudio.
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JUSTIFICACION

Los leiomiomas uterinos son una entidad frecuente y la AMH interviene en la
involucién de los conductos de Miller y por lo tanto de las estructuras
dependientes. El saber si las concentraciones séricas de AMH se encuentran en
menor cantidad en mujeres con miomatosis uterina podria servir para explicar la

génesis de esta enfermedad.

No se sabe cOmo se encuentran las concentraciones séricas de AMH en mujeres

con miomatosis uterina en comparacion con mujeres sanas.

11



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢La concentracion sérica de hormona anti-mulleriana serd menor en mujeres con

miomatosis uterina en comparacion con mujeres sanas?

12



HIPOTESIS

Las mujeres con miomatosis uterina tienen menor concentracion sérica de

hormona anti-milleriana en comparacién con mujeres sanas.
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OBJETIVO

Determinar si existen diferencias en las concentraciones séricas de la hormona

anti-mulleriana en mujeres con y sin miomatosis uterina.
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MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio transversal comparativo.

UNIVERSO DE TRABAJO

Mujeres a las que se les realizé histerectomia total abdominal por el diagndstico

de miomatosis uterina.

Mujeres sin miomatosis uterina como grupo control en quienes se descartd

patologia uterina y/o anexial.

TAMANO DE LA MUESTRA

Dado que no existen antecedentes se estudiaron un total de 30 casos como

estudio piloto.

15



CRITERIOS DE INCLUSION

Mujeres premenopausicas con miomas uterinos.

Mujeres premenopausicas sin patologia uterina.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Mujeres en quienes no se confirme el diagndstico de miomatosis uterina por

estudio histopatolégico.

Mujeres con patologia miometrial intercurrente.

CRITERIOS DE ELMINACION

Cuando la muestra de suero para la determinacién de hormona anti-mulleriana

sea insuficiente.
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DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES EN ESTUDIO

1. Miomatosis uterina.
- Definicion operativa. Miomatosis uterina confirmada por estudio
histopatolégico.
- Escala de medicion: Nominal
- Categoria de la variable: 1. Mujeres con miomatosis

2. Mujeres sin miomatosis

2. Concentracion de hormona anti-mulleriana.
- Definicion operativa. La concentracion de AMH se midié por ELISA.
- Escala de medicion: Cuantitativa continua

- Categoria de la variable: ng/ml.

3. Indice de masa corporal.

- Definicion operativa. Relaciéon entre peso y talla obtenida por la férmula:

peso / talla’.
- Escala de medicion: Cuantitativa
- Categoria de la variable: kg/m?.

17



DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Se incluyeron 30 pacientes premenopausicas con diagndstico clinico y de imagen
(ultrasonogréafico) de miomatosis uterina a quienes se les realizd histerectomia
total abdominal. Se les tom6 una muestra de sangre periférica al momento de
canalizar a la paciente, para su posterior andlisis para la determinacién de AMH

por ensayo inmuno - enzimatico (ELISA)

Se tomo6 muestra de sangre periférica a mujeres sanas, a quienes previamente se
realizd ultrasonido pélvico para descartar patologia uterina y/o anexial. Las
muestras de las pacientes con miomatosis uterina fueron comparadas con las
muestras de mujeres sin miomatosis uterina, pareados por edad y por dia del ciclo

menstrual.

Las determinaciones de la hormona anti-mulleriana fueron realizadas por la
técnica de ELISA utilizando para ello un estuche comercial (ElIAab Wuhan, China),
siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Brevemente, la placa de 96 pozos
esta sensibilizada con un anticuerpo monoclonal anti-AMH. Se afiaden a los pozos
los estandares y muestras (100 pl) y se incuba por dos horas a 37 °C. Se aspiran
las muestras de cada pozo y se les adiciona 100 ul de un anticuerpo policlonal de
conejo anti-AHM conjugado a biotina y se incuba la placa por 60 minutos a 37 °C.
Posteriormente, se lava y aspira cada pozo 3 veces y se agregan 100 ul de un
conjugado de avidina conjugado a peroxidasa (HRP) y se incuba a 37 °C por 60
minutos. Los pozos se lavan y aspiran por 5 veces y se les adiciona 100 pl del

cromogeno tetrametilbenzidina (TMB) y se deja incubando a temperatura ambiente

18



por 30 min., la reaccion es detenida por la adicion de &cido sulfarico 2N. La lectura
de la placa se realiz6 en un lector de placas de ELISA con una longitud de onda

de 450 nm.

Recoleccién de muestras y almacenamiento

Se colectaron 5 ml de sangre en un tubo separador de suero, la cual se dejé
coagular a temperatura ambiente durante 30 minutos, posteriormente el suero se
separ6 por centrifugacién durante 15 minutos aproximadamente a 1000 x g, se

elimind el suero y se guardaron 3 alicuotas a -20°C.

Preparacién de reactivos

Amortiguador - Si se formaron cristales en el concentrado, se calenté a
temperatura ambiente y se mezcl6 suavemente hasta que los cristales se
disolvieron completamente. Se diluyé 30 ml de amortiguador concentrado en agua

desionizada o destilada para preparar 750 ml de solucion de lavado.

Solucién estandar — Se reconstituyé el estandar con 0,5 ml de disolvente de
muestras. Esta reconstitucion produce una solucion madre de 50 ng/ml. Se agité
suavemente durante unos 10 minutos antes de realizar diluciones en serie. El
estandar sin diluir sirve como el estdndar mas alto (50 ng / ml). El diluyente de

muestra sirve como el patron cero (0 ng / ml).
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Reactivo de Deteccién A y B — Se diluyd a la concentracién de trabajo con un

diluyente de ensayo A o B (1:100), respectivamente.

Especificidad

Este ensayo reconoce AMH humana natural y recombinante. No se observo

reactividad cruzada o interferencia significativa.

Sensibilidad

La dosis minima detectable de AHM humana es tipicamente inferior a 0.195 ng/ml,

y el coeficiente de variacion intra-ensayo fue de 3.4%.

La sensibilidad de este ensayo, o limite inferior de deteccion se definié como la

concentracion mas baja detectable que podia diferenciarse de cero.

Rango de deteccion

0.78 -50 ng/ml. Las concentraciones de la curva estandar que se utilizan para el
ELISA fueron de 50 ng/ml, 25 ng/ml, 12.5 ng/ml, 6.25 ng/ml, 3.12 ng/ml, 1.56

ng/ml, 0.78 ng/ml.

20



ANALISIS ESTADISTICO DE LA MUESTRA

Se utilizo estadistica descriptiva, medidas de tendencia central y de dispersion. La
comparaciéon entre los grupos en cuanto a edad, peso, talla, indice de masa
corporal y concentraciones de AMH se realiz6 con prueba t de student para

muestras independientes, dada la distribucién de la muestra.

21



ASPECTOS ETICOS

Se trata de un estudio que no implica riesgos adicionales al procedimiento
quirdrgico que se va a realizar, es voluntario, confidencial, sin costo para la
paciente y sin compensacion monetaria por su participaciébn. Posee como
beneficios obtener informacion sobre sus niveles hormonales. Si la paciente
decide abandonar el estudio, eso no sera obstaculo para ningan tratamiento que
esté recibiendo o tenga que recibir, y no afectara sus consultas médicas actuales
ni futuras en HGO No. 4 “Luis Castelazo Ayala”. Se firmé una carta de
consentimiento informado para participar en un estudio de investigacion (Anexo 3),
previo a la toma de las muestras, la cual se encuentra apegada a los cédigos

internacionales para la investigacion en seres humanos.

Este proyecto fue sometido al comité local de investigacién en salud (CLIS) y fue

autorizado con numero de registro: R-2011-3606-8 (Anexo 4).

22



AMBITO GEOGRAFICO DONDE SE DESARROLLO LA INVESTIGACION

Servicio de Gineco-endocrinologia y Unidad de Investigacion Médica en Medicina

Reproductiva. México DF, UMAE; HGO No. 4 “Luis Castelazo Ayala”

23



RECURSOS

Humanos

Investigadores.

Médico residente de 4° afio.

Médicos del servicio de Ginecologia.

Médicos del servicio de Patologia.

Quimicas Farmaco-bidlogas

Materiales

Estuche comercial para la terminacion de AMH en suero.

24



Financiamiento

Se utilizaron recursos del proyecto FIS/IMSS/PROT/267.

Factibilidad

El estudio es factible dado que diariamente en el hospital se realizan al menos
cuatro histerectomias por miomatosis uterina. Ademas se cuenta con los recursos

humanos y materiales para su realizacion.

25



RESULTADOS

Como fue de esperarse, la edad media entre los grupos de mujeres con y sin
miomatosis uterina fue similar (41.8 = 5.6 afios vs. 414 + 5.7 afos,
respectivamente [p=0.78]). No se observo una relacion directa entre la edad y las

concentraciones séricas de AMH.

El dia del ciclo en que se tomd la muestra fue en promedio para el grupo de
pacientes con miomatosis uterina de 35.2 + 39.7, mientras que para el grupo de

mujeres sin miomatosis uterina fue de 25.3 £ 25.7.

No se encontraron diferencias significativas el peso, en la talla ni en el indice de

masa corporal para los grupos con y sin miomatosis uterina.

Para el grupo de pacientes con miomatosis uterina el peso fue parecido (66.6 *
10.9 kg vs. 67.3 + 9.23 kg respectivamente [p=0.81]). La talla fue semejante en

ambos grupos (1.5 +. 05 m vs. 1.53 + .06 m respectivamente [p=0.52]).

De igual forma no se encontraron diferencias en el indice de masa corporal (IMC)
(28.1 £ 4.3 vs. 28.0 £ 3.3, respectivamente [p=0.93]). No se observé una relacion

directa entre el IMC y las concentraciones séricas de AMH.

En cambio, las concentraciones séricas de AMH fueron significativamente
menores en las pacientes con miomatosis uterina comparadas con las mujeres sin

miomatosis uterina (1.02 £ 2.1 ng/ml vs. 2.3+2.1 ng/ml [p=0.27]).

26



TABLA 1

Variables Grupo con Grupo sin o
miomatosis miomatosis
Edad 41.845.6 41.445.7 77
Dia del ciclo 35.2+39.7 25.3+25.7 .286
Peso 66.6+10.9 67.3+9.23 .817
Talla 1.5+.05 1.53+.06 521
IMC 28.1+4.3 28.0+3.3 .925

AMH 1.02+2.1 2.3+2.1 .027




DISCUSION

La hormona anti-mulleriana, también llamada factor inhibidor mulleriano participa
durante la embriogénesis en la involucién de las estructuras mllerianas en fetos
mascullinos, mientras que en fetos femeninos da origen al Utero, salpinges, cérvix
y vagina. En las mujeres a partir de la pubertad se encuentran niveles séricos
detectables y se ha encontrado que es responsable de inhibir el reclutamiento
inicial de los foliculos primordiales, durante las fases iniciales de crecimiento y
diferenciacion folicular del ciclo ovarico mensual. Coincidimos con lo reportado en
la literatura en relacién al incremento de la AMH durante la fase latea en mujeres
sin miomatosis, mismo que no se presentd en las pacientes con miomatosis

uterina.

Actualmente no se han encontrado articulos publicados sobre cual es la relacion
entre concentraciéon de la AMH y la miomatosis uterina. Con los resultados
obtenidos confirmamos la hipotesis, ya que encontramos que las concentraciones
séricas de AMH fueron significativamente menores en las pacientes con
miomatosis uterina comparadas con las mujeres sin miomatosis uterina, ain no
sabemos si tiene implicacion en la génesis de la enfermedad, debido a que la
miomatosis uterina es multifactorial y por el momento no podemos determinar con
precision una relacion de causa-efecto, por lo que se requieren de estudios mas

especificos a nivel molecular.
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Se ha reportado que las concentraciones en suero de AMH presentan un
decremento directamente relacionado con la edad, y que algunas causas como la
peri menopausia y la obesidad pueden disminuir sus niveles séricos. Sin embargo
en este estudio no encontramos una relacion directa con la edad ni con el IMC,

probablemente debido al tamafio de muestra.

La deficiencia principal del estudio es que si bien encontramos una relaciéon entre
la disminucion de la concentracion sérica de la AMH y la presencia de miomatosis

uterina no podemos establecer una causa-efecto.
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CONCLUSION

Las pacientes con miomatosis uterina presentan concentraciones séricas de AMH
significativamente menores que las mujeres sin miomatosis uterina. Se requieren
mas estudios para establecer una relacién causal entre la AMH y la miomatosis

uterina.
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Anexo 1. CRONOGRAMA DEL PROYECTO

ANEXOS

ACTIVIDAD

10

11

12

Redaccion de protocolo

de investigacion.

XX

XX

Revisién de protocolo en

el comité.

XX

Trabajo de campo

(recoleccion de datos).

XX

XX

XX

Trabajo de laboratorio.

XX

XX

Analisis de los

resultados.

XX

Redaccioén de resultados.

XX

XX

Presentacion de reporte

final.

XX

31




Anexo 2. HOJA DE CAPTACION DE DATOS

Nombre:

Edad:

Ciclos: X

Dia del ciclo:

Peso:

IMC:

Concentracion en suero de AMH:

Afiliacion:

Teléfono:

FUM:

Fecha de cirugia:

Talla:
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Anexo 3. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN

UN ESTUDIO DE INVESTIGACION.

El propdsito de esta carta es darle la informacion necesaria para que usted decida

su participacion en el estudio.

Proposito de estudio: Se le ha pedido participar en un estudio que se esta
realizando en mujeres con miomatosis uterina en quienes se realizara

histerectomia.

Procedimiento del estudio: Si decido participar se me tomara una muestra de

sangre y se estudiara una parte del Utero una vez extirpado.

Riesgo del estudio: Yo comprendo que no existe riesgo con la toma de muestra
de la sangre y solo puede haber un poco de dolor. El estudio del Gtero no conlleva

riesgo alguno para mi.

Beneficios del estudio: Se me ha explicado que puede haber beneficios para mi

como es el saber co6mo se encuentran mis hormonas.

Costo: Yo comprendo que no pagaré nada por participar en éste estudio y que los

estudios que se realizaran no implicaran ningun costo para mi.

Compensacion: Se me ha explicado que no recibiré compensacién alguna de tipo

monetario por participar en este estudio.
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Confidencialidad: Yo comprendo que los resultados de las muestras se me daran
a conocer al término del estudio. Las pruebas se discutirAn conmigo y seran
confidenciales a menos que yo disponga lo contrario, mi identidad ser4 mantenida

de forma confidencial conforme lo sefiala la ley.

La participacion es voluntaria: Me han explicado que la participacién es
voluntaria, puedo hacer cualquier pregunta relacionada con este estudio y tengo
derecho a obtener respuestas adecuadas. Si decido abandonar el estudio, eso no
serd obstaculo para ningun tratamiento que esté recibiendo o tenga que recibir, y
no afectard mis consultas médicas actuales o futuras en los servicios médicos que
ofrece el servicio de Ginecologia enddcrina del HGO No. 4 “Luis Castelazo Ayala”
se me ha explicado que se presentan cabalmente los principios contenidos en el
Cédigo de Naremberg, la Declaracion de Helsinki, la Enmienda de Tokio, el
Informe Belmont, el Cédigo de reglamentos federales de Estados Unidos para la

realizacion de investigacion en humanos.

Preguntas: Yo comprendo que puedo ponerme en contacto con el Dr. Sebastian
Carranzay el Dr. Alfredo Leafios al teléfono 55506422 ext.28003 y 28101, si tengo
alguna pregunta relacionada con la participacion en esta investigacion. También
puedo ponerme en contacto con el Comité de Investigacion y Etica del HGO “Luis
Castelazo Ayala” si tuviera alguna inquietud sobre mi intervencién como
participante de esta investigacion. He discutido con el Dr. Carranza Lira y/o

colaboradores y me han explicado el estudio a mi entera satisfaccion.
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Nombre con letra de molde y firma

Paciente:

Fecha:

Investigador que obtiene el consentimiento:

Fecha:
Testigo: Fecha:
Testigo: Fecha:
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Anexo 4. CARTA DE AUTORIZACION DEL PROYECTO POR PARTE

COMITE LOCAL DE INVESTIGACION EN SALUD (CLIS).

A
©

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS
Unidad de Educacién, Investigacidn y Politicas de Salud
Coordinacion de Investigacién en Salud

Dictamen de Autorizado

COMITE LOCAL DE INVESTIGACION EN SALUD 3606
HOSPITAL DE GINECO OBSTETRICIA NUM. 4 LUIS CASTELAZO AYALA, 3 SUROESTE DEL D.F.

FECHA 18/05/2011

M.C. SEBASTIAN CARRANZA LIRA

PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con titulo:
Expresion del receptor de la hormona anti-mulleriana en miometrio sano y en miomas.

que usted sometié a consideracion de este Comité Local de Investigacion en Salud, de acuerdo con las
recomendaciones de sus integrantes y de los revisores, cumple con la calidad metodoldgica y los requerimientos

de ética y de investigacion, por lo que el dictamen es A U T O R I Z A D O, con el nimero de registro
institucional:

| Nam. de Registro |
| R-2011-3606-8 |

ATENTAMENTE

DR. OSCAR ARTUR

ARTINEZ RODRIGUEZ
Presidente del Comi

gal de Investigacion en Salud nim 3606

IMSS

SECURIAL Y SOIRARIDAD SOCIAL

DEL
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