R UNIVERSIDAD NACIONAL
o NacouL AUTONOMA DE MEXICO

AVENMA DE
MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

CARRERA DE BIOLOGIA

PAPEL DE IL-8 Y MCP-1 EN EL DESARROLLO DE
LEIOMIOMAS UTERINOS

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
BIOLOGA
PRESENTA:
KARINA LOPEZ REYES

DIRECTOR DE TESIS: ASESOR INTERNO:
M. en C. ARTURO ERNESTO Dra. PATRICIA ROSAS
FLORES PLIEGO SAUCEDO

CIUDAD DE MEXICO 2017


https://www.google.com.mx/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjkq47HgqrRAhVkqFQKHQJGCy8QjRwIBw&url=https://es.dreamstime.com/fotos-de-archivo-libres-de-regalas-regla-decorativa-del-vector-image2333488&bvm=bv.142059868,d.cGw&psig=AFQjCNGaWWNIwyYg3D8ZTEYCfqH4IhOz_g&ust=1483671594576215
usuario
Texto escrito a máquina
CIUDAD DE MÉXICO            2017


pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.
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Bajo el cielo cuando algo se concibe como bello aparece lo feo.
Cuando todos reconocen algo como bueno surge tambi én lo malo.
Por lo tanto ser y no ser se engendran uno al otro.

Tener y no tener se originan juntos.

Dif icil y fdcil se producen mutuamente,

Largo y corto se contrastan uno al otro,

Alto y bajo se apoyan uno al otro.

Palabra y sentido se armonizan uno al otro,

Adelante y atr @ s se siguen uno al otro.

Esta es |la ley de la naturaleza.

Tao Te Ching
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1. Resumen

Los leiomiomas uterinos (LU) son tumores monoclonales de musculo liso del utero
humano, estan compuestos por grandes cantidades de matriz extracelular (MEC),
son de crecimiento lento y la degeneracién maligna de estos tumores es menor a
1%. En la actualidad, a pesar de la prevalencia de los LU, los factores que regulan
su crecimiento han sido investigados parcialmente y en su mayoria a nivel de
expresion de su ARNm, poniendo poca atencion a la proteina traducida. Una de
estas proteinas son citocinas que regulan la quimio-atraccion de células
inmunoldgicas en ambientes inflamatorios como son la IL-8 y la MCP-1. Estas
citocinas desempenfian un papel importante en el desarrollo y crecimiento de los LU
ademas de ser importantes durante el proceso de remodelacion tisular. Por lo que
en este estudio proponemos analizar las concentraciones de IL-8 y MCP-1en LU y
utero. Los tejidos del estudio fueron obtenidos a partir de biopsias uterinas de tejido
tumoral (LU) n=8 y miometrio adyacente sano n=8. Los tejidos fueron analizados
histoldgicamente mediante las técnicas Hematoxilina-eosina y tricrdmico de
Masson. Las citocinas fueron cuantificadas mediante analisis multiple de moléculas
en suspension (Bio-Plex). Los LU contienen mayor cantidad de colagena respecto
al miometrio adyacente, IL-8 se encontr6 en mayor concentracion y MCP-1 se
encontré en menor concentracion en los LU con respecto al miometrio adyacente.
Existen diferencias en la concentracidon de citocinas producidas por un mismo tejido
uterino, dependiendo de su condicién y procedencia fisioldgica (leiomiomas uterinos
o miometrio adyacente) en donde la sobre produccién de IL-8 y MCP-1 estarian
contribuyendo a establecer un microambiente inflamatorio, sin embargo las
concentraciones, aunque altas, probablemente no son suficientes para llevar a cabo

su funcion.
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2. Introduccion

2.1 Leiomiomas uterinos (LU)

Los leiomiomas uterinos (LU) son el tipo mas comun de tumor en mujeres en edad
reproductiva. Constituyen el grupo de tumores benignos que surgen del miometrio
uterino, o del cérvix. Son conocidos comunmente como miomas uterinos,

fibromiomas, leiomiomata o fibroides (Weston y Healy, 2011).

Los LU son tumores monoclonales de musculo liso del utero humano, se originan
por efecto de una mutacion somatica debido a la compleja interaccion entre
hormonas y factores de crecimiento. Estos tumores estan compuestos por grandes
cantidades de matriz extracelular (MEC), especificamente de colageno tipo |y I,
fibronectina y proteoglicanos; son de crecimiento lento y la degeneracion maligna

de éstos tumores es menor a 1% (Khan et al., 2014).

2.2 Etiologia

La etiologia precisa de los LU sigue sin conocerse. Se sabe que cada LU es
monoclonal, desarrollandose a partir de una sola célula y su desarrollo esta
relacionado con un evento que da lugar a la transformacion de una célula miometrial
normal en una célula anormal. Los posibles factores iniciadores de esta patologia
incluyen anormalidades miometriales intrinsecas como elevacion de receptores de

estrégeno en el miometrio, cambios hormonales e isquemia (Parker, 2007).

En la actualidad existen diversos estudios enfocados a la comprension de los
diferentes factores involucrados en el crecimiento de los LU, como son los

hormonales y los genéticos (Flake et al., 2003).

Los factores genéticos han sido ampliamente estudiados. Alrededor del 40% de los
miomas presentan anormalidades cromosomicas, con cambios en su expresion
geénica (tanto a la alta como a la baja), relacionados con el receptor a estrogenos q,

el receptor a estrogenos (3, el receptor a progesterona B, el receptor de la hormona
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de crecimiento, el receptor de prolactina, genes de MEC, colagenasas, el proto-
oncogen MET vy el gen citocromo P450 (Lee et al., 2005) que estan relacionados
con la regulacion del crecimiento, la diferenciacion, la proliferacion y la mitogénesis
celular (Parker, 2007). Existen algunas clases de LU que son debidos a mutaciones
en un solo gen, como la que sucede en la enzima mitocondrial, fumarato hidratasa,
involucrada en el ciclo de Krebs y responsable del sindrome de Reed (sindrome de

leiomiomas cutaneos y leiomiomas multiples) (Weston y Healy, 2011).

Una vez que se ha iniciado la formacion del LU , el crecimiento tumoral ocurre bajo
la influencia de hormonas esteroideas sexuales, ya que este tipo de tumores es
dependiente de estrogenos y progesterona, los hechos clinicos que lo soportan es
la observaciéon de que los LU se desarrollan después de la menarca, crecen durante
la vida reproductiva y disminuyen de tamano después de la menopausia
aumentando de manera significativa las concentraciones de algunas proteinas que
influyen sobre la proliferacion celular, como es el caso de la proteina Bcl-2

antiapoptética (Matsuo et al. 1997).

Un gran numero de factores de crecimiento son producidos localmente en los LU y
miometrio adyacente. Se han documentado que algunos de ellos se encuentran
sobre expresados en los LU, los factores de crecimiento identificados son el factor
de crecimiento transformante-B (TGF- (), factor de crecimiento basico de
fibroblastos (bFGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),
factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF). Se ha planteado una hipotesis en
la cual los LU son causados por un evento inflamatorio del sistema inmune, donde
predominan las células T-cooperadoras 17 (TH-17) y un nivel bajo de células T-
reguladoras (Tregs) (Sozen, 2002). Weiss y colaboradores (2009) describieron que
la inflamacién altera la receptividad endometrial y desempefia una importante
funcién en la reparacion del tejido uterino y su remodelacidén. La respuesta
inflamatoria inicia en los vasos sanguineos locales con secrecion de proteinas

plasmaticas e infiltracion de leucocitos en el tejido. La vasodilatacion y el aumento
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de la permeabilidad vascular disminuye el flujo sanguineo permitiendo que los
quimiocinas actuen con factores quimiotacticos especificos para atraer, acumular y
activar células leucocitarias hacia las células endoteliales y asi promover el

crecimiento de los LU (Figura 1).

Representacion esquematica de la etiologia de los LU

Figura 1. Modelo hipotético de la relacién entre la inflamacién y los leiomiomas. En la
hipétesis propuesta, si el utero sufre un dafio o una serie de dafios en una mujer con un perfil
inmune inflamatorio crénico, reflejado por un sistema inmune desbalanceado, la respuesta
del sistema inmune se inclina hacia una respuesta inflamatoria, permitiendo la formacién de
tejido fibroso y proliferacion de células de musculo liso, lo que da lugar a la formacion de los
LU. El estado inflamatorio créonico incrementa las concentraciones de estrégenos, lo cual a

su vez incrementa el tamafio de los LU (Tomado y modificado de Wegienka, 2012).
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2.3 Clasificacion anatomica

Los LU se desarrollan en la pared muscular del utero, son de consistencia dura,
habitualmente redondeados, de aspecto fasciculado y bien delimitado del miometrio
sano. Su tamano es variable y van desde milimetros hasta grandes tumores que
ocupan toda la cavidad abdominal. Pueden presentarse como uno solo, aunque
también existe la posibilidad de que puedan ser identificados como un cumulo de

tumores (Pérez-Carbajo et al., 2009).

Los LU pueden desarrollarse hacia el exterior del utero por debajo del peritoneo (LU
subserosos-sésil o pedunculado), en el interior del utero por debajo del endometrio

(LU submucosos) o en el espesor del miometrio (LU, intramurales) (Figura 2).

La clasificacion de los LU se basa en su localizacién en las capas del utero, algunas

de sus caracteristicas principales son (Levy et al., 2013):

LU intramurales: estos miomas se desarrollan dentro de la pared uterina y se
expanden, lo que provoca que se torne mas grande el utero; siendo asi el factor
principal que se tiene en cuenta en el diagndstico. Esta clase de LU estan separados
del miometrio normal por una capa delgada de tejido conectivo que forma la llamada
pseudocapsula y pueden ser causantes de flujo menstrual abundante, ganas
frecuentes de orinar y en algunos casos dolor pélvico y de espalda. Estos tipos de

LU son los mas comunes, con una tasa de aparicion del 60%.

LU subseroso o pedunculado: se desarrollan en la porciéon externa del utero,
estan recubiertos con peritoneo y continian su crecimiento hacia la cavidad
peritoneal. Para que puedan clasificarse como subserosos mas del 50% de su
masa debe proyectarse mas alla del miometrio. A veces, estos miomas crecen en
forma de tallo, por lo general no afectan el flujo menstrual pero pueden causar dolor
pélvico, de espalda y presién generalizada en los érganos de la parte baja
abdominal causando complicaciones de tipo fisiolégico al comprimir érganos como

la vejiga y los intestinos.
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Esta clase de LU constituye el 35% de los casos de miomatosis uterina y pueden
alcanzar un tamano considerable sin producir sintomas. En la mayoria de los casos
Su presencia se revela cuando causan complicaciones en los érganos adyacentes
como se expuso anteriormente y en raras ocasiones pueden degenerar causando

dolor.

LU submucosos: se desarrollan justo debajo de la pared de la cavidad uterina
(endometrio) y en algunos casos llegan a sobresalir de la cavidad uterina. Pueden
causar sangrados abundantes y periodos menstruales anormalmente largos
(hemorragia uterina disfuncional) originando anemia en la mujer, ademas pueden
causar infertilidad, abortos espontaneos y son los que mas probabilidades tienen de
malignizarse (convertirse en tumores malignos o cancerosos). Estos tipos de LU

son los menos frecuentes, con una tasa de aparicion del 5% (Pérez-Carbajo, 2009).
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Tipos de LU

Figura 2. Representacion esquematica de la localizacion de los LU. A) Los miomas
submucosos se localizan en la cavidad uterina; B) Los intramurales estan dentro de la pared
del utero, y C) Los subserosos estan sobre el utero. La mayoria de los miomas son de tipo

mixto (A, B, y C) (Tomado y modificado de Victory et al., 2006).
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2.4 Sintomas

Aunque la presencia de LU casi nunca se asocia con la mortalidad, pueden causar
morbilidad y afectar la calidad de vida (Parker, 2007); la mayoria de los LU no
producen sintomas, solo del 20 al 40% de ellos son sintomaticos, los demas son
descubiertos por un examen genital o ultrasonografico o mas raramente por la
paciente que se descubre una tumoracion abdominal (Bustos-Lopez et al., 2002).
Los sintomas se correlacionan con su localizacién, numero, tamafio o con algun

cambio degenerativo (Ortiz et al., 2009).
Los sintomas varian y los mas frecuente son:

Sangrado uterino anormal siendo éste el mas comun, dolor pélvico croénico,
molestias urinarias, dispaneuria, presion pélvica, infertilidad, aborto involuntario,
parto prematuro, hemorragias después del parto, desprendimiento de placenta y

retardo de crecimiento intrauterino.

Sangrado uterino: la menorragia y la hipermenorragia son el patrén mas comun de
sangrado, los miomas submucosos tienden a producir con mayor frecuencia
sangrado (Stovall, 2001).

Tumoracién pélvica: los LU subserosos son los mas relacionados con este
sintoma, la presion pélvica aparece cuando el utero incrementa de tamano. Al crecer
el utero, la presion sobre 6rganos adyacentes, especialmente en el tracto urinario y

recto se acentua (Stovall, 2001).

Dolor: no es un sintoma frecuente y se asocia usualmente con la torsion de un LU
pediculado, dilatacidn cervical por un mioma submucoso o por una degeneracion

asociada al embarazo (Wallach y Vlahos, 2004).

Infertilidad: Los LU se asocian a la infertilidad en un 5 a 10% de los casos. Los LU
intramurales y subserosos tienden a producir mayor disfuncion reproductiva. Los
mecanismos mediante los cuales disminuye la fertilidad son la alteracién del
contorno endometrial que interfiere con la implantacion, distorsion anatomica que

reduce el acceso al cérvix del esperma, contractilidad uterina alterada, y la
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persistencia de sangrado uterino o coagulos que interfieren con la implantacién
(Ortiz et al., 2009).

En mujeres jovenes, a pesar de que la miomectomia es practicamente posible,
puede llevarles a la pérdida del utero y por ende, de su capacidad reproductiva.
Ademas, puede causar complicaciones en el control y tratamiento de la

postmenopausia o enmascarar el diagndstico de neoplasias graves (Bulun, 2013).

2.5 Factores de Riesgo

A lo largo del tiempo se han descrito diferentes factores de riesgo, entre los
epidemiologicos mas significativos se encuentran la edad y la raza, aunque el

impacto y prevalencia varia entre poblaciones (Victory et al., 2008).

Edad y paridad. El rango de edad de apariciéon de los miomas uterinos puede ir
desde los 20 hasta los 70 afios, con mayor incidencia entre los 35 y 45 afios
(Ciavattini et al. 2013). Por otro lado, la nuliparidad y la infertilidad han sido
asociadas con el desarrollo de LU, pero aun es desconocido si los LU causan la
infertilidad o la infertilidad causa los LU (Victory et al., 2008).

Etnicidad. En cuanto a la raza, se ha descrito que la incidencia es menor en mujeres
asiaticas, seguido por mujeres blancas, después por mujeres hispanas y un
incremento notable en mujeres de descendencia africana con un ritmo de

crecimiento mas acelerado (Peddada et al., 2008).

Factores hormonales. Se conoce que la exposicion prologada a estrégenos
incrementa la aparicion de LU, los factores hormonales que aumentan esta
exposicion son, la menarca temprana, flujo menstrual abundante, duracién del ciclo
mayor a 6 dias, tumores ovaricos productores de estrégenos, ingesta de altas dosis

y por tiempo prolongado de anticonceptivos (Wegienka, 2012).

Peso. La obesidad incrementa el riesgo de desarrollar miomas por el efecto

estrogénico sostenido (Zimmermann et al., 2012).
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Antecedentes familiares. Los familiares de primer grado de pacientes con LU
tienen 2.5 veces mas riesgo de presentar miomatosis uterina que aquellos sin
antecedentes (Parker, 2007).

Embarazo. Se ha sugerido que a altas concentraciones de esteroides sexuales
asociados al embarazo comunmente causan crecimiento de los LU, asi como su
sintomatologia. Ya que los LU comparten caracteristicas del miometrio normal
durante el embarazo, como el incremento de MEC y el aumento de los receptores

para péptidos y hormonas esteroideas (Ortiz et al., 2009).

Lesion del tejido. Es posible que la formacién del LU sea una respuesta a una
lesion, parecido a una placa aterosclerética que se forma en respuesta a la hipoxia
del musculo arterial. La hipoxia de las células miometriales durante la menstruacion
puede promover la transformacion de los miocitos normales y la subsecuente

formacioén del LU (Faerstein et al., 2001).

Infecciones. En los humanos las infecciones virales o bacterianas son una causa
comun de inflamacion. Se ha planteado la hipdtesis de que estas infecciones
podrian provocar inflamacién y dafo uterino, lo cual contribuiria al desarrollo
potencial de LU (Wegienka, 2012).

Estrés. Se ha propuesto que el estrés psicolégico agudo o cronico lleva a que el
sistema inmune genere una respuesta inflamatoria (Wegienka, 2012), por otro lado
el estrés podria conducir a la formacion de LU causando el aumento de las
concentraciones de estrogeno y progesterona, debido a la activacion del eje
hipotalamo-hipoéfisis-suprarrenal y la liberacion de cortisol, hormona del estrés
(Sparic et al., 2015).

Otros factores. Ha habido evidencia reciente que sugiere una relacién entre el
consumo de alcohol y cafeina con un riesgo de desarrollo de LU, parece haber una
respuesta a la dosis, tanto para la duracién del consumo de alcohol como para el
numero de bebidas por dia. Por otro lado, se ha estudiado la ingesta de soya, y

tiende a tener efectos anti-estrogénicos cuando los estrégenos enddgenos son altos
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(mujeres pre menopausicas), por lo que se ha planteado la hipotesis de que la
ingesta de soya podria reducir el riesgo de presentar LU. Estas areas de interés son
actualmente hipotéticas y necesitan mas estudios para elucidar su papel en la
etiologia de los LU (Khan, 2014).

2.6 Prevalencia

En mujeres los LU son los tumores benignos mas comunes y la principal indicacion
para histerectomia. Se estima que aproximadamente de 3 a 5 billones de ddélares
se gastan al afio en el diagndstico y tratamiento de los LU en lo Estados Unidos,

realizandose 200,000 histerectomias anuales (Merrill, 2008).

La prevalencia mundial de LU varia del 5 al 21%. En un estudio donde se
seleccionaron mujeres al azar de entre 35 a 49 anos las cuales fueron sometidas a
una revision ginecologica la incidencia de LU por edad fue de 40% a 35 arios,
incrementando a un 70% a la edad de 50 afios en mujeres caucasicas, los
resultados evidenciaron que la prevalencia aumenta con la edad: 1.8% en mujeres
jévenes y 14.1% en el grupo de +40 anos. La edad de diagndstico media es similar
en varios paises, esta entre los 33.5 y 36.1 afios y depende del acceso y provision

del sistema de salud del pais (Zimmermann et al., 2012).

Los miomas uterinos se presentan con mayor frecuencia entre los 30 y 50 afos,

siendo la causa mas frecuente de histerectomia (Jeréz et al., 2015).

En nuestro pais, en el Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los
Reyes” (INPerlER) cerca del 48.5% de las mujeres que acuden son diagnosticadas
con esta patologia, por lo que es considerada como un problema de salud publica
(Bustos-Lépez et al., 2002).
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2.7 Histologia

El dtero esta compuesto por tres capas, el endometrio que es la mucosa del utero,
el miometrio que es la capa muscular gruesa que esta en continuidad con la capa
muscular de las trompas uterinas y de la vagina, y el perimetrio que es la capa

serosa externa o la cubierta peritoneal visceral del utero (Ross y Pawlina, 2007).

El miometrio es el estrato mas grueso del utero y esta compuesto por tres capas de
musculo liso de limites mal definidos: la capa muscular media contiene una cantidad
abundante de vasos sanguineos grandes (plexos venosos) y vasos linfaticos y se
denomina estrato vascular. Es la capa mas gruesa y posee haces musculares lisos
entrelazados con orientacion circular o espiralada. Los haces musculares lisos de
las capas interna y externa tienen una orientacion predominantemente paralela al

eje longitudinal del utero (Ross y Pawlina, 2007) (Figura 3, C).

Macroscopicamente los LU son masas solidas bien definidas de color que varia
desde ligeramente mas palida que el miometrio circundante hasta blanco
grisaceo(Figura 3, A), que al corte presenta un aspecto arremolinado, conformado
por fibras de colageno desarregladas y heterogéneas (Ortiz et al., 2009). Durante
su crecimiento comprime las estructuras circundantes (el miometrio y el tejido
conectivo), causando la formacion progresiva de una especie de pseudocapsula,
rica en colageno, neurofibras y vasos sanguineos; la superficie de la pseudocapsula
es interrumpida por puentes de fibras de colageno y vasos que anclan el LU al
miometrio. Esto ocasiona la formacion de un plano de divisién claro entre el LU y la
pseudocapsula, y entre la pseudocapsula y el miometrio circundante. Esta
pseudocapsula produce una accién de desplazamiento (no destructivo) sobre el
miometrio (Sparic et al., 2015) (Figura 3, B).
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Microscépicamente, los LU se componen de fasciculos entrelazados de células
musculares lisas. Las células musculares son alargadas, con citoplasma eosindfilo,
nucleos uniformes y las figuras mitéticas son practicamente inexistentes. Las células
se encuentran dispuestas de forma mas cercana entre si que en el miometrio
normal, dandole un aspecto hipercelular al tumor. La caracteristica mas distintiva de
los LU es una excesiva sintesis y deposicion de MEC (Ortiz et al., 2009) (Figura 3,
D).

Figura 3. Caracteristicas anatomicas e histologicas de los LU. A) Un LU puede ocupar por
completo el fondo uterino y la cavidad endometrial. B) LU rodeado de su pseudocapsula. Las
flechas indican la pseudocapsula del LU, como una red conectiva fibrovascular alrededor del
LU. C) Miometrio normal, células del musculo liso bien organizadas con nucleos relativamente
pequeios y citoplasma abundante. D) En los LU se observan cumulos de células
desordenadas de musculo liso con nucleos grandes separadas por abundante MEC (Tomado
y modificado de Bulun, 2013).
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2.8 Citocinas

Las citocinas son un grupo de proteinas de bajo peso molecular (de entre 10-50
kDa). Estas proteinas son secretadas por diferentes tipos celulares como
macroéfagos y linfocitos T entre otras, las cuales se unen a receptores especificos
presentes en las células donde van a ejercer su funcion, iniciando una cascada de
transduccion de sefales intracelular que pueden alterar el patron de expresion
geénica, de modo que las células diana podran ejercer una determinada respuesta

bioldgica (Islam et al., 2013).

Dentro del grupo de las citocinas se incluyen las interleucinas (IL), los factores de
necrosis tumoral (TNF), los interferones (IFN), los factores estimulantes de colonias
(CSF) y las quimiocinas. Las citocinas, a concentraciones del orden de nano o
picomoles, actuan como reguladores sistémicos, modulando la actividad de un
amplio grupo de tipos celulares. Por otro lado, las citocinas también pueden actuar
como factores de crecimiento locales, a través de un mecanismo autocrino (sobre
la propia célula), paracrino (sobre una célula vecina), yuxtacrino (implicando
interacciones intercelulares) o retrocrino (a través de formas solubles de ciertos

receptores de membrana) (Torres y Cavalheiro, 2015).

2.8.1 Interleucina 8 (IL-8)

IL-8 es representativa de la familia de las a quimiocinas, también ha sido
denominada proteina activadora de neutrofilos-1 (NAP-1) ya que estimula la
liberacion de neutréfilos. Su gen esta localizado en el cromosoma 4, ademas
contiene una secuencia Glu-Leu-Arg (ELR) en la parte amino terminal la cual es
esencial para la union a su receptor (Sokol y Luster, 2015). Es sintetizada como un
precursor de 99 aminoacidos y secretada como un péptido de 72 aminoacidos
(Senturk et al., 2001). Esta interleucina es secretada por células mesoteliales,

endoteliales y neutrofilos (Koensgen et al., 2014).

Principalmente, la IL-8 tiene como funcién atraer y activar neutrofilos granulocitos

durante reacciones inmunitarias, sin embargo su produccion no es constitutiva pero
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ocurre en la presencia de un estimulo inflamatorio como lipopolisacarido (LPS), IL-
1y por el TNF-a (Koensgen et al.,, 2014). La IL-8 actua sobre sus células blanco,
induciendo el reordenamiento del citoesqueleto, mediante cambios en las
concentraciones de Ca?* intracelular, activacién de integrinas, exocitosis de

proteinas granulares y estallido respiratorio (Torres y Cavalheiro, 2015).

IL-8 también se ha asociado a la angiogénesis y mitogénesis, dos procesos que son

caracteristicos de crecimiento de células tumorales (Senturk et al., 2001).

Hay algunas enfermedades inflamatorias crénicas, tales como la psoriasis, la artritis
reumatoide, asi como enfermedades pulmonares, en las que se sobre-expresa IL-
8, también se observan altas concentraciones de IL-8 después de un choque séptico

o en la administracion sistémica de endotoxinas (Torres y Cavalheiro, 2015).

2.9 Quimiocinas

Las quimiocinas corresponden a una familia de pequefas proteinas con un peso
molecular de 7-15 kDa, que se unen a 19 diferentes receptores que senalizan via
proteinas G. Los receptores para las quimiocinas pertenecen a la superfamilia de
receptores con siete dominios transmembranales tipo serpina o rodopsina, con tres
asas intracelulares y tres extracelulares. Todos presentan un extremo N-terminal
extracelular y un C-terminal intracelular. La porcion intracelular carboxiterminal
contiene residuos de serina y treonina, los cuales son fosforilados y participan en la

transduccion de sefiales (DeVries et al., 2006).

Esta familia de proteinas comparten una caracteristica bioquimica comun, que es la
conservacion de cuatro residuos de cisteina que se unen formando dos puentes
disulfuro esenciales para la activacion de la molécula. Se han clasificado como dos
subconjuntos de quimiocinas (ay B) y a su vez divididos en cuatro grupos, CC, CXC,
C y CXsC de acuerdo a la localizacion cromosomica de los genes y la posicion

relativa de los dos primeros residuos de cisteina (Yadav et al., 2010).
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Estas proteinas y sus receptores cuentan entre sus funciones el controlar la
migracion y adhesion de todas las células inmunes. Algunas quimiocinas son
consideradas proinflamatorias y su liberacion puede ser inducida durante una
respuesta inmune, otras son consideradas como homeostaticas y estan
relacionadas con el control de la migracion de células en el desarrollo de tejido o su
mantenimiento. La importancia fisioldgica de esta familia de quimiocinas se basa en
su especificidad. Durante un proceso inflamatorio se liberan quimiocinas y se genera
un gradiente quimiotactico a los vasos sanguineos cercanos; la migracion celular
tiende a ir a través de una concentracion local alta de quimiocinas (Torres y
Cavalheiro, 2015).

2.9.1 Proteina quimioadyacente de monocitos (MCP-1)

La MCP-1, es un miembro de la familia de quimiocinas 3 de clase CC y es una de
las quimiocinas clave en el inicio de la inflamacién. Es secretada en dos formas con
un peso molecular de 9 y 13 kDa como resultado de una O-glicosilacion (Yadav et
al., 2010). La regién amino terminal de las MCPs es importante para su actividad
bioldgica, los residuos 1-6 se requieren para ejercer su actividad quimioatrayente y
el aminoacido Asp-3, en particular es clave en esta actividad. Al mismo tiempo, el
aminoacido en posicion 1 es importante para la formacién de la estructura

secundaria y la union directa al receptor (Deshmane et al., 2009).

MCP-1 es un potente quimioatrayente para monocitos, pero también es importante
para la memoria celular, como en el caso de linfocitos T y células “natural killer”.
Ademas, junto con la IL-8, MCP-1 desencadena la adhesion de monocitos y

promueven la diapedésis al endotelio vascular (Weber et al., 1999).

Por otro lado, MCP-1 incrementa la expresion de la integrina B2 en la superficie de
las células monociticas y activa esta molécula para promover la adhesién de

monocitos a las proteinas de la MEC (Melgarejo et al., 2008).
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Las quimiocinas son proteinas que ejercen sus efectos a través de union a los
receptores en la superficie de las células blanco para la activacion y la migracion
celular (O’hayre et al., 2008).

La expresion de MCP-1 es regulada a nivel transcripcional por diferentes
mediadores solubles, como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interferén
gamma (INF-y), y el PDGF. En contraste los factores que parecen inhibir su
expresion son, el acido retinoico, glucocorticoides y estrogenos (Matsui et al., 2011).
El factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB) es un mediador clave ya que éste puede ser rapidamente
activado por muchos estimulos patégenos, como por TNF-a, IL-1, lipoproteina

oxidada de baja densidad (ox-LDL) y homocisteina (Chuang y Khorram, 2014).

MCP-1 juega un papel clave en muchas patologias (Figura 4). MCP-1 se expresa
en una serie de condiciones inflamatorias asociadas con el reclutamiento de
monocitos, incluyendo reacciones retardadas de hipersensibilidad, infeccion

bacteriana, artritis y enfermedades renales (Yadav et al., 2010).

Figura 4. Factores que estimulan la transcripcion de MCP-1 y algunas patologias asociadas

con su sobreexpresion (Tomado y modificado de Melgarejo et al., 2009).
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Una de las principales enfermedades donde ha sido ampliamente estudiada la MCP-
1 es en el cancer, ya que esta sobre expresada en los tumores de varios tipos de
cancer como en gliomas, en cancer de ovario, mama y eséfago. Ademas, su
expresion en las células tumorales ha sido correlacionada con la infiltracién de
macrofagos y la vascularizacion de éstos, por otro lado se ha reportado la relacion
de MCP-1 con la progresion y neo-vascularizacion de los tumores, estadio tumoral

avanzado, y la implicacion de los ganglios linfaticos (O’hayre et al., 2008).

MCP-1 se ha sugerido como posible blanco para el tratamiento de diversas
enfermedades inflamatorias y prevalentes, incluyendo la aterosclerosis y el cancer.
Ya que se ha demostrado que el principal constituyente del té verde reduce la
expresion de MCP-1 y la capacidad de la linea celular humana mastocistica (HMC-
1) de atraer monocitos. Ademas, el desarrollo de inhibidores especificos de esta
quimiocina para el tratamiento de las enfermedades inflamatorias es una necesidad
y puede influir en el reclutamiento de leucocitos a los sitios de inflamacion ya que

éstos contribuyen a la patogénesis de varias enfermedades (Melgarejo et al., 2009).
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3. Antecedentes

La caracteristica mas distintiva de los LU es la excesiva sintesis y deposicion de
proteinas de MEC, asi como su crecimiento dependiente de hormonas ovaricas; sin
embargo, los estudios in vitro realizados en tejidos humanos para demostrar el
efecto de las hormonas ovaricas en el crecimiento de los LU, han proporcionado
resultados inconsistentes, que han sugerido la existencia de mecanismos
intermediarios o efectores intermediarios como son las citocinas o factores de
crecimiento, por medio de los cuales las hormonas ovaricas pueden estimular el
crecimiento de los leiomiomas regulando la expresién de diferentes genes
relacionados con el incremento en la proliferacion celular, acumulacién de MEC o

una combinacion de estos dos fendmenos (Sozen y Arici, 2006).

3.1 MCP-1 en Leiomiomas uterinos

Se sabe que en el utero residen diferentes poblaciones celulares, entre ellas
macrofagos, los cuales se encuentra ampliamente distribuidos y son capaces de
secretar una diversidad de citocinas y quimiocinas en respuesta a diferentes
condiciones como en el caso de procesos hormonales (endocrinos) y locales
(paracrinos) que actuan en el miometrio para el control de la migracién de
monocitos, asi como la replicacion y la funcion de estas células dentro del miometrio
(Sozen et al., 1998).

Se ha investigado la presencia de MCP-1 en leiomiomas y se ha observado que su
expresion se encuentra significativamente elevada en el miometrio normal en
comparacion con los leiomiomas (Sozen et al., 1998). Los niveles de ARNm de
MCP-1 en el miometrio varian durante el ciclo menstrual, siendo mayores durante
la fase lutea respecto a la fase folicular, demostrando que el estradiol inhibe la
expresion de MCP-1 (Sozen y Arici, 2006). Posteriormente se investigo si el
incremento de MCP-1 en el miometrio es acompanado de un incremento de

macroéfagos y se llegd a la conclusién de que MCP-1 podria actuar directamente y
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no a través de los macréfagos asociados al tumor (Sozen et al., 2001). A MCP-1 se
le asocia con un papel protector contra el crecimiento de los leiomiomas, ademas
también se ha demostrado en la rata que es capaz de inhibir el crecimiento de las

células del musculo liso vascular (Sozen et al., 1998).

Por otro lado, se ha reportado que mujeres con LU no presentan cambios en las
concentraciones de citocinas con respecto a las estaciones del afio a diferencia de
las mujeres control, sugiriendo un sistema inmunolégico funcionalmente
diferenciado que es desproporcionadamente inflamatorio entre estos grupos
(Wegienka et al., 2013).

3.2 IL-8 en Leiomiomas uterinos

Se ha mostrado la existencia de concentraciones elevadas de IL-8 y de su receptor
en el miometrio que rodea a los leiomiomas. Estos hallazgos han sido acompafiados
de evidencias que sefialan que la proliferacién celular en los uteros leiomiomatosos
puede ser inhibida cuando la IL-8 es bloqueada por un anticuerpo neutralizante, lo
cual sugiere un posible papel mitogénico de IL-8 (Sozen et al., 2001). Otros autores
también han reportado que existe un aumento en la expresion de ARNm y su
receptor en el miometrio adyacente en comparacion con el LU (Syssoev et al.,
2008).

Sin embargo existen también resultados inconsistentes que han reportado que no
existe una diferencia significativa en los niveles de expresion para IL-8 entre
pacientes con LU y endometriosis asi como en miometrio adyacente (Sozen et al.,
2001). Por lo anterior, IL-8 es una citocina que muestra un papel controversial en el
crecimiento de los LU.
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4. Planteamiento del problema

A pesar de los esfuerzos por tratar de comprender la etiopatogenia de la
leiomiomatosis uterina, solo se cuenta con datos que muestran el incremento o
disminucién de varios factores relacionados con inflamacién y angiogénesis de los
LU.

Hasta ahora, en cuanto a la IL-8 y MCP-1 el problema ha sido abordado a nivel de
expresion de genes sin explorar o darle importancia necesaria a lo que pasa a nivel
proteico. La técnica de multiplex promete dar mejores resultados (tiene una mayor
sensibilidad, confiabilidad y reproducibilidad de resultados) que los obtenidos hasta
la fecha con otras metodologias, en identificar diferencias en los patrones de

citocinas al comparar muestras patologicas contra muestras testigo.

Por otro lado, la diferencia en incidencia de la leiomiomatosis entre razas, la falta de
estudios en poblacidon mexicana y las evidencias que indican a la leiomiomatosis
uterina como un evento de tipo inflamatorio, sefalan que el analisis de estas
citocinas podria ser util para iniciar la caracterizacién diferencial de proteinas
presentes en estos tumores mediante un estudio experimental de casos y controles;

en este contexto nuestra pregunta de investigacion es la siguiente.

¢ Existen diferencias en la concentracion de las proteinas MCP-1 e IL-8 entre el

miometrio adyacente y los LU?
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5. Hipotesis

Si el crecimiento de los LU se debe a la acumulacion de MEC y esta influenciado
por las concentraciones de citocinas y quimiocinas en el mismo tejido, entonces se
espera que los LU tengan una menor concentracion de MCP-1 y una mayor
concentracion de IL-8 con respecto al miometrio adyacente en pacientes

diagnosticadas con leiomiomatosis uterina.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Analizar las concentraciones de las citocinas IL-8 y MCP-1 en extractos proteicos
de LU y miometrio adyacente correspondiente, como posibles participantes en la

formacién de LU.

6.2 Objetivos especificos

o Cuantificar las concentraciones de MPC-1 e IL8 en extractos proteicos de LU
y miometrio adyacente.

o0 Analizar si existen cambios en la distribucion de MEC presente en los LU y
miometrio adyacente.

o Establecer si existen cambios en el contenido de colagena en LU respecto al

miometrio adyacente.
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7. Diseno Experimental

7.1 Tipo de investigacion

Experimental

7.2 Tipos de disenos

Casos y controles

7.3 Caracteristicas del estudio
a) Por la participacion del investigador: Analitico
b) Por temporalidad del estudio: Transversal
b) Por la lectura de los datos: Prolectivo

d) Por el andlisis de datos: Analitico

7.4 Procedimiento

No aleatorio de casos consecutivos.

7.5 Universo o poblacion

Mujeres que acuden al Instituto Nacional de Perinatologia con leiomiomatosis

uterina y que fueron evaluadas para histerectomia.

7.6 Tamano de la muestra

Por ser un estudio piloto, se seleccionaran 8 casos y 8 controles para ser

analizados.
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7.7 Caracteristicas de la poblacidon

Mujeres que acuden al Instituto Nacional de Perinatologia, que de acuerdo a sus
signos y sintomas se diagnostican con leiomiomatosis uterina y que fueron

evaluadas para histerectomia, cuyas edades estaban entre los 25 y 40 afos.

7.7.1 Consideraciones éticas

Previamente a la obtencion de las muestras, a las mujeres que decidieron
ingresaron al protocolo se les explicé la finalidad del proyecto de investigacion.
Ademas, se les menciond que la obtencién de la muestra de leiomioma y miometrio
adyacente seria tomada por médicos especialistas que colaboran con el desarrollo
del proyecto y que el procedimiento no afectara su bienestar, y no repercutira en
costos ni en la atencion médica. Finalmente, se les proporcion6 una carta de

consentimiento informado que firmaron de manera libre.

7.7.2 Criterios de inclusion, exclusion y eliminaciéon
Inclusion: Pacientes diagnosticadas con leiomiomas, con buena salud y que

aceptaron participar en el estudio.

Exclusién: Patologias cardiovasculares, tromboembolismo venoso, diabetes
mellitus, disfuncién renal, enfermedades hepaticas, hipertension, y el uso de drogas
y hormonas hipolipemiantes. También, se tomé en cuenta que ninguna de las
pacientes tomara ninguna medicacién durante al menos 1 afno, que pudiera afectar

el sistema inmunologico.

Eliminacion: Muestras obtenidas después de 5 minutos de cirugia, no congeladas
inmediatamente o insuficientes. Cuando la paciente decidio retirarse del estudio.

Cuando el expediente de la paciente estuvo incompleto.
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7.8 Lugar donde se realizé el trabajo

Este trabajo se realiz6 en el laboratorio de Inmunobioquimica de la Torre de

Investigacion del Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”.

7.9 Material biolégico

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron LU obtenidos en la Unidad de
Tococirugia del INPerlER. Los tejidos del estudios fueron obtenidos a partir de
biopsias uterinas de tejido tumoral (leiomiomas) (n=8) y miometrio adyacente (n=8)

de pacientes candidatas a histerectomia.
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8. Métodos

Figura 5. Esquema que muestra el método empleado para cubrir los objetivos planteados en

este trabajo experimental.
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8.1 Obtencion y disposicion de muestras

Las muestras fueron transportadas al laboratorio en buffer PBS a 4°C.
Posteriormente se les retird el exceso de sangre o cualquier otro fluido con solucion
salina fisiolégica para su procesamiento. Ambos tejidos se dividieron en dos partes,
uno destinado para cortes histologicos los cuales se fijaron en paraformaldehido al
4% vy el otro para la extraccion de proteinas. El tejido utilizado como control fue
miometrio adyacente, tomando en consideracion que los LU se originan en el
miometrio uterino, ademas de considerar que las normas de ética clinica y de
investigacion del Instituto no permiten ningun procedimiento para la obtencion de

tejido miometrial de pacientes clinicamente sanas.

8.2 Procedimiento histolégico

Los tejidos destinados para cortes histolégicos, que ya estaban fijados en
paraformaldehido (los cuales no excedieron los 10 mm por lado), fueron incluidos
en parafina. La inclusidén en parafina consistié en la deshidratacion de los tejidos
con etanol, en gradacion creciente con 2 cambios de 5 minutos cada uno de la
siguiente manera: H20; etanol 70%, etanol 90%, etanol 100% vy Xileno,
posteriormente fueron sumergidos en parafina liquida con 2 cambios de 60 minutos
cada uno con temperatura; al final fueron embebidos en parafina liquida y se
esperaron 24 horas a su enfriamiento para la obtencién del bloque de parafina con

el tejido incluido, y después obtener cortes finos de entre 3 y 10 micras.

Para realizar el tratamiento histoldgico se desparafinaron los cortes en dos cambios
de Xileno cada uno de 20 minutos y se hidrataron en alcoholes graduales y agua

destilada de 5 minutos cada uno (Figura 6).
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Procedimiento histolégico

Figura 6. Diagrama general del procedimiento histolégico a seguir para obtener los cortes en
portaobjetos listos para la tincion. Tomado y modificado de

http://Iwww.simplebooklet.com/publish.histologiaanimal.asp
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8.3 Tincién con hematoxilina y eosina

En la tincion de hematoxilina y eosina (catidnica o basica), los nucleos se tifien
mediante hematoxilina (basofilo), previamente oxidada y transformada en
hemateina, los que se colorean de azul, azul morado, violeta, pardo oscuro o negro,
dependiendo de los agentes oxidantes que se utilizaron. El citoplasma y material
extracelular se tifien utilizando la eosina (acidofila) que les confiere diversos grados

de color rosado.

Una vez desparafinados los cortes, las laminillas con los tejidos fueron sumergidos
en una solucion de Hematoxilina de Harris por 3 minutos. Se lavaron con agua del
grifo y agua destilada. Posteriormente se realizo la tincion con eosina por 30
segundos y se lavaron con agua destilada. Al finalizar los tejidos fueron
deshidratados mediante etanol y xilol y se colocaron en el medio de montaje y un

cubre objetos para poder observar los cortes histolégicos (Figura 7).

Figura 7. Diagrama de los pasos a seguir durante la tincion general con Hematoxilina/eosina.

Tomado y modificado de http://www.simplebooklet.com/publish.histologiaanimal.asp
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8.4 Tricromico de Masson

Esta técnica fue utilizada para evidenciar las fibras de colageno del tejido muscular,
ya que es una tincion diferencial y policromica. En general la tincidon tricromica
emplea tres colorantes que permiten diferenciar las fibras de colageno, el nucleo y
el citoplasma. La regla general en la tincidon con tricrémico es que el tejido se fija
primero con la solucién de Bouin, de este modo se conserva la capacidad del tejido
para unir colorantes mediante la formacion de enlaces idnicos con grupos basicos
(del acido) que se une con los componentes del tejido aciddfilo. Los nucleos son
tefiidos con con hematoxilina férrica de Weigert, mientras que el citoplasma y
musculo son tefidos con fucsina acida-escarlata de Biebrich, el colageno finalmente

es tefiido con azul de anilina (Gomori, 1950).

Las muestras se desparafinaron de manera estandar y fueron tefiidas con el kit
Tinciones Tricrédmicas Accustain-Masson (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO; Cat. HT15)
primero fueron colocadas en soluciéon de Bouin (previamente calentada a 56°C)
durante 15 minutos. Posteriormente fueron lavadas con agua corriente, se hizo la
tincion con hematoxilina férrica de Weigert durante 15 minutos, y solucién de fucsina
acida-escarlata de Biebrich durante 5 minutos. Después a las muestras se les
colocé solucion de trabajo de acido fosfotungstico/fosfomolibdico durante 5 minutos.
La tincion de las muestras se continué con azul de anilina durante 5 minutos y acido
aceético al 1% durante 2 minutos, para finalmente deshidratar con alcohol, aclarar en

xileno, montar y finalmente observar al microscopio (Figura 8).
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Figura 8. Diagrama de los pasos a seguir durante la tinciéon Tricrémico de Masson. Tomado

y modificado de http://www.simplebooklet.com/publish.histologiaanimal.asp

8.5 Extractos proteicos

La extraccion de proteinas tanto de los LU como del miometrio adyacente se realizo
mediante la homogenizacion con un Polytron (Switzerland), en solucion
amortiguadora de tris-cloruro de sodio pH 4 a 4°C y en presencia de inhibidores de
proteasas. Posteriormente los extractos proteicos fueron centrifugados a 14000 rpm
a 4°C durante 30 minutos. Se desechd la pastilla y conservo el sobrenadante a -

70°C hasta su analisis posterior.

Los extractos proteicos fueron empleados para la cuantificacién de proteinas por el

método de Bradford y determinacion de citocinas por ensayo multiplex.

41



8.6 Cuantificaciéon de proteinas (Bradford)

La concentracion de proteinas totales se realizé mediante el método ya descrito por
Bradford, que consiste en realizar una curva patron con albumina sérica bovina en
concentraciones de 2, 5, 10, 15 y 20 yg/mL, y adicionar 300 uL del reactivo de
Bradford a cada uno de los estandares. Se siguié el mismo procedimiento para cada
una de las muestras. La lectura de las absorbancias se realizé a 595 nm en un

espectrofotometro (Beackman Coulter, Inc. DU800; Kraemer Blvd., Brea, CA).

8.7 ldentificacion y cuantificacion de la concentracion de citocinas en
extractos proteicos de LU y miometrio adyacente

Para determinar la concentracion de MPC1 e IL-8 presente en los LU y miometrio
adyacente se utilizo el sistema de analisis multiple de moléculas en suspension Bio-
Plex, Multiplex Luminex. El sistema esta basado en tecnologia de microesferas,
posee una sensibilidad mayor que las técnicas convencionales de ELISA. Esta
tecnologia se basa en la utilizacion de microesferas fluorescentes, las cuales son
cuantificadas a través de un analizador especifico asociado a un procesador de alta
velocidad que hace incidir sobre cada una dos rayos laser, el primero, en rojo, excita
la esfera y detecta el codigo de la misma, discriminando una molécula de otra; el
segundo laser (verde) excita el marcaje fluorescente y de esta forma, cuantifica la

senal emitida por cada una de las esferas.

El Kit utilizado, Bio-Plex Cytokine Assay System (Bio-Plex de Bio-Rad, Hercules,
Cal.) fue:

Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay. Cat. #M500KCAFOQY: El kit incluye
1 placa de 96 pozos con perlas magnéticas acopladas, anticuerpos de deteccion,
estandares, buffer de ensayo, buffer de lavado, diluyente de muestra, diluyente
estandar, diluyente de anticuerpo de deteccién, estreptavidina-PE y una cinta de

sellado.

42



Se realiz6 el experimento de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Procedimiento:

1.

Se prepararon todos los reactivos, muestras y estandares, segun
indicaciones del fabricante.

Se adicionaron 50 uL de las muestras estandar de concentracidon conocida
de cada citocina y extracto proteico de las muestras, en las placas de 96
pocillos, con 50 yL de anticuerpos conjugados con multiples microesferas
fluorescentes de captura especificos para cada citocina.

Se incubd por 30 minutos a 37°C, y se lavo 3 veces para retirar las moléculas
de citocinas no capturadas.

Se afadieron 25 pL de anticuerpos biotinilados, se incubd por 30 minutos a
temperatura ambiente con agitacion y se lavo 3 veces.

Se incubaron con 50 pL de estreptavidina-PE durante 10 minutos a
temperatura ambiente y se lavd 3 veces.

Por ultimo se re suspendié en 125 uL de Buffer de ensayo y se procedid

inmediatamente a la lectura en el equipo Luminex100.

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante una prueba t-student

y un valor de p<0.05 fue considerado como evidencia de diferencias significativas.

Utilizamos el programa informatico STATA, version 11.0 (StataCorp, 4905 Lakeway
Drive, College Station, Texas, EEUU).
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9. Resultados

9.1 Histoquimica

Las tinciones con hematoxilina y eosina realizadas a los tejidos de miometrio
adyacente y leiomiomas uterinos observadas con microscopia de luz a diferentes
aumentos (Figura 9), revelaron que los tejidos de leiomiomas uterinos (C y D) tienen
una mayor cantidad de MEC (en color rosado), las células se encuentran en menor
cantidad, ademas de que sus nucleos (en color purpura) se encuentran alargados y
en general se tiene una microarquitectura desorganizada en comparacion con el

miometrio adyacente (A y B).

Figura 9. Imagenes de microscopia de luz, de miometrio adyacente (A, B) y LU (C, D) a
diferentes aumentos totales (100X, 200X), con tincion de hematoxilina/eosina, nucleos
celulares en morado y MEC rosa.
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9.2 Tricromico de Masson

La técnica de Tricromico de Masson realizada a los tejidos de miometrio adyacente
y leiomiomas uterinos observadas con microscopia de luz a diferentes aumentos
(Figura 10), revelaron que los tejidos de leiomiomas uterinos poseen una excesiva
deposicion de fibras de colageno (en color azul) y una menor cantidad de células

musculares (en color rosado) en comparacién con las de miometrio adyacente.

Figura 10. Microscopia de luz, de miometrio adyacente (A, B) y LU (C, D) a diferentes aumentos
(100X, 200X), con tincion Tricrémico de Masson, fibras de colageno en azul, fibras musculares

en rosa.
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9.3 Concentracion de MCP-1 e IL-8 en Leiomiomas y Miometrio
adyacente.

Al cuantificar la concentracion proteica de MCP-1 (Figura 11) tanto en LU como en
el miometrio adyacente pudimos observar que los LU tienen muy baja concentracion
comparada con la obtenida en el miometrio adyacente, siendo esta diferencia

significativa (p<0.05).

MIOMETRIO LU
ADYACENTE
Valor de la media 24.333 0.0076
Desviacion estandar 6.382 0.00754

Figura 11. Cuantificacién de MCP-1 en LU y miometrio adyacente. Las barras representan la
media * DS, *p<0.05 vs LU (Cuantificacion de MCP-1 por ensayo multiplex; n=8; prueba t

student).
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Respecto a la concentraciéon de IL-8 (Figura 12), esta citocina mostré que en LU se
encuentra en mayor concentracion comparada con el tejido correspondiente al
miometrio adyacente, siendo este un aumento estadisticamente significativo
(p<0.05).

MIOMETRIO LU
ADYACENTE
Valor de la media 0.0079 10.70
Desviacion estandar 0.005 3.071

Figura 12. Cuantificacion de IL-8 en leiomiomas y miometrio adyacente. Las barras
representan la media * DS, *p<0.05 vs Miometrio adyacente (Cuantificaciéon de IL-8 por ensayo

multiplex; n=8; prueba t student).
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10. Discusion

IL-8 es una citocina conocida también por su funcién quimioatrayente de neutrofilos,
basdfilos y linfocitos T. Su produccion no es constitutiva mas bien ocurre en
respuesta a un estimulo inflamatorio (como LPS, IL-1 y TNF) a nivel local (Gmyrek
et al., 2005).

IL-8 ha sido ampliamente estudiada en varias enfermedades inflamatorias como en
artritis reumatoide, psoriasis y en sindrome respiratorio. En estas patologias se ha
propuesto que la IL-8 promueve la infiltracién de neutrdéfilos a nivel local y como
consecuencia la protedlisis del tejido infiltrado (Harada et al., 1998). También, esta
relacionada con propiedades angiogeénicas en ceélulas endoteliales y en estudios de
varios tipos de cancer exhibiendo sus propiedades mitogénicas (Koensgen et al.,
2015; Stronach et al., 2015).

En relacion a los leiomiomas uterinos, se han demostrado mayor concentracién de
IL-1 en suero de sangre periférica de mujeres con leiomiomas uterinos, la cual se
ha reportado promueve la expresion de la IL-8, por lo que también es considerada
como promotora de procesos inflamatorios (Sikorski et al., 2001), ademas el ARNm
del receptor (CXCR1) y de IL-8 ha sido identificado con una elevada expresion en
el miometrio adyacente en comparacion con leiomiomas uterinos. Cabe destacar
que la edad de las mujeres que participaron en este estudio fue entre 34-45 afos
(Syssoev et al., 2008), lo cual no coincide con los resultados obtenidos en esta tesis,
ya que se encontré una mayor concentracién de IL-8 a nivel proteico en los LU en
comparacion con el miometrio adyacente, lo que sugiere la participacion de eventos
post-transcripcionales. Aunque el papel de IL-8 ha resultado controversial para
muchos autores, en este trabajo IL-8 podria estar actuando como una citocina
mitogénica y podriamos suponer que las alteraciones hormonales segun la edad
probablemente modulan la expresién local de quimiocinas, que es seguido por los

cambios en la funcion proliferativa de las células del miometrio.

48



MCP-1 es considerada como una quimiocina inflamatoria y un poderoso
quimioatrayente para monocitos/macrofagos. Algunas funciones que se le han
atribuido es la de inducir el estallido respiratorio, la expresion de integrinas P2y la

produccion de las interleucinas IL-1 e IL-6 (Dahm-Kahler et al., 2009).

MCP-1 ha sido ampliamente estudiada en cancer y se ha demostrado que se
encuentra sobre-expresada en tumores y se le considera como un factor que regula

la angiogénesis, proliferacion celular y la metastasis (Yan, 2016; Genc et al., 2007).

En relacién a los leiomiomas uterinos, se ha estudiado el papel de esta quimiocina
evaluando la expresion del ARNm en los leiomiomas uterinos y miometrio
adyacente, usando como agonista a la Hormona liberadora de gonadotropina
(GnRH-a) y se observo mayor expresion en el miometrio adyacente en comparacion
con el leiomioma uterino (Sozen et al., 1998); estos resultandos concuerdan con los
resultados reportados en esta tesis diferenciandose en que no hubo un tratamiento
previo con un agonista a la GnRH, descartando que los esteroides sean los unicos
moduladores de la tumorogénesis y crecimiento de los LU y que tengan un efecto
directo sobre ésta quimiocina, ya que a nivel de proteina encontré mayor
concentracion de MCP-1 en el miometrio adyacente en comparacion con los
leiomiomas uterinos, lo cual puede ser debido a que que el tejido miometrial que
rodea al leiomioma puede producir altas cantidades de MCP-1 como respuesta al
crecimiento del leiomioma para establecer una barrera que sirve para delimitar el
crecimiento de este tumor, atrayendo y activando macrofagos en el miometrio para

tratar de destruir el LU.

Sin embargo, estudios anteriores han evaluado si el aumento de MCP1 en el
miometrio inducia el reclutamiento de macréfagos, los resultados no muestran una
correlacion entre el aumento de MCP-1 en el miometrio y la infiltracion de
macroéfagos, concluyendo que MCP-1 puede actuar en forma directa y no a través
del reclutamiento de macréfagos (Sozen et al., 2001), poniendo en duda que MCP-

1 tenga un papel protector (Miura et al., 2006), por lo que es posible que esta
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quimiocina unicamente establezca y promueva un ambiente inflamatorio en el tejido

que rodea a los leiomiomas uterinos.

Por otro lado, es importante mencionar que en estudios in vitro donde se induce la
produccion de IL-8 y MCP-1 por otras citocinas proinflamatorias las concentraciones
son de 100 ng/mL y 50 ng/mL respectivamente y de esta manera se obtienen
mejores resultados en la migracion celular (Badolato et al., 1997), en nuestros
resultados obtuvimos concentraciones en promedio de £10 pg/ug de proteina y £25
pg/ug de proteina respectivamente por lo que posiblemente no sea suficiente para

ejercer su funcion fisiologica.

Debido a lo anterior, resulta importante acrecentar evidencias (aumentar la
poblacién de estudio) de la participacion de IL-8 y MCP-1 en el crecimiento de los

LU y evaluar la presencia de células inmunoldgicas en los tejidos correspondientes.

El estudio del tejido humano en esta patologia tiene algunas limitaciones, ya que
solo se pueden obtener fragmentos de tejido para el estudio cuando la paciente es
sometida a histerectomia, lo cual se realiza clinicamente como ultima instancia.
Algunos investigadores, haciendo un analisis entre leiomiomas uterinos, miometrio
adyacente y utero sano han documentado solo diferencias minimas en el sarcolema
acompanadas de una disminucion en la concentracion de calcio en el miometrio
adyacente en comparacion con el utero sano, lo cual impactaria en estudios donde

sean evaluados factores fisiolégicos o funcionales (Inagaki et al., 2003).

Las cambios entre los leiomiomas uterinos y el miometrio adyacente obtenidos en
este trabajo fueron los siguientes: 1. Las concentraciones de citocinas son
diferentes en el leiomioma uterino y miometrio adyacente (previamente discutido).
2. En el tejido leiomiomatoso hay una gran cantidad de matriz extracelular distribuida
de manera homogénea en comparacion con el miometrio adyacente que no mostré
un aumento de matriz extracelular, correspondiente a un tejido sin alteraciones en
la sintesis y degradacion de la misma. 3. En cuanto a la morfologia celular, los
leiomiomas uterinos mostraron una morfologia irregular, con nucleos alargados

posiblemente debido a que estas células se encuentran en constate division celular
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y el miometrio adyacente mostré una morfologia nuclear clasica sin alteraciones
notables como ha sido reportado por otros autores (Sozen y Arici, 2002;
Giannandrea y Parks, 2014; Steward, 2001).

Por lo anterior, se evidencio que si pueden identificarse diferencias en la produccién
de citocinas y matriz extracelular en el mismo tejido dependiendo de su condicion y
procedencia fisiolégica. Posiblemente debido al gran acumulo de colageno en el
leiomioma uterino. Ya que el colageno interactua con las células a través de varios
receptores, y tiene un papel importante en la regulacion del crecimiento celular, la
diferenciacion y la migracion a través de la union de sus receptores (Ricard-Blum,
2011), exacerbando el aislamiento del tumor y limitando la interaccion con células
inmunoldgicas que deberian ser atraidas al lugar de inflamacion, ademas como ya
se conoce que el exceso de colageno se deposita en la matriz extracelular durante
la fibrosis, entonces la fibrilogénesis es un nuevo objetivo para limitar la fibrosis
bloqueando las interacciones mediadas por el telopéptido de las moléculas de
colageno (Chung et al., 2008). En los leiomiomas uterinos se han reportado sobre
expresados diferentes subtipos de colagenas, como COL1A1, 4A2, 6A1, 6A2, 7A1,
y 16A1 (Ciavattini, 2013).

Se haintentado explicar el papel de las citocinas (entre ellas las evaluadas en este
trabajo) en la regulacion de la expresion de las MMPs (metaloproteinasas de matriz
extracelular que participan en el recambio, reparacion de tejidos y la tumorigénesis),
para ello se han propuesto diferentes mecanismos. Entre los que se encuentran: 1.
El mecanismo de la escisidon de las proteinas de la MEC por las citocinas que da
como resultado la liberacion de factores de crecimiento, como TGF-p1. 2. El
mecanismo de la generacion de moléculas precursoras o activadoras para producir
las formas activas de citocinas como TGF-1, IL-18 y TNF-a, sin embargo ninguno
de los dos ha proporcionado evidencias concluyentes de la interaccion entre
citocinas y MMPs. Por lo antes mencionado en nuestro laboratorio se llevé a cabo
el analisis de MMPs en las muestras de LU y miometrio adyacente. Los resultados

de ese trabajo muestran que, las enzimas MMP-1 y MMP-13 estan disminuidas y
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esto puede contribuir al gran acumulo de colagena de tipo fibrilar en leiomiomas
uterinos reportado por Parra-Hernandez. Y su disminucion puede estar relacionada
con alguna molécula intermediaria (citocinas), como la interleucina 1- beta (IL1-B) o

el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) entre otras (Pei et al., 2006).

Este trabajo fue un estudio piloto que nos permitio identificar la participacion de IL-
8 y MCP-1 a nivel proteico, ya que en su mayoria los estudios de leiomiomas
uterinos han sido abordados a nivel de expresion de genes, ademas que podria
establecer las bases para posteriores estudios que evaluen el papel que tienen las

citocinas en los leiomiomas uterinos de la poblacion mexicana.
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11. Conclusiones

La sobreproduccion de IL-8 en el leiomioma uterino y MCP-1 en el miometrio
adyacente estan asociadas con el establecimiento de un microambiente inflamatorio
que favorece el acumulo de matriz extracelular, caracteristica de los leiomiomas

uterinos.

Existen diferencias en la concentracion de citocinas producidas por un mismo tejido
uterino, dependiendo de su condicion y procedencia fisiologica (leiomiomas uterinos

o0 miometrio adyacente).
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12. Perspectivas

Es necesario hacer mas estudios a nivel de proteinas (estudios de protedmica)
implicadas en la patologia de los leiomiomas uterinos, que eluciden el papel
funcional de las proteinas involucradas en el desarrollo de los eventos fibrético.
Ademas de poder encontrar posibles moléculas que actuen como blancos

terapéuticos en el tratamiento de los leiomiomas uterinos.

Aumentar el numero de muestras analizar, evaluar las citocinas en sangre periférica

y dilucidar el uso de la IL-8 como un posible biomarcador clinico de la patologia.
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14. Abreviaturas

Abreviatura £ Nombre

% Porcentaje

* Mas-menos

°C Grados celcius

100 X Cien aumentos

200 X Doscientos aumentos

Arg Arginina

ARNmM Acido ribonucleico mensajero

Asp-3 Precursor de la proteasa aspartica 3
bFGF Factor de crecimiento fibroblastico basico
Ca? lon calcio

COL16A1 Colageno tipo 16 alpha 1
COL1A1 Colageno tipo 1 alpha 1
COL4A2 Colageno tipo 4 alpha 2
COLG6A1 Colageno tipo 6 alpha 1

COL6A2 Colageno tipo 6 alpha 2

COL7A1 Colageno tipo 7 alpha 1

CSF Factor estimulante de colonias

CXCR1 Receptor 1 de interleucina 8

DS Desviacion estandar

et al Y otros

Glu Acido glutamico

GnRH-a Agonista de la Hormona Liberadora de Gonadotropina
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HMC-1 Linea celular humana mastocistica 1

IGF Factor de crecimiento parecido a la insulina
IL Interleucina

IL-1 Interleucina 1

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

INF Interferon

INFy Interferon gamma

INPerlER Instituto Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”
kDa Kilodaltons

Leu Leucina

LPS Lipopolisacaridos

LU Leiomioma uterino

MCP-1 Proteina quimioatrayente de macréfagos -1
MCPs Proteinas quimioatrayentes de macréfagos
MEC Matriz extracelular

mL Mililitros

mm Milimetros

MMP-1 Metaloproteinasa de matriz extracelular 1
MMP-13 Metaloproteinasa de matriz extracelular 13
MMPs Metaloproteinasas de matriz extracelular
NAP-1 Proteina de ensamblaje de nucleosoma 1
NF-kB Factor nuclear kappa B

nm Nanometros

PBS Buffer fosfato salino
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PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Pg Picogramos

pH Potencial de hidrogeniones (Medida de acidez o alcalinidad)
rpm Revoluciones por minuto

TGF- Factor de crecimiento transformante beta
TH17 Linfocitos T colaboradores 17

TNF Factor de necrosis tumoral

TNFa Factor de necrosis tumoral alpha

Tregs Linfocitos T reguladores

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular
a Alpha

B Beta

mg Microgramos

ML Microlitros

Hm Micrémetros
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