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RESUMEN

Introduccion: Se ha constatado la asociacién entre el sobrepeso y la obesidad con diferentes
tipos de cancer, en especial con el carcinoma endometrial (CE) tipo I debido a que es el que
presenta mayor riesgo relativo. Ademas, debido a que en Chile y en el mundo el sobrepeso y la
obesidad han aumentado considerablemente en las ultimas décadas, es que la busqueda de un
nexo molecular entre estas condiciones suscita gran interés. Se piensa que algunas adipoquinas
tales como leptina se encuentran elevadas en estas mujeres, de manera que podrian actuar
directamente sobre las células endometriales iniciadas, incrementando la proliferacién, alterando
la homeostasis tisular y contribuyendo a la promocién del CE tipo L.

Hipétesis: El sobrepeso y la obesidad conducen a un desbalance en los procesos de proliferacién
y apoptosis celular en el tejido endometrial, que se asocia con altos niveles séricos de leptina, lo
que en muchas mujeres establece condiciones favorables para la promocién del CE tipo L.
Objetivo general: Evaluar en mujeres con sobrepeso y obesidad (sin CE tipo I), si existe
desregulacion en la homeostasis endometrial y si esto se asocia con concentraciones alteradas de
leptina, al comparar con mujeres normopeso, favoreciendo asi la promocion del CE tipo I.
Metodologia: Se trabajé con muestras de sangre periférica y de tejido endometrial obtenidas de
los siguientes grupos de mujeres: I) mujeres ciclicas fértiles (MCF) con indice de masa corporal
(IMC) normal e histologia endometrial normal (HEN), II) MCF con sobrepeso e HEN, I1I) MCF
obesas e HEN, IV) mujeres posmenopausicas con CE tipo I e IMC normal, V) mujeres
posmenopdusicas con CE tipo I y sobrepeso, y VI) mujeres posmenopausicas obesas con CE tipo
1. La concentracion de leptina se determind mediante ensayo imunoradiométrico en el suero de

estas mujeres. En el tejido endometrial de los sujetos en estudio se investigé mediante
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inmunohistoquimica la expresion del receptor de leptina, histona H3 fosforilada (pH3)
(marcador de proliferacion), AKT fosforilada (pAKT) y Aromatasa (P450,,,) (encargada de la
sintesis de estrbgenos). A través del andlisis de Western blot se evalud la expresion de Bel-2
(antiapoptético), Bax (proapoptdtico), Caspasa-3 (proteina efectora final de la apoptosis) y
Survivina (proteina inhibidora de la apoptosis), en extractos proteicos obtenidos del tejido
endometrial de los grupos en estudio. La fragmentacion del DNA se determind en el tejido
endometrial mediante el método de marcacion de los extremos fragmentados del DNA con
nucledtidos biotinilados a través de la enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TUNEL).
Resultades: La concentracién sérica de leptina aumentd significativamente en las mujeres con
sobrepeso y en mujeres obesas con HEN y con CE, al comparar con el grupo normopeso. En
tanto que la expresion endometrial del receptor para esta adipoquina se increment6 en relacion
directa al IMC de las mujeres con HEN. Lo anterior permite sugerir que leptina (conocida por
modular la proliferacién endometrial) podria actuar directamente sobre las células endometriales
iniciadas de estas mujeres La expresion de tal receptor no mostrd variacion al comparar los
grupos HEN con los grupos con CE tipo L

Por otro lado, al evaluar la relacion entre proliferacion y apoptosis endometrial a través de la
razén pH3/TUNEL, fue posible distinguir dos subgrupos de mujeres obesas (O1 y O2) entre las
mujeres con HEN. El grupo O1 presenté un aumento de 32,7 % en dicha razon versus el grupo
02 (p<0,05). A su vez, las mujeres O1 exhibieron un incremento en la razén pH3/TUNEL de
56,4% y 33,8 % al comparar con el grupo normopeso (N) y sobrepeso (S), respectivamente
(p<0,05). Interesantemente, la razén pH3/TUNEL fue similar entre los grupos N y O2, y

semejante entre las mujeres obesas con HEN y los grupos de mujeres con CE tipo I (p>0,05).

12



Ademas, dicha razén se correlacioné con el IMC (R =0,53, p<0,05) v con los niveles séricos de
leptina (R =0,47, p<0,05) de las pacientes de los grupos N, S y O1 (con HEN). Similarmente, el

IMB fue correlacionado con BMI fue correlacionado con la leptina serica (R = 0,83, p <0.03).

Por otro lado, al estudiar la expresién endometrial de Bel-2 y Bax se observd que en el grupo O1
existe un incremento de la razon Bel-2/Bax de 86,9% y 168,7 %, respectivamente, en relacion al
grupo Ny O2 (p<0,05). Lo anterior adquiere especial relevancia al observar que en las mujeres
con CE la razén Bel-2/Bax fue similar a la encontrada en las mujeres obesas 1 con HEN
(p>0.05). En el caso de la Caspasa-3 activa no se encontraron diferencias estadisticas entre los
grupos de mujeres con HEN y con CE tipo 1.

Survivina incrementd su expresién endometrial en el grupo O1 (454,5 %, 93,6 % v 121.8 %) al
comparar con ¢l grupo N (p<0,001), S (p<0,01) y O2 (p<0,01), respectivamente. En las mujeres
con CE, la expresion de Survivina se incrementé en forma proporcional al IMC.

Respecto a las vias de sefializacion que darian cuenta de la mayor proliferacion endometrial,
estudiamos la expresién nuclear (Nu) y citoplasmatica (C) de la proteina AKT en los
endometrios de interés. Dicha proteina se activa por fosforilacién, y encontramos un incremento
en la razon Nw/C de pAKT en las mujeres O1 (56,9%, p<0,05) versus el grupo N y 02,
respectivamente. La expresion de pAKT fue similar entre los grupos O2 y N con HEN, y entre
las mujeres obesas obesas del grupo 1 sin CE y entre las mujeres obesas con CE (p>0,05).

Por otra parte, fue necesario considerar la disponibilidad in situ de estrégenos (cuyos niveles
circulantes se encuentran elevados en las mujeres O1) originada en la actividad y/o expresion de
la enzima aromatasa. Al respecto, se estudié la expresion endometrial de esta enzima,

detectandose un incremento 14 y 5,4 veces en las mujeres O1 respecto al grupo N (p<0,001) y S
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(p<0,01), respectivamente. En forma concordante con resultados anteriores, la expresion de
P450,m en el grupo O2 fue semejante a la de las mujeres del grupo N (p>0,05), v 2.5 veces
menor (p<0,05) al comparar con el grupo Ol. Las mujeres obesas del grupo 1 con HEN
presentaron un nivel de expresidn de la P450,,, similar al de las mujeres obesas con CE
(p>0,05). Este aporte extra de estrégenos se traduciria en una mayor biodisponibilidad de
estrogenos, que junto con las concentraciones alteradas de leptina circulantes, podrian ejercer
acciones regulatorias en el ciclo celular, controlar la proliferacién de las células epiteliales
endometriales y contribuir a la promocion del CE tipo I en las mujeres obesas del grupo 1.
Conclusién: Sobre la base de nuestros resultados, es claro que las células epiteliales
endometriales principalmente de las mujeres obesas del grupo 1, son mas propensas a
incrementar su proliferacion debido a que estdn expuestas a niveles circulantes elevados de
leptina y a un ambiente estrogénico alterado tanto a nivel sistémico como local. De mantenerse
en el tiempo tales condiciones, dicha proliferacién celular incrementada puede aumentar la
incidencia de mutaciones y de esta forma las células pueden escapar del control normal de la
proliferacion y volverse neoplasicas.

Dado que la terapia para el CE involucra cirugia lo cual deteriora la capacidad reproductiva y
reduce la calidad de vida de las mujeres, es absolutamente necesario desarrollar protocolos y
pruebas para identificar a mujeres obesas con mayor susceptibilidad para el potencial desarrollo
de CE. Los resultados obtenidos en esta tesis nos permitieron identificar a tales mujeres,
comprender algunos de los mecanismos involucrados en la mayor proliferacién endometrial y
proporcionar las bases para el disefio de estrategias de diagndstico temprano. Por lo tanto,

esperamos que en un futuro no muy lejano, estas mujeres obesas puedan ser segregadas para
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recibir mayor vigilancia. Lo anterior, es especialmente relevante si consideramos que menos del

20% de las mujeres con CE avanzado sobreviven.

ABSTRACT

Introduction: The connection between overweight and obesity with different types of cancer
has been corroborated, especially with type-I endometrial carcinoma (EC) as it is the kind that
presents the highest relative risk. Furthermore, due to the considerable increase in overweight
and obesity observed during recent decades in both Chile and across the globe, the search for a
molecular link between these conditions raises great interest. It is thought that some adipokines
such as leptin are elevated in these women, which could act directly on initiated endometrial
cells increasing the proliferation, altering tissue homeostasis and contributing to the type- 1 EC
promotion.

Hypothesis: Overweight and obesity lead to an imbalance in the processes of proliferation and
cellular apoptosis in the endometrial tissue, which is associated with high serum levels of leptin,
establishing favorable conditions for the development of type I EC in many women.

General objective: To evaluate whether there is deregulation in endometrial homeostasis in
overweight and obese women (without type-I EC), and whether if it is associated with altered
concentrations of leptin when compared with normal-weight women, thereby facilitating the
type-I1 EC promotion.

Methodology: Blood and endometrial samples were obtained from the following groups of
women: I) cycling premenopausal women (CPW) with normal body mass index (BMI) and
normal endometrial histology (NEH), II) CPW with overweight and NEH, III) obese CPW with

NEH, 1V) postmenopausal women with type I EC and normal BMI, V) postmenopausal women
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with type I EC and overweight, and VI) obese postmenopausal women with type [ EC. Leptin
concentration was determined in the serum of these patients by immunoradiometric assay. In
addition, we investigated the expression of leptin receptor, phosphorylated histone H3 (pH3)
(proliferation marker), phosphorylated AKT (pAKT) and Aromatase (P450,.,,) (responsible for
the estrogen synthesis), in the endometrial samples of these subjects through
immunohistochemistry. Morcover, we evaluated the Bcl-2 (antiapoptotic), Bax (proapoptotic),
Caspase-3 (final effector of apoptosis) and survivin (apoptosis inhibitor) expression in protein
extracts obtained from endometrial tissue of the study groups by Western blot analysis. DNA
fragmentation was determined by TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling (TUNEL) in
endometrial samples.

Results: Circulating levels of leptin were significantly elevated in overweight and women with
NEH, with respect to the normal-weight group. At the same time, the endometrial expression of
the leptin receptor increased in direct relation to the BMI of these women. This would suggest
that leptin (known for modulating endometrial proliferation) could act directly on initiated
endometrial cells. In the case of type I EC groups, the expression of this receptor showed no
change when compared with NEH groups.

Furthermore, when evaluating the relationship between endometrial proliferation and apoptosis
through the pH3/TUNEL ratio, was possible to distinguish two subgroups of obese women (Ob1
and Ob2) with NEH. The Obl group presented an increase (32.7%, p<0.05) in this ratio versus
the Ob2 group. In turn, Ob1l women exhibited an increase of 56.4% and 33.8% with respect to
the normal-weight (N) and overweight (O) groups respectively (p<0.05). Interestingly, the
pH3/TUNEL ratio was similar between N and Ob2 groups, and between obese women with

NEH and women with type -1 EC. Furthermore, this ratio was correlated with BMI (R = 0.53, p
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<0.05) and serum leptin levels (R = 0.47, p <0.05) found in these women's groups (groups N, S
and O1). Similarly, BMI was correlated with serum leptin (R = 0,83, p <0.05).

On the other hand, an increase of endometrial Bel-2/Bax ratio (86.9% and 168.7%, respectively)
was detected in Obl group in relation to N and Ob2 groups (p <0.05). This becomes particularly
relevant when observing that in patients with EC, the Bcl-2/Bax ratio was similar to that found
in Obl with NEH. With respect to the active Caspase-3 there were no differences between
groups of women with NEH and type 1 EC.

Endometrial expression of survivin increased in Obl group (454.5%, 93.6% and 121.8%) when
compared with the N (p <0.001), O (p <0.01) and Ob2 (p < 0.01) groups, respectively. In
patients with EC, the expression of survivin was increased proportionally to the BMI.

Regarding the signalling pathways that would explain the higher endometrial proliferation, we
studied the nuclear (Nu) and cytoplasmic (C) expression of AKT protein in the studied
endometria. This protein is activated by phosphorylation, and we found an increase in the Nu/C
ratio of pAKT in Obl patients (56.9%) versus the N and Ob2 groups (p<0.05), respectively.
pAKT expression was similar between Ob2 and N groups with NEH, and between obese women
with and without EC.

Moreover, it was necessary to consider the in situ availability of estrogens (whose circulating
levels are elevated in Obl women) originated in the activity and/or expression of the aromatase
enzyme. In this regard, we studied the endometrial expression of this enzyme finding an
increment of 14 and 5.4 times in Obl patients compared to the N (p <0.001) and O (p <0.01)
groups, respectively. In concordance with previous findings, the expression of P450,., in the
Ob2 group was similar to that of women in the N group, and 2.5 times lower (p <0.05) when

compared with the Ob1 group. Obese women with NEH had a level of expression of P450

arom
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similar to obese women with EC. This extra contribution of estrogens would lead to higher
bioavailability of estrogens that, together with altered concentrations of circulating leptin, could
exert regulatory actions in the cell cycle, controlling the epithelial endometrial proliferation and
contributing to the type I EC promotion in Ob] patients.

Conclusion: Based on our results, it is clear that endometrial epithelial cells (predominantly
from Obl women) are more likely to increase their proliferation due to their exposition to
elevated circulating levels of leptin and altered estrogenic environment (systemic and local). If
such conditions were to be maintained in time, the increased cell proliferation may enhance the
incidence of mutations, therefore permitting the cells to escape normal control of proliferation
and become malignant. Given that the therapy for EC involves surgery deteriorating the
reproductive capacity and reducing women’s life quality, it becomes absolutely necessary to
develop protocols and proofs to identify obese patients with higher susceptibility for the
potential development of EC. The results obtained from this thesis allowed us to identify such
patients, understanding some of the mechanisms involved in increased endometrial proliferation
and providing with the basis for the design of early diagnosis strategies. Thus, we hope that in
the not too distant future, these obese women may be segregated to receive greater supervision.
This is particularly relevant if we consider that less than 20% of patients with advanced EC are

able to survive.
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. INTRODUCCION

El endometrio humano es uno de los tejidos cuya funcién se encuentra principalmente regulada
por esteroides sexuales y por otras hormonas de la circulacién (1). En efecto, durante la fase
proliferativa el estradiol producido por los foliculos en desarrollo induce la proliferacion celular
en el endometrio, y luego de la ovulacién la progesterona producida por el cuerpo liteo
promueve la diferenciacion de las células endometriales durante la fase secretora. Ademas, el
tejido endometrial, el que estd conformado por un compartimiento epitelial y estromal, es capaz
de secretar factores de crecimiento, citoquinas y péptidos que actan como reguladores
paracrinos y autocrinos de la proliferacion, diferenciacion y apoptosis (2, 3, 4).

Por otro lado, en los tltimos afios se ha destacado la funcién endocrina y metabdélica del tejido
adiposo, caracterizada por la produccion de una serie de hormonas y citoquinas -que acttian de
manera endocrina, paracrina y-autocrina- y que en conjunto se han llamado adipoquinas (5).
Dichas adipoquinas integran una red de sefiales que participan en la regulacion de funciones
celulares en organos distantes, como es el caso del endometrio (6). Es por ello, que en
situaciones endocrino-metabdlicas asociadas a anormalidades en la concentracion sanguinea de
adipoquinas como es el caso de la obesidad, los procesos que normalmente ocurren en el
endometrio y la respuesta de las células endometriales a los estimulos bioldgicos alterados,
pueden verse afectados, lo que podria establecer condiciones favorables para el desarrollo del

carcinoma endometrial (CE) tipo L.

19



1.1. Generalidades del sobrepeso y la obesidad en el mundo y en Chile

La obesidad es una enfermedad crénica multifactorial que se define como el éxceso de masa
adiposa, siendo perjudicial para la salud (7). Teniendo en cuenta ¢l indice de masa corporal
(IMC), la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define como normal un IMC de 18 a 24,9
kg/m?, como sobrepeso un IMC de 25 a 29,9 kg/m® y como obesidad un IMC mayor o igual a 30
kg/m® (8). A nivel mundial, alrededor de 400 millones de adultos son obesos y un billon tiene
problemas de sobrepeso (9). En cuanto a Chile, la tltima Encuesta Nacional de Salud 2003
exhibié que 38% de la poblacion adulta presenta sobrepeso y un 22% presenta obesidad, lo cual
ha ido aumentando a través de los afios como consecuencia de la dieta inadecuada y de una

actividad fisica insuficiente (10).

1.2. Relacién entre sobrepeso, obesidad y cancer

Estudios epidemioldgicos han demostrado que existe una asociacién entre el sobrepeso y la
obesidad con diferentes tipos de cancer: endometrio (tanto en mujeres pre- como
posmenopdusicas), mama (en mujeres posmenopdusicas), colon, recto, esofago, rifion, pancreas,
vesicula, ovario, higado y prostata (11, 12).

Dentro de los canceres asociados a sobrepeso y obesidad, el CE ha recibido especial atencion,
debido a que es el que presenta mayor riesgo relativo (12). Es asi como la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer, reportd que el sobrepeso y la obesidad estan asociados con un
riesgo de 2 y 3,5 veces, respectivamente, de desarrollar CE (12).

Por otro lado, es importante mencionar que se han descrito dos tipos de CE: 1y II (13). El CE
tipo | representa alrededor del 70-80% de los CE, y se encuentra vinculado al estimulo

estrogénico, obesidad e hiperplasia endometrial. En tanto que el 10-20% de los CE, corresponde
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al tipo IL, el cual es menos comun, no esta relacionado con estimulacién estrogénica y es més
agresivo. Dada la asociacién con el sobrepeso y la obesidad, en esta tesis nos enfocamos en ¢l

CE tipo I.

1.3. Bases moleculares de la asociacion entre sobrepeso, obesidad y carcinoma

endometrial

La mayor susceptibilidad de las mujeres con sobrepeso y obesidad para desarrollar CE tipo I se
encuentra asociada a la influencia que ejercen diversos factores tales como las adipoquinas,
estrogenos y factores de crecimiento, los cuales actuarian directamente sobre las células

endometriales iniciadas, incrementando la proliferacién y contribuyendo asi a la promocion del

CE tipo L.

1.3.1 Leptina

Entre las adipoquinas que nos interesa destacar se encuentra leptina puesto que sus niveles
séricos se correlacionan tanto con el peso corporal como con el IMC (14), vy porque estd
relacionada con la patogénesis del CE (15). A su vez, la expresién de leptina y su receptor han
sido detectados tanto en endometrio normal como en CE (16, 17, 18).

Reportes previos indican que leptina al unirse a su receptor desencadena la activacién de la via
de sefalizacion Janus Kinasa/Transductores de Sefial y Activadores de la Transcripcion
(JAK/STAT) mediante una serie de fosforilaciones que a su vez pueden activar la via de las
proteinas kinasas activadas por mitégeno (MAPK) y de fosfatidil inositol 3- kinasa (PI3K) (19);
ambas vias involucradas en la activacion de genes relacionados con la proliferacién celular (20,
21). De esta forma, esta adipoquina ha sido implicada en la regulacion de la proliferacién en

células de cancer mamario (22), prostatico (23), y endometrial (24, 25).

21



Por otro lado, recientemente ha sido reportado que a concentraciones séricas fisiolégicas leptina
puede regular la remodelacion del epitelio endometrial humano estimulando no solo la
proliferacion sino también la apoptosis (a través del ligando Fas) (26).

Todos estos reportes sugieren que leptina puede ser un potencial candidato que contribuya al
desbalance entre proliferacion y apoptosis en endometrios de mujeres con sobrepeso y obesidad,

y predisponer asi a la promocion del CE tipo L

3.2 Estrogenos

Aunque los ovarios constituyen la principal fuente de estrogenos circulantes en mujeres
premenopausicas, en la condicion de sobrepeso y obesidad existe una asociacion entre la mayor
aromatizacion de los estrogenos en el tejido adiposo y los reducidos niveles séricos de la
globulina que une a esteroides sexuales (SHBG), lo que resulta en niveles elevados de
estrogenos circulantes que podrian alcanzar el tejido endometrial (27).

Estudios previos indican que la expresion génica y proteica de la enzima aromatasa (P450,0m) €8
baja o ausente en endometrio humano normal (28, 29) y en hiperplasia endometrial
(generalmente precursora del CE tipo I) (30, 31). Sin embargo, no hay estudios que muestren si
la expresion endometrial de esta enzima se modifica a medida que se incrementa el IMC. Por
otro lado, se demostro que la actividad de la P450,,, es significativamente mayor en endometrio
neoplasico al comparar con endometrio normal (29, 32, 33, 34), lo que indica que la P450,0n
intratumoral desempefia un papel en la progresion tumoral. Es importante ademas destacar que
leptina incrementa la expresion de esta enzima en células ovaricas de la granulosa, células
estromales adiposas, en la linea celular de cancer de mama MCF-7 (35, 36, 37) y, posiblemente

ocurra de igual forma en el tejido endometrial.
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Ademas, varios estudios sefialan que los estrogenos producidos por aromatizacién en el tejido
endometrial pueden funcionar como factores mitogénicos y de crecimiento, independiente de la
concentracion sérica de estrégenos (38, 39). Sin embargo, mas alld de la produccion de
estrogenos en el tejido endometrial, no se puede descartar que una exposicion del tejido a
elevadas concentraciones de estrogenos por periodos prolongados (como es el caso de la
obesidad), pueda constituir un factor de riesgo importante en el desarrollo de CE tipo | en estas

mujeres.

1.4. Homeostasis endometrial y su relacion con la obesidad.

La homeostasis tisular es el proceso fisioldgico coordinado entre la proliferacion y la muerte
celular programada o apoptosis. La proliferacion celular se define como el aumento del nimero
de celulas resultado del crecimiento y multiplicacion celular, en tanto que la apoptosis o muerte
celular programada es un fenémeno fisiologico y/o fisiopatologico en el cual las células se

comprometen a morir ante un estimulo especifico.

1.4.1. Proliferacion

En el tejido endometrial la proliferacion se encuentra regulada principalmente por los niveles
circulantes de estrogeno y progesterona, asi como por factores de crecimiento y adipoquinas (40,
41, 42). En condiciones normales, los estrégenos son los responsables de la proliferacion de las
c€lulas endometriales y de la sintesis de receptores de progesterona durante la fase proliferativa
del ciclo menstrual, dando paso a la fase secretora regida por esta ultima hormona (43). Sin
embargo, en la condicion de obesidad se ha observado un aumento considerable en los niveles
circulantes de estrégenos, sin oposicion de progesterona, lo que juega un papel importante en la

mayor exposicién endometrial a estrégenos y por ende en la etiologia del CE (43). Al respecto,
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se ha reportado que los estrgenos incrementan la proliferacion en células con CE (44), cancer
de mama (45), en células vaginales endoteliales (46) y en espermatozoide humano (47),
mediante dos mecanismos: uno gendémico en el cual genes como ciclina DI 'y c-myc promueven
el avance del ciclo celular desde la fase G1 a la fase S (48), y otro no genémico en el cual se
activan vias de sefializacion intracelular como la de la proteina kinasa A (PKA) (49), MAPK
(20) y PI3K (50).

Dentro de la via de las PI3K se encuentra la proteina kinasa B o AKT, que tiene efectos directos
sobre la proliferacion celular mediante, por ejemplo, la inhibicidn de la proteina apoptética Bad
(51, 52). Esta altima proteina puede inhibir a la proteina Bcl-2, razén por la cual AKT favorece
la activacion de Bel-2 (53). A su vez, AKT tiene efectos sobre la transcripcion de genes forkhead
implicados en la progresion del ciclo celular y en la superviviencia celular (54). Se ha constatado
la expresion de AKT en células endometriales del estroma, epitelio y decidua (55). Ademads, se
ha observado que en condiciones normales existe una alta expresion endometrial nuclear de
AKT fosforilada en el residuo serina (pAKT) durante la fase proliferativa, lo que sugiere que
pAKT esta siendo estimulada principalmente por los estrogenos los cuales tienen su pick en esta
fase del ciclo menstrual (56, 57). Por lo tanto, los estrogenos pueden activar a AKT y de esta
forma influir en los procesos de proliferacion y superviviencia celular en el endometrio (20, 58).
Por otra parte se ha descrito que la via de transduccion de sefiales correspondiente a PI3K/AKT
puede ser activada por leptina. La unién de esta adipoquina a su receptor gatilla la fosforilacion
de la proteina JAK-2 (de la via de las JAK) con lo que se induce la activacion de la via de las
PI3K con la consiguiente fosforilacion y activacion de la proteina AKT (59, 60).

En base a esto se podria sugerir que en la condicién de obesidad, y con niveles elevados de

leptina y estrogenos circulantes, la expresion de pAKT estaria incrementada en el endometrio, de
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tal manera que pAKT podria modular la homeostasis endometrial. Por lo mismo, es importante
determinar la expresion de la proteina pAKT en el endometrio de mujeres con sobrepeso y
obesidad, de manera de relacionar dicha expresion con la de los marcadores de apoptosis y
proliferacion en el endometrio.

Varios métodos se han utilizado para evaluar la proliferacion celular en el tejido endometrial.
Entre ellos, se encuentra la deteccion del antigeno nucleolar Ki67 el cual se expresa durante las
fases G1, S, G2 y M del ciclo celular (61, 62). Resultados preliminares de nuestro laboratorio,
realizados en base a la deteccion de este antigeno en mujeres con diferente IMC, revelaron una
mayor expresion de esta proteina en mujeres con sobrepeso y en mujeres obesas al comparar con
mujeres normopeso. La informacién anterior se complementd, en esta tesis, con la evaluacion
del marcador de proliferacion Histona H3 fosforilada en Serina 10 (pH3). Dicho marcador
otorga informacién adicional al identificar a células en fase M y que por lo tanto han completado
el ciclo celular, debido a que pH3 es fosforilada en Serina 10 cuando los cromosomas se

condensan durante la profase, y permanece fosforilada hasta la telofase (63).

1.4.2. Apoptosis

En el endometrio la apoptosis ocurre de manera fisiolégica durante el remodelamiento tisular
(64.65). Su activacion puede ser regulada por el ligando FAS y comenzar a nivel de la
membrana (via extrinseca) (66). También puede ocurrir una activacion independiente del ligando
(via mitocondrial o via intrinseca), la cual estd dada por el desbalance entre las proteinas
correspondientes a la familia Bcl-2: las proapoptéticas como Bax y Bad, v las anti-apoptdticas
Bel-2, Bel-X1 y Bel-Xs (67). Tanto la via intrinseca como extrinseca convergen en la activacion

de las Caspasas-3, -6 y -7, siendo la principal la Caspasa-3 (68).
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En relacion a la proteina Bcl-2, se ha observado que en condiciones normales su expresion es
maxima en células epiteliales endometriales durante la fase proliferativa y decrece durante la
fase secretora, lo que sugiere que Bcel-2 se encuentra regulada por los esteroides sexuales durante
el ciclo menstrual (69). Existe evidencia de que la sobreexpresion de esta proteina bloquea la
apoptosis jugando un importante rol en el carcinoma mamario (70), gastrico (71), prostatico (72)
y endometrial (73). Otros estudios han demostrado que el incremento en la expresion
endometrial de esta proteina en mujeres posmenopdusicas con hiperplasia y con CE favorece la
proliferacion celular endometrial (74). Ademads, se ha descrito una correlacion positiva entre los
niveles de expresion de la proteina Bel-2 en el ovario y la expresion del receptor de estrogenos y
progesterona en dicho tejido.

En el caso de la proteina Bax, se ha determinado que se expresa mayoritariamente en las células
epiteliales endometriales durante la fase secretora en condiciones normales (75). Sin embargo, se
ha observado un incremento de su expresion en hiperplasia endometrial y en CE, al comparar
con tejido endometrial normal (73).

Por otro lado, se ha reportado que Bcl-2 forma heterodimeros con Bax in vivo tanto en
endometrio normal (76) como con CE (77), siendo mayor la razén Bcl-2/Bax en el caso del CE.
De esta manera la relacion entre ambas proteinas determina el destino final del tipo celular
estudiado, y por lo mismo en este trabajo de tesis se abordé el estudio de ambos marcadores en
el tejido endometrial de mujeres obesas y de mujeres con sobrepeso, debido a que un incremento
en la razén Bcl-2/Bax contribuiria a un desbalance de la homeostasis endometrial, a favor de la

proliferacion celular.
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Por su parte, la Caspasa-3 actua como proteina efectora final produciendo la activacion de las
endonucleasas encargadas de la degradacion del DNA cromosomal (78). Esta mayormente
expresada en endometrio de fase secretora (79) y en adenocarcinoma endometrial temprano (80).
Dentro de las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) se encuentra Survivina, la cual es capaz
de regular tanto la proliferacion como la apoptosis (81, 82). En diferentes tipos de cénceres (83,
84) incluido el CE (85), se ha demostrado que su sobreexpresion confiere proteccion contra el
estimulo apoptético, en tanto que la pérdida o reduccion en su expresion sensibiliza a las células
para la apoptosis. Survivina muestra diferencias ciclicas a lo largo del ciclo menstrual, siendo
mayor su expresion en endometrio de fase proliferativa que en fase secretora (86), lo que sugiere
que los esteroides se encuentran regulando su expresion. En este mismo estudio se observé que
en las células epiteliales endometriales existe una asociacion entre Survivina y la proteina AKT,
va que luego de utilizar un inhibidor de la proteina PI3K se produjo la inhibicién de la
fosforilacion de AKT y la expresion de Survivina (87). Por lo planteado anteriormente, y dada la
relevancia de esta proteina en la homeostasis endometrial, es importante determinar su nivel de
expresion endometrial en las mujeres con sobrepeso y obesidad.

Con los antecedentes expuestos, en esta tesis se propuso estudiar el posible desbalance entre
proliferacién y apoptosis en endometrios obtenidos de los grupos de mujeres con sobrepeso v
obesidad, e investigar si los niveles circulantes de leptina en estas mujeres se encuentran
asociados con tal desbalance. Estos resultados ayudaran a comprender desde un punto de vista

bioquimico/molecular la asociacion entre la obesidad y el CE tipo L.
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2.  HIPOTESIS

“El sobrepeso y la obesidad conducen a un desbalance en los procesos de proliferacién y
apoptosis celular en el tejido endometrial, que se asocia con altos niveles séricos de leptina, lo

que en muchas mujeres establece condiciones favorables para la promocioén del CE tipo I”
3.  OBIETIVOS

341 Objetivo general

Evaluar en mujeres con sobrepeso y obesidad (sin CE tipo I), si existe desregulacion en la
homeostasis endometrial y si esto se asocia con concentraciones alteradas de leptina, al comparar

con mujeres normopeso, favoreciendo asi la promocién del CE tipo L.

3.1.2. Objetivos especificos

e Determinar la concentracion sanguinea de leptina en los seis grupos de mujeres que se
estudiaran. Ademas, investigar el perfil de expresion endometrial del receptor de dicha
adipoquina en los grupos en estudio.

e Estudiar el grado de apoptosis en base a la fragmentacién del DNA y a la expresion de
Caspasa-3 activa, Bel-2, Bax, Survivina (Western blot y/o inmunohistoquimica), asi como el
grado de proliferacion celular (inmunohistoquimica de Histona H3 fosforilada), en
endometrios obtenidos de los grupos de mujeres en estudio.

e Relacionar los cambios en las concentraciones séricas de leptina y la expresion de su
receptor con el indice de proliferacion y apoptosis en los grupos de mujeres considerados en

esta tesis.
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4.  METODOLOGIA

4.1. Obtencion de las muestras

A cada mujer se le solicité una muestra de sangre venosa (en ayunas) y una muestra de tejido
endometrial. Dichas muestras fueron obtenidas de mujeres pertenecientes a 6 grupos (Tabla 1),
previo consentimiento escrito e informado (formato adjunto, Anexol).

Este proyecto fue

aprobado por los Comité de Etica Cientifico del Area Oriente y del INTA.

Tabla 1. Caracteristicas generales de los seis grupos de mujeres a estudiar

Grupo N S 0 N S 8]
P m=10) | @m=9 | m=17) (n=10) (n=9) (n=12)

Caracteristicas MuJe res Muj.e res Mw_e res Mujeres Mujeres Mujeres

lini ciclicas ciclicas ciclicas osm - . E o
clmicas fértiles fértiles teriiles p enopausicas posmenopausicas | posmenopausicas
IMC (kg/m?) 182249 | 25a229,9 =30 18 2249 252299 >30
HlStOlogifll Normal Normal | Normal CE tipo I CE tipo 1 CE tipo 1
endometrial

Nota: Segin lo establecido por la OMS, el IMC normal corresponde a 18-24,9 kg/m” (N), el sobrepeso
corresponde a un IMC de 25 a 29,9 kg/m”(S), y la obesidad a un IMC mayor o igual a 30 kg/m’ (O).

4.1.1

Grupos con histologia endometrial normal (HEN)

Corresponden a voluntarias ciclicas normales (n=36) con diferente IMC, fertilidad probada, sin
terapia con anticonceptivos hormonales por lo menos tres meses antes de la obtencién de la
muestra y en fase proliferativa del ciclo menstrual. Ellas fueron sometidas a histerectomia por
causas no neoplésicas y por indicacion médica en el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del
Hospital Clinico San Borja Arriaran (HCSBA), Campus Centro, Facultad de Medicina,

Universidad de Chile.
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Reportes previos del laboratorio indicaron la existencia de dos grupos de mujeres obesas con
HEN (Ol y O2), las que presentaron un comportamiento diferencial cuando se evalud la
proliferacion celular mediante la deteccidn del antigeno nucleolar (Ki67): el grupo Ol presentd
un elevado nivel de proliferacién endometrial al comparar con el grupo normopeso, en tanto que
en el grupo O2 el indice de proliferacién fue similar al observado en el £rupo normopeso.

Dichos subgrupos de mujeres obesas con HEN fueron tenidos en cuenta en esta tesis.

4.1.2. Grupos con CE tipo I

Se incluyeron a mujeres posmenopausicas que se encontraban en etapas tempranas de la
carcinogénesis endometrial (estadio G1) (88), sin tratamiento previo. Estas mujeres asistieron al
Hospital Santiago Oriente Dr. Luis Tisné Brousse donde las muestras de tejido endometrial
(n=31) fueron obtenidas posterior al procedimiento quirtrgico (pieza de histerectomia), segun el
criterio médico. El anatomo-pat6logo separé una muestra de tejido tumoral endometrial puro de
la pieza quirargica fresca (no embebida en formalina, ni incluida en parafina) para realizar los
estudios correspondientes, siempre y cuando, la separacion de dicha fraceién no entorpeciera el

diagnostico histopatolagico.

Se realizo un analisis morfolégico (tincion de hematoxilina/cosina) a la muestra endometrial de
los distintos grupos. Los tejidos de los grupos con HEN fueron clasificados de acuerdo a la fecha
de la ultima regla (FUR), concentraciones plasmaticas de estradiol y progesterona, y mediante
estudio histolégico de acuerdo a los criterios de Noyes (89) realizado por un anatomo-patélogo.
Por lo tanto, las observaciones histoldgicas fueron complementadas y comparadas con los datos

clinicos de las mujeres en estudio. El diagnostico histopatoldgico del CE tipo I fue realizado por
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el anatomo-patdlogo teniendo en cuenta la clasificacion de la OMS y de la Sociedad
Internacional de Patologos Ginecoldgicos (90).

Una vez obtenidas las muestras endometriales de todos los grupos, una fraccion fue fijada en
formalina-PBS e incluida en parafina (estudios de proliferacion celular, apoptosis y expresion
proteica). El resto de las fracciones fueron congeladas en N, liquido y guardadas a -70°C (para
estudios de expresion proteica). De las muestras sanguineas obtenidas de los seis grupos de
mujeres, se separ6 el suero mediante centrifugacién a 1.800 g por 15 min el cual fue almacenado
en alicuotas a -20°C para posteriormente realizar la medicion de la concentracion de leptina y de

los esteroides de interés.

4.2. Evaluacion de la concentracion sérica de leptina

En los sueros obtenidos de las muestras de sangre de las mujeres en estudio, se midio la
concentracion de leptina por ensayo inmunoradiométrico (IRMA) (91). Los valores
correspondientes a los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron de 4,6% y 6,2 %,

respectivamente.

4.3. Inmunohistoquimica para el receptor de leptina

Para la determinacion de la expresion endometrial del receptor de leptina en las mujeres de
interés, se realizd el siguiente procedimiento experimental. Cortes de tejido endometrial de 5 pm
fueron desparafinados en xilol y luego hidratados con una bateria de alcoholes (100%, 95%,
85%, 70%, 50%). La recuperacion antigénica se realizé en presencia de buffer citrato de sodio
10 mM pH=6 por 20 min a 95°C. Luego, la actividad de la peroxidasa endogena fue bloqueada
por incubacion con peroxido de hidrégeno (H,O,) al 10 % por 5 min, seguida de lavados con

buffer salino fosfato (PBS). Para el bloqueo de sitios inespecificos se utilizd seroalbumina
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bovina (BSA) al 5% en PBS por 1 h a temperatura ambiente. A continuacion, los cortes
histologicos fueron incubados con un anticuerpo primario para el receptor de leptina total (Santa
Cruz) (1:250) y el receptor fosforilado (Santa Cruz) (1:100) por 1h a temperatura ambiente,
Posteriormente se realizd la incubacién con un segundo anticuerpo biotinilado (Dako) por 40
min a temperatura ambiente. Luego, mediante avidina-peroxidasa y utilizando como sustrato
H;0; y como cromégeno diaminobencidina (DAB) se detecto la presencia del receptor total y
fosforilado por la obtencién de un precipitado de coloracion café. A continuacién se realizéd una
contratincion con hematoxilina. Cada placa contd con su correspondiente control negativo, al
cual no se le agregd el primer anticuerpo.

Dos observadores independientes semicuantificaron a lo menos 1500 células por muestra a
través de HScore el cual tiene en cuenta tanto el porcentaje de células positivas como la
intensidad de la tincién. Dicha intensidad fue evaluada teniendo en cuenta las siguientes
categorias de intensidad: - (no tefiida), 1+ (tincion débil), 2+ (tincién moderada), 3+ (tincion
intensa). Por lo tanto, el valor de HScore fue determinado a través de la siguiente formula:
HSCORE = Z Pi x (i +1)/100, descrita previamente por Bogusiewicz y cols 2006 (59) para el
receptor de leptina. En la misma, Pi corresponde al porcentaje de células tefiidas para cada

categoria de intensidad, en tanto que la sigla i denota la intensidad de tincion definidade 1 a 3.

4.4. Estudio de la proliferacion celular
Se realiz6 mediante la inmunodeteccién de la proteina pH3 (92) en el tejido endometrial
obtenido de cada una de las mujeres de los grupos de interés. Para ello, las muestras fueron
sometidas al mismo procedimiento de inmunohistoquimica que para la deteccion del receptor de
leptina (descrito en el apartado de arriba). Se utiliz6 como anticuerpo primario anti-pH3

fosforilada en Serina 10 (Upstate) (1pg/ml) por 1 h a temperatura ambiente. Luego se utilizé
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el segundo anticuerpo biotinilado durante 45 min a temperatura ambiente. En los pasos
siguientes se procedi6 de la misma forma que para el receptor de leptina. Finalmente, por
microscopia dptica se determind el porcentaje de células positivas (coloracién café) para esta

proteina luego del conteo de aproximadamente [500 células por muestra, realizado por 3

observadores independientes.

4.5. Estudio de la apoptosis por medio de la marcacion de los extremos fragmentados del
DNA con nucledtidos biotinilados a través de la enzima desoxinucleotidil transferasa

terminal (TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling).

El método de TUNEL (Promega) identifica a las células apoptdticas in situ mediante el uso de la
enzima desoxinucleotidil transferasa terminal (TdT) encargada de la transferencia de biotina-
dUTP a las cadenas fragmentadas de DNA (93). La biotina es detectada por la reaccién con

estreptavidina conjugada con peroxidasa (HRP) y visualizados por DAB (94).

En las muestras de tejido endometrial se estudio la fragmentacidon del DNA a través de este
método. Para ello, se realizd la desparafinizacion con xilol seguido de la re-hidrataciéon con
diferentes grados de alcoholes. Posteriormente, los cortes de tejido endometrial se incubaron en
cloruro de sodio (NaCl) 0,85% por 5 min a temperatura ambiente. A continuacion, se fijaron las
secciones de tejido en paraformaldehido 4 % en PBS por 15 min a temperatura ambiente. Luego,
se realizd la permeabilizacidn de los tejidos utilizando proteinasa K (20 pg/ml) durante 20 min a
temperatura ambiente. Luego se lavé con PBS y se refijaron las secciones de tejido. A
continuacion, los cortes se incubaron a temperatura ambiente por 1h en camara humeda, con la
mezcla de buffer de equilibrio, nucledtidos biotinilados y la enzima TdT. Al control negativo no
se le adiciond la enzima TdT. Para detener la reaccion se incub6 con una solucion compuesta

SSC 2X durante 15 min a temperatura ambiente y luego se lavé con PBS. El bloqueo de la
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peroxidasa endégena se realizo con H,O; al 0,3 %. Posteriormente, se incubd con estreptavidina
HRP por 30 min a temperatura ambiente; como sustrato se utilizé H,O» y como cromégeno
DAB, por lo que la tinciéon se evidencid de color café. Se contratifid con hematoxilina.
Finalmente, por microscopia optica se determind el porcentaje de células con signos positivos de
apoptosis luego del conteo de aproximadamente 1500 células por muestra, realizado por dos

observadores independientes.

4.6. Determinacion de los niveles de expresion proteica de Bcl-2, Bax, Caspasa-3 activa, y

Survivina

La expresion de estas proteinas se evalué mediante Western blot. Para ello, trozos de tejido
congelados de las mujeres estudiadas fueron homogeneizados y lisadés a 4°C usando un buffer
de lisis conteniendo: Hepes 20 mM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, Triton 1%, PMSF 5 mM,
Na;VO, 50 uM (Sigma), ademds de un cocktail de inhibidores de proteasas (Roche). Luego de la
centrifugacion a 10.000 g por 20 min a 4°C, se determind la concentracion de proteinas usando
BCA kit (Pierce). Los extractos proteicos (50 pg) fueron sometidos a electroforesis en geles al
12 %. Una vez finalizada la corrida los geles fueron electrotransferidos a membranas de PDVF.
Luego de la transferencia, las membranas fueron bloqueadas y a continuacioén incubadas con el
respectivo anticuerpo primario: para Bcl-2 (0,5ug/ml, Calbiochem), Bax (1:1000,
DakoCytomation), Caspasa-3 (1:1000, BD Pharmingen) Survivina (1:1000, Santa Cruz) durante
toda la noche a 4 °C. Luego, las membranas fueron lavadas con Buffer Tris Salino con Tween
(TTBS) e incubadas por 1h a temperatura ambiente con un segundo anticuerpo monoclonal
(1:5000, Amersham) para el caso de Bel-2 y con un anticuerpo secundario policlonal (1:5000,
Amersham) para €l caso de Bax, Survivina y Caspasa-3. Luego se reveld por

quimioluminiscencia. Finalmente, los niveles proteicos fueron analizados por densitometria
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usando un programa UN-SCAN-IT (Version 5.1) (94). Los resultados de Western blot se
expresaron como la razon entre la intensidad de la banda de la proteina en estudio y la de B-

Actina (utilizada como control interno).

4.7. Inmunohistoquimica para las proteinas AKT fosforilada (pAKT) y Aromatasa(P450,

arom)
Las muestras endometriales fueron sometidas al mismo procedimiento que para la
inmunodeteccién del receptor de leptina y pH3, con las modificaciones que se detallan a
continuacion. Los cortes de tejido se incubaron con un anticuerpo primario (Cell Signaling) anti-
pAKT serina 473 (1:2000) y anticuerpo primario anti- P450,., (Serotec) (1:600) por 1h a
temperatura ambiente. De este paso en adelante se procedié de la misma manera que para el
receptor de leptina y pH3. Finalmente, por microscopia dptica se determiné el porcentaje de
c€lulas positivas (coloracién café) para estas proteinas luego del conteo de aproximadamente

1500 c€lulas por muestra, el cual fue realizado por dos investigadores independientes.

4.8. Cdlculo del tamaiio de muestra y andlisis estadistico

El niimero de mujeres en este estudio fue calculado asumiendo un ¢=0,05 y un = 20% y una
diferencia entre promedios de 0,3 y una desviacion estiandar de 0,2 de acuerdo a nuestros
resultados previos.

Para €l analisis estadistico primero se realizé un test de normalidad (Kolmogorov), a fin de
conocer la distribucion de los datos. A continuacidn, para las comparaciones entre los distintos
grupos en estudio se utilizd la prueba de ANOVA seguido de un post-test (Tukey para datos
paramétricos y Kruskal-Wallis para datos no paramétricos). Ademds, se utilizd andlisis de
correlaciéon multivariado para evaluar la asociacion entre los niveles séricos de leptina y su

receptor, con el indice de proliferacion y apoptosis en las mujeres en estudio.
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Se consider6 como significativo un valor p menor a 0,05. Los resultados se encuentran

expresados como promedio + EEM en todos los estudios. Todos los analisis estadisticos se

realizaron usando el programa SPSS para Windows, versién 10.0 (SPSS Inc., IL).

5. RESULTADOS

J.1. Caracteristicas clinicas y endocrinoldgicas de las mujeres en estudio

Como se muestra en la Tabla 2 los grupos de mujeres con histologia endometrial normal
presentan edades similares. Se puede observar un aumento del indice de androgenos libres
(IAL) en las mujeres con sobrepeso y obesidad como consecuencia de la disminucién de los
niveles séricos de SHBG. Los niveles séricos de estrona (E;) y estradiol (E,) se incrementaron
en forma significativa en las mujeres obesas 1 (58% y 48%, respectivamente) con respecto a las

mujeres normopeso (p< 0,05). En el caso de E,, su concentracién circulante en las mujeres con
S fue 41,5% mayor (p <0.05) al comparar con el grupo N. Interesantemente, la concentracion

de E, se incrementd en un 47% (p<0.05) en las mujeres O1 al comparar con las mujeres del

grupo O2, en tanto que los valores séricos de E, fueron similares entre los grupos O2 y N. En
relacion a progesterona (P,) no se observaron diferencias significativas entre los grupos.
Las caracteristicas clinicas y endocrinoldgicas de las mujeres obesas con CE tipo I, usadas como

control en este estudio, fueron inherentes a su estado posmenopausico (Tabla 3).

36



Tabla 2. Caracteristicas clinicas y endocrinoldgicas de las mujeres con HEN.

Histologia endometrial normal

Normopeso Sobrepeso Obesas 1 Obesas 2
(N, n=10) (S, n=9) (01,n=12) (0O2,n=5)
Edad (afios) 43,2+1,90 44,8 + 1,05 44,6 + 0,60 45,0 + 0,30
IMC (kg/m %) 22,1+0,80 272+£0,50° 35,7+1,20 * 339+1,40°
A4( ng/ml) 1,34 £0,21 1,33 £ 0,16 1,45+ 0,14 1,38 £ 0,30
T (ng/ml) 0,28 £0,05 0,31 +0,03 0,35+ 0,03 0,34+ 0,05
SHBG (nmol/l) 54,8 + 8,77 40,6 = 4,28 329+546 ° 28,6+ 11,0°
IAL 1,88 £ 0,32 2,44+ 0,30 3,37+0,42 * 3,44+0,80°
E:(pg/ml) 28,0 = 7,21 43,0+ 13,76 66,7 £15,90 * 35,5+3,5°
E(pg/ml) 343+ 14,0 58,6+ 10,6° 66,1 +10,3 ° 53,5+ 15,7
P, ( ng/ml) 1,18 £ 0,20 0,98 £0,10 1,00 = 0,30 0,77+ 0,30

Los valores corresponden al promedio + EEM. (a) p<0,05 comparado con el grupo normopeso, b)

p < 0,05 comparado con el grupo O1.

TAL e IMC: indice de andrégenos libres e indice de masa corporal, respectivamente.

Ay, By, Es, Py androstenediona, estrona, estradiol y progesterona, respectivamente.
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Tabla 3. Caracteristicas clinicas y endocrinoldgicas de las mujeres con CE tipo |

CE tipo I

Normopeso Sobrepeso Obesas

(N, n = 10) (S,n=9) (O, n=12)
Edad (aiios) 67.4+4,5 | 61,6 5,3 66,0 £4,1
IMC (kg/m?) 23.9+0.8 27.1+0,6° 37,8+2.9 P
A4( ng/ml) 1,59 =0,11 1,64 £ 0,12 1,754 0.1
T (ng/ml) 0,41=0,03 0,44 + 0,08 0,57+0.1°
SHBG (nmol/) 70,8 £ 5,1 46,7+96" 32,1+58°
TAL 2,02+0,15 427+1,92° 6,85+13°
E,(pg/ml) 14,5+3,5 20,7+ 6,1 264+6.7 °
E,(pg/ml) 37,672 472+ 11 71,2+82°%°
P, (ng/ml) 1,5+ 06 1,1£03° 0,035+ 0.007 *®

Los valores corresponden al promedio = EEM. (a) p<0,05 comparado con el grupo normopeso. b)

p<0,05 comparado con el grupo S.

3.2, Medicion de la concentracion sérica de leptina en mujeres con HEN y con CE tipo I

Mediante el ensayo IRMA, se determind la concentracion sérica de leptina en los grupos de
mujeres con HEN y con CE tipo 1. En ambos grupos la concentracion de leptina circulante se
incrementd con el IMC de las mujeres (Fig. 1). Es asi como las mujeres con HEN del grupo S,
O1 y O2 presentaron un incremento del 63%, 371% ¥ 322%,' respectivamente, respecto a las
mujeres con IMC normal (p<0,05) (Fig. 1A). A su vez las mujeres del grupo O1 y O2 exhibieron
concentraciones de leptina significativamente aumentadas (189% y 159% respectivamente) en
comparacion con las mujeres del grupo S (p<0.,05) (Fig. 1A). En cuanto a las mujeres con CE
tipo I, la concentracion de leptina fue 188% y 363% mayor en las mujeres del grupo S y O,
respectivamente, respecto al grupo N (p<0,05), y 60,8% superior en el grupo O al comparar con

el grupo S (p<0,05) (Fig. 1B).
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Figura 1. Concentracion sérica de leptina en mujeres con histologia endometrial normal (HEN) (A) y con
carcinoma endometrial (CE) tipo 1 (B) con distintos indices de masa corporal. (A) Mediciones realizadas
en muestras de mujeres normopeso (n=10), sobrepeso (n=9), obesas 1 (n=12) y obesas 2 (n=5) con HEN
en fase proliferativa del ciclo menstrual. (B) Determinaciones efectuadas en muestras obtenidas de
mujeres normopeso (n=10), sobrepeso (n=9), obesas (n=12) con CE tipo I. Las mediciones fueron
realizadas en muestras de sangre (suero) obtenidas en ayunas, a través del ensayo inmunoradiométrico.
Significancia: * p<0,05

39



5.3. Expresion del receptor de leptina en tejido endometrial de mujeres con HEN y con

CE tipo I

En las muestras de tejido endometrial de mujeres con HEN y con CE se estudié la
inmunolocalizacién del receptor de leptina (RL) total (T) y fosforilado (P). El receptor fue
inmunodetectado en el citoplasma de las células epiteliales y estromales (Fig. 2A). En las células
epiteliales del grupo de mujeres Ol y O2 se observé un incremento (24% y 22%,
respectivamente) en la razon RL-P/RL-T al comparar con el grupo de N (p<0,05) (Fig. 2B).
Cabe destacar que la expresion del RL-T no mostré cambios entre los grupos estudiados. En
relacion a las células estromales no se observaron diferencias significativas entre los grupos, y la
expresion del RL-P en dichas células fue significativamente menor al comparar con las células
epiteliales (datos no mostrados).

En el caso de las mujeres con CE tipo I la expresion del receptor (P/T) no mostré variacion

cuando se compar6 con los grupos con HEN (p>0,05).

40



18 m——————

1.6 4

1,2 4 T
1.0 -
0.8 -
0,6 -
0.4
0,2 - -
0,0 .= ;

HS RL PIT en células epiteliales

HEN CE tipo |

Figura 2. Inmunodeteccién del receptor de leptina fosforilado (RL-P) en secciones de endometrio
incluidas en parafina de mujeres con histologia endometrial normal (HEN) (en fase proliferativa del ciclo
menstrual) (N, n=10; S, n=9; 01, n=12; 02, n=5) y de mujeres con carcinoma endometrial (CE) tipo I
(N, n=10; §, n=9; O, n=12). (A) En las fotomicrografias esta representada la inmunodeteccioén del RL-P
en las mujeres con HEN con distinto IMC: a, normopeso; b, sobrepeso; c, obesas 1; d, obesas 2. La
inmunodeteccion en las mujeres obesas con CE se ilustra en la microfotografia e. El control negativo en
ausencia del primer anticuerpo, corresponde a la fotomicrografia f. Las flechas indican las células
epiteliales con tincidn citoplasmatica positiva para el RL-P. En todas las figuras el aumento es de 400X, y
la escala de las barras representa 10 pm. (B) La evaluacién de la tincion, expresada en HScore (HS= X %
células tefiidas (intensidad+1)/100) (promedio + EEM), de las células epiteliales positivas para el RL-
P/RL-T en las mujeres sin y con CE tipo L, fue realizada por dos observadores en forma independiente, los
cuales contaron un total de 1500 células por lamina. Significancias: *p<0.05.
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5.4, Determinacion del balance entre proliferacion y apoptosis en ¢l tejido endometrial

54.1. Expresion de la proteina histona H3 fosforilada (pH3) en mujeres con HEN y en

mujeres con CE de tipo 1

En las muestras de tejido endometrial se evalud la proliferacion celular por la deteccion de la
Histona 3 fosforilada en residuos de Serina 10, mediante inmunohistoquimica. En la Figura 3A
se observa que la tincién es nuclear y se encuentra principalmente localizada en las células
epiteliales de los grupos de interés. Como se muestra en la Figura 3B el porcentaje de células
epiteliales positivas para pH3 en las mujeres con HEN es mayor en las mujeres del grupo S
(45%) y O1 (77,5 %) en comparacion con mujeres del grupo N (p <0,05). A su vez, se observod
un aumento de 69,9 % en la expresion de esta proteina en las mujeres del grupo O1 respecto a
las del grupo 02 (p<0,05) (Fig. 3B). El comportamiento de las mujeres O2 en relacion a este
marcador de proliferacién fue similar al observado en las mujeres normopeso (Fig. 3B). En el
caso de la expresion de pH3 en las células endometriales estromales, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos en estudio (resultados no mostrados).

En lo que respecta a las mujeres con CE tipo I, se observé un aumento significativo en las
mujeres obesas (38.8%) en comparacion con las mujeres normopeso (p <0,05) (Fig. 3B). Es
importante destacar la mayor expresion de esta proteina en el grupo de las mujeres con CE tipo |

al comparar con las mujeres con HEN (p<0,05) (Fig. 3B).

42



i £ [ |
e 8
; o
i | Sl Ny
‘ i 7, & |
‘, T [l 25
‘ Al - ;]
f
e
B »
_— g X
35 .
s 25 - I
[ P I
w2 % 1
38"
%ﬁ 15 P
o e i 1 B
2 %10 4
£ s
o
:;:; O+ ;
] 5 o1 o2 ¥ 3 o
HEN CEtipol

Figura 3. Inmunodeteccion de la proteina histona H3 fosforilada (pH3) en secciones de tejido endometrial
(incluidas en parafina) de mujeres con histologia endometrial normal (HEN) (en fase proliferativa del
ciclo menstrual) y con CE tipo 1. (A) Las flechas indican a las células epiteliales con tincidon nuclear
positiva para pH3 de mujeres con HEN (N, n=10; S, n=9; Ol, n=12; O2, n=5) mostradas en las
fotografias: a, normopeso; b, sobrepeso; c, obesas 1; d, obesas 2. Entre las mujeres con CE tipo I (N,
n=10; S, n=9; O, n=12), las obesas se encuentran representadas en la microfotografia e. El control
negativo en ausencia del primer anticuerpo, corresponde a la fotomicrografia f. En todas las figuras el
aumento es de 400X, y la escala de las barras representa 10 um. (B) La evaluacion de la tincién, expresada
como porcentaje (promedio = EEM) de las células epiteliales positivas para pH3 en las mujeres sin y con
CE tipo 1, fue realizada por dos observadores en forma independiente los cuales contaron un total de 1500
células por lamina. Significancias:*p<0,05.
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3.4.2 Andlisis de apoptosis por TUNEL en el tejido endometrial de mujeres con HEN

ycon CE tipo I

Se estudid el proceso de apoptosis evaluando la fragmentacion del DNA a través del método de
TUNEL en los tejidos endometriales obtenidos de las mujeres de interés. En las microfotografias
de la Figura 4 se indican las células epiteliales positivas para la fragmentacion del DNA en los
distintos grupos en estudio. La evaluacion de dicha tincién se realizd teniendo en cuenta el
porcentaje de las células epiteliales con signos positivos de apoptosis en los endometrios de las
mujeres estudiadas (Tabla 4), no observandose diferencias significativas en entre las mujeres con

HEN. Lo mismo ocurrié en el caso de las mujeres con CE.

Figura 4. Fotomicrografias que ilustran la fragmentacién del DNA por la técnica de TUNEL en secciones
de endometrio incluidas en parafina de mujeres con HEN (en fase proliferativa del ciclo menstrual). Se
muestran los grupos normopeso, sobrepeso, obesas 1 y obesas 2 en las figuras a, b, ¢ y d, respectivamente
(N, n=10; S, n=9; 01, n=12; 02, n= 5). En el caso de las mujeres con CE tipo I (N, n=10; S, n=9; O,
n=12), las obesas se encuentran representadas en la figura e. El control negativo en ausencia del primer
anticuerpo, corresponde a la fotomicrografia f .En las fotomicrografias las flechas indican a las células
positivas (coloracion café) producto de la fragmentacion del DNA, En todas las figuras el aumento es de
400X, y la escala de las barras representa 10 pm.
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Tabla 4. Evaluacion de la fragmentacion del DNA en las mujeres en estudio.

Grupos de mujeres Histologia endometrial :;’g;::scsi)l;li?:vzgi(tl:li:]l)‘:)sp:gsis
N HEN 1,25 £0,43

S HEN 1,9 £0,28

01 HEN 2,0 £0,5

0z HEN 1,05 + 0,4

N CE tipo I 1,93 +0,48

S CE tipo I 2,18 £ 0,33

O CE tipo 1 2,40 +0,82

Nota: Se muestra la evaluacién de la tincién expresada en porcentaje (%) de las células epiteliales
positivas (promedio + EEM) para la fragmentacion del DNA en las mujeres con HEN (N, n=10; S, n=9;
01, n=12; 02, n=5) y en las mujeres con CE tipo I (N, n=10; S, n=9; O, n=12). Esta evaluacién fue
realizada por dos observadores en forma independiente, los cuales contaron un total de 1500 células por

lamina. Significancias: p> 0,05 (entre todos los grupos en estudio).

5.4.3, Evaluacion del desbalance entre proliferacion y apoptosis en células epiteliales

de mujeres con HEN y con CE tipo |

Como una forma de aproximarse a conocer el desbalance entre proliferacion y apoptosis en el
tejido endometrial de mujeres con sobrepeso y de mujeres obesas, se realizé la evaluacién de la
razon entre el porcentaje de células epiteliales positivas para pH3 y el porcentaje de células con
signos positivos de apoptosis. Se observo que las mujeres O1 con HEN exhiben un incremento
de 56,4% y 33.8 % en la razon pH3/TUNEL al comparar con el grupo N y S, respectivamente

(p<0,05). A su vez, las mujeres O1 presentaron un aumento de 32,7 % en dicha razén versus las
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mujeres O2 (p<0.05). Por otro lado, no se detectaron diferencias en la razén pH3/TUNEL entre
las mujeres N y O2. Ademas, la razéon pH3/TUNEL es semejante entre las mujeres obesas con

HEN y los grupos de mujeres con CE tipo I (p>0.05).
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Figura 5. Evaluacién del desbalance entre proliferacion y apoptosis teniendo en cuenta la razén
pH3/TUNEL en células epiteliales de mujeres con HEN (en fase proliferativa del ciclo menstrual) (N,
n=10; S, n=9; O1, n=12; 02, n= 5) y en mujeres con CE tipo I (N, n=10; S, n=9; O, n=12). La evaluacién
de la tincion, expresada como porcentaje (%) de las células epiteliales positivas (promedio + EEM) para
la razon pH3/ TUNEL, fue realizada por dos observadores en forma independiente los cuales contaron un

total de 1500 células por placa. Significancia: *p <0,05.

5.5. Expresion de las proteinas Bcl-2, Bax y Caspasa-3 activa en tejido endometrial

obtenido de mujeres con HEN y con CE tipo L.

La expresion endometrial de Bel-2 (anti-apoptético), Bax (pro-apoptético) y Caspasa-3 activa

(proteina efectora de la apoptosis) en el tejido endometrial de las mujeres en estudio se realizé

mediante el analisis de Western blot.
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Observamos que en las mujeres obesas del grupo 1 (con HEN) existe un 86,9% (p<0,05) y 168.7
% (p<0.,05) de incremento en la razén Bcl-2/Bax versus las mujeres normopeso y obesas del
grupo 2, respectivamente (Fig. 6). No se observaron diferencias significativas en dicha razén
entre las mujeres del grupo O2 y N. En el caso de las mujeres obesas con CE se observé un
incremento del 50,4 % en la razén Bel-2/Bax en comparacion con las mujeres normopeso con
CE (Fig. 6). Cabe destacar que en el caso de las mujeres con CE la razén Bel-2/Bax fue similar a
la encontrada en las mujeres obesas del grupo 1 (HEN) (p>0.05) (Fig. 6).

En caso de la proteina Caspasa-3 activa, su expresion endometrial no experimenté variaciones

significativas entre los grupos de mujeres estudiados (Fig. 7).
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Figura 6. Evaluacion de la razén Bcl-2/Bax (promedio = EEM) en células epiteliales de mujeres con HEN
(en fase proliferativa del ciclo menstrual) N, n=10; S, n=9; O1, n=12; 02, n=5) y de mujeres con CE tipo
[ (N, n=10; S, n=9; O, n=12). El estudio de la expresion de ambos marcadores se realizé mediante el
analisis de Western blot, descrito en Materiales y Métodos. Significancia: *p<0,05
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Figura 7. Expresion de la Caspasa-3 activa en tejido endometrial de mujeres con HEN (en fase
proliferativa del ciclo menstrual) (N, n=10; S, n=9; O1, n=12; 02, n=5) y de mujeres con CE tipo I (N,
n=10; S, n=9; O, n=12) mediante Western blot. En (A) se encuentran representados los niveles de
expresion para la Caspasa-3 activa (17kDa) en el tejido endometrial. Las bandas fueron normalizadas con
B- Actina. El control positivo (+) utilizado correspondié a células Jurkat tratadas con citocromo c¢. La
intensidad de las bandas se cuantificé mediante densitometria. En (B) se muestran los porcentajes
(promedio + EEM) de expresion de Caspasa-3 activa/ B- Actina en el tejido endometrial de las mujeres sin
y con CE tipo L. p> 0,05 (no significativo).

5.6. Expresion de la proteina Survivina en tejido endometrial obtenido de mujeres con

HEN y con CE tipo I

En cuanto a la expresion de Survivina a través del andlisis de Western blot se observo que las
mujeres O1 con HEN exhiben un incremento de 454,5 %, 93,6 % y 121,8 % al comparar con ¢l

grupo N (p<0,001), S (p<0.01) y O2 (p<0,01), respectivamente (Fig. 8B). De esta misma forma
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se observo un incremento en la expresion de Survivina en las mujeres con sobrepeso (186,3%) y
obesas 2 (150%) versus las mujeres normopeso con HEN (p<0.05) (Fig. 8B).

Para las mujeres con CE tipo I se determiné que las mujeres con sobrepeso y obesidad
presentaron un aumento significativo en la expresion de Survivina (28,5% y 41,2%,
respectivamente) versus las mujeres normopeso (p<0,05) (Fig. 8B). La expresién de Survivina

fue estadisticamente mayor en el grupo de las pacientes con CE al comparar con los grupos
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Figura 8. Estudio de la expresion de Survivina en tejido endometrial de mujeres con HEN (en FP) (N,
n=10; S, n=9; 01, n=12; 02, n=5) y de mujeres con CE tipo I (N, n=10; S, n=9; O, n=12). (A) En la
figura estan representados los niveles de expresion proteicos de Survivina (16kDa) en tejido endometrial
en los grupos en estudio. El control positivo (+) utilizado correspondié a células Ishikawa. Las bandas
fueron normalizadas con B-Actina y la intensidad de las mismas se cuantificé mediante densitometria. En
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(B) se muestran los porcentajes (promedio + EEM) de expresién de Survivina en el tejido endometrial de
las mujeres sin y con CE tipo I. Significancias: p*<0,05,** p<0,01 y *** p<0,001.

3.7. Expresion de la proteina AKT en tejido endometrial obtenido de las mujeres con HEN y

de las mujeres con CE tipo 1.

A fin de conocer alguno de los mecanismos de sefializacion involucrados en la elevada
proliferacién encontrada en los endometrios de mujeres con sobrepeso y principalmente obesas
I (con HEN), examinamos la expresion de la proteina kinasa AKT. En particular, se evalué la
expresion de la forma fosforilada de esta proteina (pAKT) en el residuo de Ser473, a través de
inmunohistoquimica. De esta forma, pAKT fue inmunodetectada principalmente en las células
epiteliales endometriales, tanto en el nicleo como en el citoplasma. Se observo una mayor
expresion nuclear de pAKT en las células epiteliales de las mujeres del grupo O1 con HEN (Fig.
9A), sin diferencias en la expresién citoplasmatica de pAKT entre los grupos de interés. Al
evaluar la expresion de la proteina pAKT en las mujeres con HEN, teniendo en cuenta la razon
Nu/C en las células epiteliales, se observd un incremento de 56,9% (p<0,05) en las mujeres O1
con respecto a las mujeres normopeso (Fig. 9B). Asimismo, en las mujeres con O1 se observo un
incremento del 56,9% en comparacion con las mujeres del grupo O2 (p<0,05) (Fig. 9B).
Interesantemente, el nivel de expresion (Nu/C) de pAKT en las mujeres del grupo O2 fue similar
al observado en las mujeres del grupo N (p>0.,05) (Fig. 9 A -B). Por otro lado, entre las mujeres
con CE con distinto IMC no se detectaron cambios significativos en la expresion de pAKT entre
las mujeres en estudio. Cabe destacar que las mujeres obesas con HEN mostraron un nivel de

fosforilacién de AKT similar al de las mujeres obesas con CE (Fig. 9B).
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Figura 9. Inmunodeteccion de la proteina pAKT en secciones de endometrio incluidas en parafina de
mujeres con HEN (en FP) (N, n=10; S, n=9; O1, n=12; 02, n=5) y de mujeres con CE tipo I (N, n=10;
S, n=9; O, n=12) (A) En las fotomicrografias las flechas indican la coloracién café que corresponde a la
deteccion de la forma fosforilada de la proteina AKT en las células epiteliales endometriales de las
mujeres a) normopeso, b) obesas 1; ¢) obesas 2 con HEN. En todas las figuras el aumento es de 400X, v
la escala de las barras representa 10 pm. (B) Evaluacion de la tincion expresada como porcentaje (%)
nicleo/citoplasma (Nu/C) (promedio = EEM) de las células epiteliales positivas para pAKT en las
mujeres sin y con CE tipo I, la cual fue realizada por dos observadores en forma independiente, los cuales
contaron un total de 1500 células por lamina. Significancia *p<0,05.
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3.8 Expresiéh de la enzima aromatasa (P450,,,,) en tejido endometrial de mujeres con

HEN y con CE tipo I.

En las muestras de tejido endometrial se evalud la expresién de la enzima P450,,, mediante
inmunohistoquimica. La aromatasa fue inmunodetectada en el citoplasma de las células
epiteliales y estromales de los grupos en estudio (Fig 10A). La expresion de la enzima fue mayor
en las células epiteliales que en el compartimiento estromal en los grupos con HEN. En lo que
respecta a la expresion de aromatasa en las células epiteliales, su expresion fue 14 vy 5.4 veces
mayor en las mujeres obesas del grupo 1 respecto al grupo N (p<0,001) y S (p<0,01),
respectivamente (Fig.10B). Ademas, la expresion de aromatasa en las mujeres obesas del grupo
2 fue semejante a la de las mujeres del grupo normopeso (p>0,035) y 2,5 veces menor (p<0,05) al
comparar con el grupo O1 (Fig. 10B).

En el caso de las mujeres con CE de tipo I pertenecientes al grupo O, se observé un aumento
significativo en la expresion de la aromatasa (63,4 % y 24%) respecto a las mujeres del grupo N
y S, respectivamente (p<0,05) (Fig.10B). En el caso de las mujeres con sobrepeso la expresion
fue 32% mayor en comparacion con las mujeres del grupo N (p<0,05). Otro dato interesante es
que el nivel de expresion de la enzima en las células epiteliales endometriales es similar entre las
mujeres obesas del grupo 1 con histologia endometrial normal y las mujeres obesas con CE

(p>0,05) (Fig. 10B).
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Figura 10. Inmunodeteccién de la enzima aromatasa (P450,..,) €n secciones de endometrio incluidas en
parafina de mujeres con HEN (en fase proliferativa del ciclo menstrual) (N, n=10; S, n=9; O1, n=12; 02,
n=5) y de mujeres con CE tipo I (N, n=10; S, n=9; O, n=12). (A) Las flechas indican a las células
epiteliales con tincién citoplasmatica positiva para P450,.,. En las microfotografias esta representada la
inmunodeteccién en las mujeres con HEN con distinto indice de masa corporal: a, normopeso; b,
sobrepeso; ¢, obesas 1; d, obesas 2. El caso de las mujeres obesas con CE se ilustra en la fotomicrografia
e. El control negativo en ausencia del primer anticuerpo, corresponde a la microfotografia f. En todas las
figuras el aumento es de 400X, y la escala de las barras representa 10 um. (B) La evaluacion de la tincion,
expresada en HScore (HS= X % células tefiidas (intensidad+1)/100) (promedio + EEM) de las células
epiteliales positivas para P450,, en las mujeres sin y con CE tipo I, fue realizada por dos observadores
en forma independiente, los cuales contaron un total de 1500 células por lamina. Significancias:
*p<0,05.%* p<0,01, *** p<0,001.
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5.9. Correlacion entre la concentracion sérica de leptina y la expresion de su receptor, con

el indice de proliferacion y apoptosis en las mujeres en estudio.

A través del andlisis de correlacion multivariado observamos que el indice de proliferacion y
apoptosis, expresado como la razén pH3/TUNEL, se correlacion6 con el IMC (R =0,53, p<0,05)
y con los niveles sé€ricos de leptina (R =0,47, p<0,05) pero no con la expresion endometrial del

receptor de leptina (R= 0,42, p=0,051) en los sujetos de los grupos N, S y Ol.

54



6. DISCUSION

La asociacion obesidad-cancer ha sido estudiada epidemioldgicamente (95,96), sin embargo, atin
no han sido completamente dilucidados los mecanismos a través de los cuales el sobrepeso u
obesidad promueven la iniciacion, promocién y progresién del cancer. Dicho mecanismo parece
involucrar la capacidad modulatoria que ejercen algunas adipoquinas, hormonas y factores de
crecimiento sobre la proliferacion, diferenciacién y apoptosis celular. De esta forma, el
incremento en la tasa de proliferacion celular aumenta las posibilidades de mutaciones en proto-
oncogenes y genes supresores tumorales, los cuales estan involucrados en la regulacion del ciclo
celular (97). Ademas, la disminucién o alteracion en la apoptosis, puede promover que tales
mutaciones subsistan y eventualmente den lugar a la expansién clonal de células mutadas y con
ello contribuir al desarrollo tumoral (98).

Aunque se ha reportado la asociacion entre obesidad y diferentes tipos de canceres (99), se ha
observado que el CE sobresale debido a su fuerte asociacién con el sobrepeso y la obesidad
(95.99). Cabe destacar que debido a que el CE es de origen epitelial (100), los estudios en esta
tesis fueron realizados teniendo en cuenta principalmente lo que sucede en las células epiteliales
endometriales.

Adipoquinas como leptina juegan un importante rol, no solo en la regulacién del metabolismo y
del peso corporal (101, 102, 103) y en fendémenos reproductivos como la menstruacion,
desarrollo folicular en el ovario, implantacién y desarrollo del embrion (104, 105, 106), sino
también en la carcinogénesis endometrial (107, 108, 109), entre otros tipos de cancer (110, 111,

112, 113). Es asi como en un estudio realizado en lineas celulares de CE se observé que leptina
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produjo un incremento en la proliferacién e invasién a través de las vias de sefializacion STAT,
MAPK y PI3K (114). Leptina se produce principalmente en el tejido adiposo y sus niveles
séricos se incrementan a medida que aumenta el IMC (115, 116). Esto coincide con lo
determinado en esta tesis al comparar los niveles séricos de leptina en las mujeres con HEN con
sobrepeso y obesas versus las mujeres normopeso. En el caso de las mujeres con CE de tipo L,
utilizadas como control en nuestro estudio, también observamos que los niveles circulantes de
dicha adipoquina se incrementaron en forma proporcional al IMC de las mujeres.

Dicha leptina circulante, es capaz de alcanzar el tejido endometrial donde ejerce su funcién a
través de un receptor especifico, del que se conocen cuatro isoformas: la isoforma larga (ObR-b)
y las isoformas cortas huB219.1, huB219.2, huB219.3 (117, 118). Estas isoformas presentan
fluctuaciones en su expresion durante el ciclo menstrual (119), siendo predominante la isoforma
larga en ambas fases del ciclo endometrial (119). Al respecto, y utilizando un anticuerpo
especifico para la fosforilacion del receptor de leptina en el residuo Tyr 141, evaluamos la
localizacion y grado de expresion del receptor en tejido endometrial, observandose una mayor
expresion del mismo en el citoplasma de las células epiteliales de las mujeres con HEN a medida
que se incrementa el IMC. La importancia de este residuo especifico al (fosforilarse) radica en su
papel de activador de la via STAT/JAK, la cual una vez activada, produce la reclusion del factor
de transcripcion STAT3 que regula la expresion de ‘genes involucrados en la proliferacion
celular (120, 121). Ademds, esta via modula la activacion de la via de las MAPK, involucrada
también en el proceso de proliferacion celular. Incluso, modula la via de las PI3K, de manera
que puede ser activada por fosforilacion la proteina AKT involucrada en la supervivencia
celular (122, 123). Por lo tanto, los elevados niveles de leptina circulantes presentes en las

mujeres con sobrepeso u obesidad, podrian alcanzar su receptor a nivel endometrial v,
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posiblemente, a través de las vias de sefalizacion celular anteriormente mencionadas,
incrementar la proliferacion de las células epiteliales endometriales, predisponiendo a estas
mujeres al desarrollo del CE tipo I.

Varios metodos se han utilizado para evaluar la proliferacion en tejido endometrial: deteccion
del antigeno Ki67 (124) y de la proteina pH3 (63), entre otros. Al respecto, resultados previos
del laboratorio mostraron que Ki67 incrementa su expresién a medida que aumenta el IMC,
tanto en las mujeres con HEN como con CE (125). Sin embargo, en esta tesis fue necesario
realizar la deteccion de la proteina pH3 debido a que, a diferencia de Ki67 que puede ser
detectado durante todo el ciclo celular, la proteina pH3 puede ser detectada durante la mitosis y
por lo tanto ser un indicador de que se ha completado el ciclo celular. Fue asi como a través de la
deteccion de la Histona H3 fosforilada en mujeres con HEN se pudo observar un incremento de
la proliferacién en las mujeres con sobrepeso en comparacion con mujeres normopeso.
Interesantemente, a través de este marcador de proliferacién pudimos corroborar la existencia de
dos grupos de mujeres obesas (1 y 2) con alto grado de proliferacién (grupo O1) y con un nivel
de proliferacion similar al del grupo normopeso (grupo O2); lo ya fue observado a través de
Ki67. En este sentido, investigadores italianos han reportado la existencia de un grupo de
mujeres con obesidad que a pesar de tener exceso de grasa corporal, muestran un favorable perfil
metabolico caracterizado por altos niveles de sensibilidad a la insulina (determinado por método
de QUICKI), contrario a la resistencia a la insulina que significa que las células se han vuelto
menos sensibles a los efectos de la insulina (126), un perfil lipidico favorable, y ninglin signo de
hipertension (127). A este grupo de mujeres se les conoce como "metabdlicamente sanos pero
obesos” (MHO) (128, 129, 130) y podrian guardar cierto grado de relacién con el grupo 02

encontrado en esta tesis.
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Por otro lado, determinamos el grado de apoptosis endometrial mediante la evaluacion de la
fragmentacion del DNA por TUNEL, sin encontrar diferencias entre las mujeres estudiadas a
medida que se incrementa el IMC. A fin de confirmar lo anterior, determinamos la expresién
endometrial de la proteina ejecutora de la apoptosis, Caspasa-3 activa, observando que no
existen diferencias entre los grupos estudiados, lo que permite afirmar que la apoptosis no
presenta variaciones a medida que aumenta el IMC.

Como una forma de determinar el balance entre proliferacion y apoptosis se evalué la razén pH3
/TUNEL, observando que las mujeres del grupo O1 exhiben un incremento en dicha razén al
compararlas con las mujeres normopeso e incluso al comparar con las mujeres con sobrepeso.
Lo anterior adquiere especial relevancia cuando observamos que en las mujeres con CE tipo I la
razon pH3/TUNEL es similar a la encontrada en las mujeres obesas 1 con HEN. Por lo tanto,
podemos decir que en el grupo O1 existe un desbalance en la homeostasis endometrial a favor de
la proliferacion.

Previamente, al evaluar esta misma razon utilizando el marcador de proliferacion Ki67, se
obtuvieron resultados similares a los observados con el marcador pH3. Esto confirma que en las
mujeres Ol con HEN la proliferacion endometrial prima sobre la apoptosis, al igual que en las
mujeres con CE, lo que sugiere que estas mujeres obesas con HEN serian mas susceptibles al
desarrollo del CE, si el estimulo otorgado por la condicién de obesidad prevalece en el tiempo.
En el caso de las mujeres O2 esta razdn fue equivalente a la de las mujeres con normopeso, a
pesar de tener el mismo IMC que las mujeres del grupo 1.

Tanto los resultados de proliferacién como los de apoptosis son interesantes si consideramos los
niveles de leptina circulantes en las mujeres normopeso, sobrepeso y obesas 1, v los reportes

previos que indican que la adicidn de leptina a células en cultivo promueve la proliferacion e
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inhibe la apoptosis (131, 132, 133). En el caso de las mujeres obesas 2, el nivel de proliferacién
endometrial similar al grupo normopeso parece guardar relacién con los niveles circulantes de
estradiol (equivalentes a los del grupo normopeso), lo que explicaria de alguna forma por qué en
este grupo de mujeres obesas no detectamos un desbalance en la homeostasis endometrial.

Esta desregulacion en el grupo Ol también fue evidenciada al estudiar la razon entre las
proteinas anti/proapoptoticas, Bel-2/Bax, para la cual se observd un incremento en las mujeres
O1 (con HEN) en comparacion con las normopeso. A su vez, dicha razén fue similar entre los
grupos N y O2. Interesantemente, no se observaron diferencias en la razon Bcl-2/Bax entre las
mujeres con Ol (HEN) vy las O (con CE), lo que sugiere que una condicién antipoptética se
encuentra favorecida en los endometrios de las mujeres Ol con HEN y que ademas, en este
altimo grupo existiria una mayor susceptibilidad al desarrollo del CE. Referente a esto hay
reportes que indican que la relacion entre ambas proteinas determina el destino del tipo celular
estudiado, y es asi como dicha razén se encuentra aumentada en mujeres con hiperplasia
endometrial (precursora del CE) (134)

Por otro lado la existencia de proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP), tales como Survivina,
juegan un papel importante en la carcinogénesis endometrial (135). Es asi como existen estudios
que muestran una sobreexpresion de Survivina en células endometriales de mujeres con
hiperplasia y CE al comparar con endometrio normal (136, 137). Mas aun, en tejido endometrial
de mujeres premenopausicas la expresion de Survivina se asocié significativamente con el indice
de proliferacion celular, el grado histologico, el estado clinico y la tasa de supervivencia (138).
Al respecto, los resultados de nuestro estudio indicaron que la expresién de Survivina se

incrementa significativamente a medida que aumenta el IMC en mujeres con HEN y con CE, lo
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que sugiere su participacion en el control de la apoptosis, posiblemente por una disminucién en
la expresion de caspasas 3, 7, 9 las cuales son inhibidas por la accién de Survivina (139).

Aunque no estaba contemplado en la propuesta original de esta tesis, quisimos indagar en alguno
de los mecanismos de sefializacion involucrados en la elevada proliferacién encontrada en los
endometrios de mujeres con sobrepeso y principalmente de mujeres O1 (con HEN). Para ello,
examinamos la expresion de la proteina AKT, la cual se activa por fosforilacién y se transloca al
nicleo, lo que resulta en la transcripcién de genes implicados en la progresion del ciclo celular y
supervivencia celular, entre otros efectos (54, 140, 141, 142). Otros reportes apuntan a que la
proteina AKT puede modular la apoptosis a través de su interaccion con Bad y Caspasa- 9 (143).
Al respecto, observamos por inmunohistoquimica que la expresion de pAKT en las células
epiteliales presenta una ubicacion mayormente nuclear y se encuentra incrementada en las
mujeres con S y O1 con HEN en comparacion con las normopeso. Estos resultados son
concordantes con los resultados del Western Blot previamente reportados por nuestro laboratorio
(122). Interesantemente las mujeres obesas 1 con HEN mostraron un nivel de fosforilacion de
AKT similar de las mujeres obesas con CE, lo que sugiere que la activacion de esta proteina
puede ser una de las vias que favorecen la proliferacion incrementada en las mujeres obesas sin
CE. Ademas, es importante mencionar que ciertas adipoquinas y los estrogenos son capaces de
activar a la proteina AKT. En este contexto, se han publicado estudios que relacionan a leptina
con el incremento de la proliferacion celular en lineas celulares de CE, a través de la activacion
de la via de sefializacion que involucra a AKT (144, 145). Por su parte los estrogenos a través de
vias no gendmicas permiten la activacion de la proteina AKT (44), de manera que un aumento
en los niveles de estrogenos circulantes, tal como ocurre en las mujeres de los grupos S y Ol,

favoreceria la supervivencia celular.
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Considerando que ademads del aporte circulante de estrégenos también es importante el aporte
local de estrogenos, evaluamos la expresion endometrial de la enzima P450,.,. Se sabe que
leptina aumenta la expresion de la enzima P450,., en células estromales ovaricas (35), en
células estromales adiposas (36), en la linea celular de cancer de mama MCF-7 (37) v,
posiblemente ocurra de igual forma en el tejido endometrial, lo que seria de suma importancia en
este estudio dado los niveles circulantes de leptina.

Sin embargo, no hay reportes referentes al efecto de leptina sobre aromatasa en el endometrio ni
tampoco en la condicion de obesidad. Los resultados muestran que la enzima aromatasa se
expresa en el citoplasma principalmente de las células epiteliales al comparar con las células
estromales de las mujeres en estudio. Por otra parte, las mujeres Ol (con HEN) presentaron
mayor expresion de aromatasa en comparacion con las mujeres normopeso y sobrepeso, lo que
indica que la mayor expresién de esta enzima podria redundar en un incremento de la sintesis
endometrial de estrogenos. Sin embargo, se necesitan estudios de actividad enzimatica a nivel
endometrial para corroborar lo propuesto.

Ademés encontramos que esta enzima se encuentra sobre-expresada en las células epiteliales de
las mujeres con CE, lo que coincide con lo reportado en tejido endometrial neoplasico (146,
147). Lo otro interesante es que las mujeres obesas 1 con HEN presentaron un nivel de expresion
de la P450arom similar al de las mujeres obesas con CE, lo que sugiere que el incremento en la
expresion endometrial de esta enzima en las mujeres obesas 1 (sin CE) podria conducir a un
aporte extra de estrégenos (ademas del circulante), y contribuir asi a la promocion del CE en

estas mujeres.
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7. CONCLUSIONES

Considerando los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos concluir lo siguiente:

1. La concentracion sérica de leptina aumenté en forma proporcional al IMC de las mujeres
con HEN y con CE tipo L. La expresion del receptor de leptina fue mayor en las mujeres
obesas con HEN al comparar con las mujeres con estado nutricional normal. Lo anterior
permite sugerir que leptina (conocida por modular la proliferacion endometrial) podria
actuar directamente sobre las células endometriales.

2. La proliferacién celular endometrial se incrementa a medida que aumenta el IMC de las
mujeres. Ademas, fue posible distinguir dos subgrupos de mujeres obesas con HEN (O1 y
02) donde la proliferacion endometrial fue mayor en las mujeres obesas del grupo 1 respecto
a las mujeres normopeso. En cambio, las mujeres O2 exhibieron un nivel de proliferacion
similar al del grupo con IMC normal.

3. La apoptosis no se modifico entre los endometrios de los distintos grupos en estudio.

4. El desbalance entre proliferacién y apoptosis observado principalmente en el grupo O1, el
cual no fue diferente al detectado en las mujeres obesas con CE, apoya la hipotesis planteada
en esta tesis. Ademas, el hallazgo de un subgrupo de mujeres obesas (O2) donde dicho
balance es semejante al observado en las mujeres normopeso estd de acuerdo con que no
todas las mujeres obesas estdn mas expuestas al potencial desarrollo del CE tipo 1.

5. Tal desbalance entre proliferacion y apoptosis se correlaciond con el IMC y con los

niveles séricos de leptina de las mujeres en estudio (grupos N, S v O1)

62



6. El elevado nivel de fosforilacién de AKT en las mujeres con HEN con sobrepeso y
principalmente en las mujeres obesas del grupo 1 (similar al de las mujeres obesas con CE),
se asocia con el incremento en la proliferacion endometrial observado en estos grupos, y por
lo tanto, podria ser uno de los mecanismos que explique el desbalance entre proliferacién y
apoptosis detectado en los endometrios de dichas mujeres.

7. El incremento en la expresioén endometrial de la enzima P450,,, en las mujeres obesas
del grupo 1, podria conducir a un aporte extra de estrégenos (ademés del circulante), que se
traduciria en una mayor biodisponibilidad de estrogenos, los cuales podrian ejercer acciones
regulatorias en el ciclo celular, controlar la proliferacion de las células epiteliales

endometriales y contribuir a la promocién del CE tipo I en estas mujeres.

En resumen, y sobre la base de los resultados de esta tesis, es claro que las células epiteliales
endometriales principalmente de las mujeres obesas del grupo 1, son més propensas a
incrementar su proliferacion debido a que estan expuestas a niveles circulantes elevados de
leptina y a un ambiente estrogénico alterado tanto a nivel sistémico como local. De mantenerse
en ¢l tiempo tales condiciones, dicha proliferacion celular incrementada puede aumentar la
incidencia de mutaciones y de esta forma las células pueden escapar del control normal de la
proliferacion y volverse neoplasicas.

Dado que la terapia para el CE involucra cirugia lo cual deteriora la capacidad reproductiva y
reduce la calidad de vida de las mujeres, es absolutamente necesario desarrollar protocolos y
prucbas para identificar a mujeres obesas con mayor susceptibilidad para el potencial desarrollo
de CE. Los resultados obtenidos en esta tesis nos permitieron identificar a tales mujeres,

comprender algunos de los mecanismos involucrados en la mayor proliferacion endometrial y
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proporcionar las bases para el disefio de estrategias de diagnostico temprano. Por lo tanto,
esperamos que en un futuro no muy lejano, estas mujeres obesas puedan ser segregadas para
recibir mayor vigilancia. Lo anterior, es especialmente relevante si consideramos que menos del

20% de las mujeres con CE avanzado sobreviven.
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Anexo |

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA OBTENCION DE MUESTRAS DE

SANGRE Y DE TEJIDO ENDOMETRIAL

Titulo del Proyecto: “EFECTOS ENDOCRINOS Y METABOLICOS DE LA OBESIDAD
EN EL DESARROLLO DEL CARCINOMA ENDOMETRIAL?”

Nombre del investigador principal: Dra. Alejandra M.Villavicencio Galdeano

Institucién: Laboratorio de Biologia Celular y Molecular, INTA, Universidad de Chile
Teléfono: 9781510

Le estamos invitando a participar en el proyecto de investigacion “Efectos endocrinos y
metabdlicos de la obesidad en el desarrollo del carcinoma endometrial”.

Esta investigacion tiene por objetivo estudiar la regulacion del metabolismo de las hormonas
femeninas y del estado del endometrio en mujeres delgadas y obesas sin o con carcinoma
endometrial, debido a que la obesidad es un factor de riesgo importante en el desarrollo de este
tipo de cancer.
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Este estudio incluird a un ndmero total de 60 mujeres de los siguientes hospitales: Hospital
Clinico San Borja Arriaran, Campus Centro, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, y
Hospital Dr. Tigné.

Si Ud. acepta participar en este proyecto, se le pedird una muestra de tejido endometrial
obtenida de la biopsia, esterilizacion tubaria y/o histerectomia que le fue indicada por su
médico, parte de la cual sera utilizada en este estudio. Ademas, se le solicitard una muestra de
sangre venosa (10 ml) la cudl sera tomada el mismo dia de la intervencién para la obtencién de
la muestra endometrial. Dichos procedimientos no tendran mas riesgo para Ud. que el
procedimiento mismo, y usted sera informada por el anatomo-patélogo del Hospital que
corresponda, del resultado del estudio anatomo patologico de su muestra endometrial, para
eventuales prevenciones o controles.

Es substancial destacar, que su contribucion sera importante para estudiar los mecanismos que
pudieran contribuir a un crecimiento endometrial inadecuado en mujeres obesas.

Ud. es libre de participar o no en este estudio, de manera que si Ud. decide no participar, no
habra consecuencias negativas para Ud. y recibira la misma atencién previamente acordada
con su medico tratante.

Toda la informacion sera conservada con estricta confidencialidad, la que compromete a los
investigadores o miembros de agencias supervisoras de la investigacion y al Comité de Etica.
Ademas, la publicacién de los resultados no incluira su nombre e identidad.

Cabe mencionar que los andlisis en el marco del estudio arriba sefialado se realizaran en el
Instituto de Nutricién y Tecnologia de los Alimentos (INTA).

Si Ud. necesita cualquier otra informacién sobre este proyecto o acerca de su participacion,
puede dirigirse a la Dra. Alejandra Villavicencio (Fono: 9781510). Si usted considera amagados
los derechos que le asisten como sujeto de investigacion, puede contactar al Dr. Andrés
Stuardo, Presidente del Comité de Etica Cientifico del S.S.M. Oriente al teléfono 3404601

Después de haber recibido y comprendido la informacién de este documento y de haber podido

aclarar todas mis dudas, otorgo mi consentimiento para participar en el proyecto “Efectos
endocrinos y metabdlicos de la obesidad en ef desarrollo del carcinoma endometrial”.

Nombre de la paciente Firma Fecha
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Nombre del investigador
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