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RESUMEN 

     Se estima que hasta el 20% de todas las muertes por cáncer pueden ser 

atribuibles al sobrepeso y obesidad. El primer cáncer en identificarse como 

relacionado a la obesidad fue el cáncer de endometrio (CE), en el cual hasta el 

60% de los casos diagnosticados son atribuibles a la obesidad. En México el 

CE es la quinta causa de muerte por cáncer en la mujer y aunado a que la 

prevalencia de obesidad y sobrepeso de esta población es del 72%, se espera 

que esta sea una causa importante en el aumento de los casos de CE. Por lo 

tanto la exploración de la relación entre la obesidad y el desarrollo de CE es de 

considerable importancia. La leptina es el producto del gen de la obesidad (gen 

ob), es la hormona producida en mayor cantidad por el tejido adiposo blanco y 

su concentración en sangre se encuentra elevada en los pacientes con 

obesidad. Ha mostrado promover el crecimiento, migración e invasión de las 

células tumorales a través de la activación del receptor del producto del gen de 

la obesidad (Ob-R).Los niveles de leptina en sangre se han asociado con el 

desarrollo de CE, sin embargo los estudios de la expresión de Ob-R 

determinados por inmunohistoquímica (IHQ) no son concluyentes. Por lo 

anterior se planteo este trabajo de tesis, el cual está basado principalmente en 

la cuantificación de la expresión de Ob-R mediante IHQ e interpretada de 

manera patológica y digital con el objetivo de identificar los cambios en la 

expresión la proteína de Ob-R en dos grupos de tejido de endometrio 

histológicamente normal, uno de pacientes sin antecedentes personales de 

cáncer (EN) y otro de pacientes diagnosticadas con cáncer de ovario (ENC), 

comparados con tejido de CE de tipo endometrioide (CEE). Encontramos 

mediante la interpretación digital de las IHQ que el tejido ENC expresa una 

cantidad significativamente mayor de proteína Ob-R, mientras que entre los 

tejidos EN y CEE no se detectaron diferencias. Asimismo que mediante la 

interpretación patológica no se logro establecer ninguna diferencia entre los 

grupos. Como conclusión la identificación de que el tejido ENC se expresa 

mayor cantidad de Ob-R reafirma previos hallazgos de la relación directa entre 

la obesidad y la carcinogénesis en el cáncer de ovario mediada por Ob-R. 
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ABSTRACT 

     It is estimated that up to 20% of all cancer deaths may be attributable to 

overweight and obesity. The first cancer identified as related to obesity was 

endometrial cancer (EC), in which up to 60% of diagnosed cases are attributable 

to obesity. In Mexico, the EC is the fifth leading cause of cancer death in 

women, and given the 72% of prevalence in obesity and overweight between 

these populations, we can expect an important increase in cases of EC driven 

by obesity. Therefore the exploration of the relationship between obesity and 

development of EC is of considerable importance. Leptin is the product of the 

obesity gene (ob gene); a hormone produced in greater quantities by white 

adipose tissue and its blood concentration is elevated in obese patients. It has 

been shown to promote growth, migration and invasion of tumor cells via 

activation of the obesity gene receptor (Ob-R). The blood leptin levels are 

associated with the development of EC; however studies of Ob-R expression 

determined by immunohistochemistry (IHC) are inconclusive. The aim of this 

study is the quantification of the Ob-R expression by IHC interpreted by 

pathology and digital score in order to identify changes in protein expression of 

Ob-R in two groups of histologically normal endometrial tissue, one type from 

patients with no personal history of cancer (EN) and the other from patients 

diagnosed with ovarian cancer (ENC) and compared with EC tissues diagnosed 

as endometrioid type (EEC). We found by digital score of IHC that ENC tissue 

expressed significantly more Ob-R protein, while among EN and EEC tissues 

there was no difference. In addition we fail to establish any difference between 

the groups by histopathologic score. In conclusion the identification of ENC as 

the tissue where expression of Ob-R is the highest confirm previous findings of 

the direct relationship between obesity and carcinogenesis in ovarian cancer 

mediated by Ob-R. 
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1. MARCO TEÓRICO 

 

 

a. Definición del Problema. 

 

 

     México ha experimentado un incremento alarmante en la prevalencia de la 

obesidad y el sobrepeso en la población adulta e infantil. La obesidad se asocia 

a una amplia variedad de problemas de salud, incluyendo la diabetes mellitus 

tipo 2, enfermedades cardiovasculares, enfermedad de hígado graso, 

demencia, problemas de vías respiratorias y algunos tipos de cáncer. 

 

     El CE fue el primer cáncer en relacionarse a la obesidad ya que las mujeres 

obesas tienen hasta 3.5 veces más riesgo de desarrollarlo que las mujeres de 

peso normal, atribuyéndosele hasta el 60% de los casos de CE a la obesidad, 

además las mujeres obesas diagnosticadas con CE tienen 6 veces más riesgo 

de morir que las mujeres no obesas. En México el CE es la quinta causa de 

muerte por cáncer en las mujeres y su incidencia se está incrementando. 

Aunque no existen datos de la asociación entre la obesidad y la incidencia de 

CE en México, dada la prevalencia de obesidad y sobrepeso del 72% en la 

población femenina mayor de 20 años y lo relevante que es ésta para el riesgo 

del desarrollo de CE se espera que la obesidad y sobrepeso sean factores 

importantes del incremento de la incidencia de este tipo de cáncer en México. 

 

     Los efectos de la obesidad en el CE representan una intersección crítica 

entre estos dos problemas de salud. La leptina es el producto del gen de la 

obesidad, ha mostrado una asociación positiva con la incidencia del CE y se ha 

propuesto que su receptor; Ob-R podría tener un papel importante en su 

progresión tumoral. 
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     Previos estudios realizados con IHQ reportaron no encontrar expresiones de 

Ob-R mayores a 1+ en los tejidos de CEE, mientras que en los controles de 

endometrio normal en fase proliferativa media a tardía del ciclo menstrual fue de 

0. Lo anterior significa que la valoración con puntaje histopatológico solo 

alcanzo a detectar el puntaje más bajo, reflejando que podría ser insuficiente la 

sensibilidad de la interpretación para detectar los cambios en la expresión de la 

proteína en este tejido. Argumento que puede ser válido por el hecho de que 

mediante la técnica de PCR-TR si se detectan niveles de expresión de Ob-R en 

la misma etapa del ciclo menstrual que fue negativa mediante IHQ. 

 

     Por lo anterior se planteo este trabajo de tesis, el cual está basado 

principalmente en la interpretación patológica y digital de la técnica IHQ para la 

cuantificación de la expresión de Ob-R con el objetivo de identificar los cambios 

en su expresión en dos grupos de tejido de endometrio histológicamente 

normal, uno de pacientes sin antecedentes personales de cáncer (EN) y otro de 

pacientes diagnosticadas con cáncer de ovario (ENC), el cual también se asocia 

a la obesidad y compararlos con tejido de cáncer de endometrio de tipo 

endometrioide (CEE), el cual es el más frecuente en las pacientes con 

obesidad. Buscando reafirmar el impacto de la obesidad en el desarrollo de este 

tipo de cáncer mediante cambios en la expresión de Ob-R. 
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b. Antecedentes. 

 

 

b.1 Obesidad.  

 

 

     La obesidad puede ser vista como un trastorno de almacenamiento de 

energía, que genera ganancia de peso a causa del desbalance energético, en 

donde la mayor parte del exceso de calorías es almacenado como triglicéridos 

en el tejido adiposo. Es el resultado de una interacción compleja entre genes y 

factores ambientales como la dieta, componentes de la comida y estilo de vida 

(Smith et al., 2006). 

 

 

b.1.1 Epidemiología de la Obesidad. 

 

 

     La prevalencia de la obesidad y el sobrepeso en la mayoría de los países 

desarrollados (y en las áreas urbanas de los países menos desarrollados) se ha 

ido incrementando importantemente en las pasadas dos décadas, los últimos 

cálculos de la Organización Mundial de la Salud (OMS) indican que hay en todo 

el mundo aproximadamente 1,600 millones de adultos con sobrepeso, de los 

cuales al menos 400 millones son clínicamente obesos. Además se calcula que 

en 2015 habrá aproximadamente 2,300 millones de adultos con sobrepeso y 

más de 700 millones con obesidad (WHO, 2005). Datos de la Encuesta 

Nacional de Salud y Nutrición (ENSANUT) revelan que México posee el 

segundo lugar en la lista de los países con mayor obesidad en el mundo con 

una prevalencia del 30% en la población adulta, mientras que en la población 

infantil ya es el primer lugar a nivel mundial (Olaiz et al., 2006). 
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b.1.2 Definición de Obesidad. 

 

 

     Las definiciones para la clasificación y reporte de peso saludable, sobrepeso 

y de obesidad en las poblaciones se han basado históricamente en mediciones 

antropométricas (Kuczmarski and Flegal, 2000). Uno de los índices 

antropométricos más simples para estimar la cantidad de tejido adiposo es el 

peso ajustado según la estatura. Desde los años 80, los índices del peso 

ajustados según la estatura han ganado aceptación porque proporcionan una 

sola estimación de la cantidad de tejido adiposo (sin importar altura) que puede 

ser comparado fácilmente entre diferentes estudios y poblaciones. En gran 

medida, la más ampliamente utilizada es el índice de masa corporal (IMC), 

también llamado el índice de Quetelet, que se define como peso (en 

kilogramos) dividido por la altura (en metros cuadrados). La validez del IMC 

como medida de tejido adiposo es apoyada más a fondo por su asociación con 

factores de riesgo relacionados a la obesidad, tales como triglicéridos de la 

sangre, colesterol total, presión arterial y niveles de glucosa en ayuno (Willett, 

1998). Los estándares que definen el peso saludable, el sobrepeso y la 

obesidad se han desarrollado con el tiempo y reflejan el conocimiento existente 

de las suposiciones sobre la relación del peso a los resultados de la 

enfermedad. Los únicos criterios globalmente aceptados para el exceso de 

peso y la obesidad se basan en el IMC, según lo recomendado por la OMS. A 

pesar que los puntos de corte son algo arbitrarios, esta clasificación del IMC es 

derivada de grandes estudios epidemiológicos y observacionales del IMC y la 

mortalidad total (WHO, 1995) (Anexo 7.1). 
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b.1.3 Complicaciones Médicas de la Obesidad. 

 

 

     La prevalencia e incidencia de las enfermedades relacionadas con la 

obesidad también se han incrementado en los últimos años (Klein et al., 2002). 

La obesidad está asociada al desarrollo de una amplia variedad de problemas 

de salud, las cuales llevan a una calidad de vida deteriorada, considerable 

morbilidad y muerte prematura (Semenkovich, 2006) (Anexo 7.2). 

 

 

     b.1.3.1 Relación entre la Obesidad y Cáncer.  

 

 

     La relación entre la obesidad y diferentes tipos de cáncer ha recibido poca 

atención, contrario a su reconocido papel en el desarrollo de diabetes y 

enfermedad cardiovascular (Calle and Kaaks, 2004) (Anexo 7.3). Un estudio 

epidemiológico que involucró 750,000 americanos durante el período de 1959 a 

1972 encontró una relación entre los individuos con sobrepeso y la mortalidad 

por cáncer, reportaron un incremento del 33% en los hombres y un 55% en las 

mujeres cuyo peso corporal era más del 40% por encima del promedio. Los 

hombres con sobrepeso tuvieron índices más altos de cáncer colorectal, 

mientras que las mujeres tenían índices más altos de cáncer de seno, cérvix, 

endometrio, vesícula y conductos biliares, ovarios y útero (Lew and Garfinkel, 

1979). 

 

     Recientemente se estimó que del 15 al 20% de todas las muertes por cáncer 

en los Estados Unidos de América (EUA) pueden ser atribuibles al sobrepeso y 

obesidad (Calle et al., 2003). 
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     b.1.3.1.1 Obesidad y Cáncer de Endometrio. El CE fue el primer cáncer en 

reconocerse como relacionado a la obesidad. Existe evidencia convincente y 

consistente de estudios de casos-controle y de cohorte en donde el sobrepeso y 

la obesidad están asociados fuertemente con el CE (Kaaks et al., 2002; Vainio 

et al., 2002). El estilo de vida es un factor de riesgo importante para el 

desarrollo del CE, lo cual ha sido demostrado por el hecho de que la tasa de 

incidencia de CE es hasta 10 veces más alta en los países industrializados de 

Occidente que en los países de Asia o África rural (Parkin et al., 1997; Pisani et 

al., 1993) y por los cambios en la tasa de incidencia sobre el tiempo después 

del desarrollo industrial o con la migración de una zona de bajo riesgo hacia una 

zona de riesgo elevado (Armstrong and Doll, 1975; Coleman et al., 1993; Dunn, 

1975; Haenszel and Kurihara, 1968; Hill and Austin, 1996)  

 

     La obesidad ha sido asociada con un incremento de 2 a 5 veces el riesgo de 

desarrollar CE en mujeres en etapa pre y post menopáusica, atribuyéndosele a 

esta relación hasta el 60% de la incidencia del CE en las sociedades avanzadas 

(Bergstrom et al., 2001; Calle and Kaaks, 2004). Algunos estudios indican que 

el riesgo relativo (R.R) alcanza una relación lineal con el IMC, incluso con un 

incremento de varias veces el R.R, lográndose en mujeres con un IMC de ≥30 

(Vainio et al., 2002). 

 

 

b.2 Tejido de Endometrio. 

 

 

     El tejido endometrial consiste de estroma, epitelio glandular y epitelio de 

superficie. Estos diferentes tipos de tejidos responden a los esteroides sexuales 

y otras hormonas de la circulación, los cuales secretan una variedad de factores 

de crecimiento, citocinas y otros péptidos que actúan de manera paracrina y 

autocrina regulando la proliferación, diferenciación y apoptosis (Kaaks et al., 

2002). 
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b.2.3 Cáncer de Endometrio. 

 

 

     El CE es la neoplasia ginecológica más común, globalmente constituye el 

4% de todos los tipos cáncer diagnosticados en la mujer especialmente 

después de la menopausia (Bray et al., 2005). Es una enfermedad curable en 

pacientes diagnosticadas en estadios tempranos, llegando a sobrevivir más de 

5 años hasta el 95% de ellas, sin embargo, en las diagnosticadas en etapas 

avanzadas solo lo logran entre el 25 al 79% (Abeler and Kjorstad, 1992; Alektiar 

et al., 2002; Collins et al., 1980; Mariani et al., 2000; McDonald et al., 1977; 

Wilson et al., 1990). Aproximadamente el 5% de los casos de EC se consideran 

hereditarios (Gruber and Thompson, 1996), muchos de estos casos están 

asociados con cáncer de colon hereditario sin poliposis (HNPCC), un cáncer 

heredable autosómico dominante con anormalidades de la línea germinal en 

uno de los genes de reparación del acido desoxirribonucleico (ADN). Las 

mujeres con HNPCC tienen un incremento de hasta 10 veces de padecer CE 

comparadas con la población en general. El riesgo de padecerlo durante la vida 

es de 30-61% para las portadoras de HNPCC (Dunlop et al., 1997). Este tipo de 

CE hereditario es más probable que ocurra a una edad más temprana y se 

caracteriza por un alto estadio y grado FIGO (Federación Internacional de 

Ginecología y Obstetricia), un patrón estructural cribiforme, diferenciación 

mucinosa y necrosis (Parc et al., 2000). 

 

 

     b.2.3.1 Factores Pronóstico. 

 

 

     En Ginecología oncológica, los factores pronósticos validados son 

necesarios para definir subgrupos biológicamente similares para el análisis de 

la eficiencia terapéutica. Son importantes para personalizar la terapia del 
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paciente, la cual consiste en radiación, quimioterapia y terapia hormonal 

(Uharcek, 2008). En 1988 FIGO cambio la estadificación clínica del CE a un 

sistema basado en la cirugía (Shepherd, 1989). Este cambio fue basado en el 

estudio de estadificaciones quirúrgicas prospectivas realizadas por el Grupo de 

Ginecología Oncología (GOG), que demostraron que el pronóstico está 

relacionado a la presencia o ausencia de factores de riesgo histopatológicos 

uterinos y extrauterinos (Boronow et al., 1984; Creasman et al., 1987; Morrow et 

al., 1991). Los factores uterinos incluyen el tipo histológico, el grado histológico, 

la profundidad de la invasión miometrial, la invasión linfovascular, el 

compromiso cervical, la ploidía del ADN, los oncogenes, los genes supresores 

de tumor y los receptores de hormonas, mientras que los factores extrauterinos 

incluyen la citología peritoneal positiva, compromiso anexial, las metástasis de 

nódulos linfáticos pélvicos y paraaórticos y las metástasis peritoneales 

(Shepherd, 1989). 

 

 

     b.2.3.2 Modelo de Carcinogénesis en la Obesidad. 

 

 

     Aunque el mecanismo no se entiende por completo, las hormonas 

endógenas parecen jugar un papel importante en el desarrollo del EC ya que 

hay un incremento en el riesgo asociado a una menarquía temprana, 

menopausia tardía, sugiriendo una relación entre el riesgo y el aumento en la 

exposición a los niveles de estrógenos durante la premenopausia (Grady et al., 

1995). Otros factores asociados son la paridad y el uso de estrógenos 

exógenos orales para la anticoncepción o la terapia de remplazo hormonal 

postmenopáusica (Grady et al., 1995; Weiss and Hill, 1996). Además el riesgo 

ha sido relacionado a las altas concentraciones en los niveles plasmáticos de 

estrógenos, andrógenos, de factores de crecimiento similares a la insulina tipo 1 

(IGF-1) e insulina y bajos niveles de progesterona, globulinas de unión a 

hormonas sexuales (SHBG), proteínas de unión a factores de crecimiento 
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similares a la insulina (IGFBPs). Se cree que el exceso de peso influencia el 

riesgo al EC a través de cambios en el metabolismo endógeno de las hormonas 

(Austin et al., 1991; Mollerstrom et al., 1993; Potischman et al., 1996; Troisi et 

al., 1997). El mecanismo principal por el cual se cree que las hormonas y los 

factores de crecimiento influencian el incremento en el riesgo de desarrollar EC 

son los efectos en la regulación del balance entre la proliferación celular, 

diferenciación y la apoptosis (Ames et al., 1993; Cohen and Ellwein, 1991; Cory 

et al., 1999; Preston-Martin et al., 1990; Russo et al., 1982; Scott and 

Maercklein, 1985; Wille et al., 1982). El incremento en la tasa de proliferación 

aumenta las probabilidades de que las mutaciones se acumulen en los proto-

oncogenes y los genes supresores de tumor. La evasión de la apoptosis 

permitiría a las células que posean estas mutaciones sobrevivir y 

eventualmente expandirse clonalmente, acumulando mutaciones adicionales 

hasta que alcancen una malignidad completa. Finalmente el estimulo 

proliferativo podría incrementar el crecimiento de tumores establecidos (Scott 

and Maercklein, 1985; Wille et al., 1982).En mujeres en premenopausia, el 

riesgo de desarrollar cáncer de endometrio también se incrementa entre 

mujeres con Síndrome de ovario poliquístico (SOPQ) (Kaaks et al., 2002), que 

frecuentemente se desarrolla y es consecuencia de una hiperinsulinemia 

crónica, generalmente relacionada a una deficiencia en progesterona.  

 

     Todas estas relaciones se ajustan en un modelo fisiológico coherente con la 

teoría de los estrógenos sin la oposición de la progesterona para el desarrollo 

del cáncer endometrial. Teoría ampliamente aceptada, basada en una amplia 

evidencia, incluyendo la asociación entre el cáncer de endometrio con el uso de 

terapia de remplazo hormonal en la postmenopausia. La cual considera  que el 

desarrollo del cáncer es incrementado por los efectos mitogénicos de los 

estrógenos cuando hay una insuficiencia en el contrabalance de la 

progesterona (Kaaks et al., 2002; Key and Pike, 1988) (Anexo 7.5). 
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     b.2.3.3 Tipo Histológico en la Obesidad. 

 

 

     Se ha descrito que el CE consiste de dos grupos (Bokhman, 1983; 

Deligdisch and Holinka, 1987). El primer grupo, el tipo I, lo conforman los 

carcinomas de endometrio endometrioides (CEE), son los más comunes 

(aproximadamente el 80% de los casos) y están caracterizados por tumores 

bien diferenciados al momento del diagnóstico y con enfermedad localizada. 

Estas pacientes usualmente tienen un pronóstico favorable, estadio I, con una 

sobrevivencia a los 5 años del 86%. El desarrollo de este tipo de tumores se 

relaciona principalmente con la exposición en exceso a los estrógenos. Los 

factores de riesgo incluyen la obesidad, la nuliparidad, la menopausia tardía, 

diabetes mellitus, terapia hormonal con estrógenos sin uso de progesterona, 

terapia con  tamoxifeno y el uso de anticonceptivos orales de manera 

secuencial. El exceso de estrógeno de cualquiera de estas fuentes produce una 

estimulación continua del endometrio, generando una hiperplasia endometrial y 

potencialmente un EC. La obesidad tiene el riesgo más alto asociado con el 

exceso de exposición a estrógenos, aun en mujeres postmenopáusicas. Los 

ovarios en las mujeres postmenopáusicas junto con las glándulas adrenales 

continúan produciendo androstenediona. La enzima aromatasa encontrada en 

los adipocitos convierte este andrógeno en estrona 5 y con el tiempo, esté 

estrógeno relativamente débil puede estimular la proliferación endometrial 

crónica y ocasionalmente un cambio maligno (Gates et al., 2006). En contraste, 

el segundo grupo, el Tipo II, los EC con histología no endometrioide conforman 

aproximadamente el 20% de los casos, son tumores más agresivos, con 

invasión temprana al miometrio y espacios vasculares, asociados a una 

enfermedad más avanzada en estadio, mas alto grado tumoral e histología no 

endometrioide y es acompañado de una tasa de mortalidad mayor. Estas 

pacientes son generalmente más delgadas que sus contrapartes tipo I y se cree 

que sus tumores están influenciados por factores no estrogénicos (Liu, 2007; 

Salvesen et al., 1998) (Anexo 7.7). 
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b.3 Adipocinas y su Impacto en la Carcinogénesis. 

 

 

     Estudios realizados a finales de los años 80s demostraron que los adipocitos 

pueden secretar factores solubles, actuando como un tejido endocrino (Cook et 

al., 1987; Flier et al., 1987). Sin embargo, el concepto del tejido adiposo como 

célula endocrina no gano aceptación general si no hasta que se encontraron 

polipéptidos biológicamente activos que eran producidos exclusiva o 

substancialmente por el tejido adiposo blanco. A estas sustancias se les llamo 

adipocinas y actúan de manera endocrina, paracrina y autocrina (Scherer et al., 

1995; Zhang et al., 1994). Los adipocitos forman aproximadamente la tercera 

parte de todo el tejido adiposo, mientras que el resto representa una 

combinación de vasos sanguíneos, matriz del tejido conectivo, tejido nervioso, 

estroma vascular y pre adipocitos (Faust et al., 1984) y en la obesidad es 

además infiltrado por  macrófagos. (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003).Las 

células del tejido adiposo que producen las adipocinas incluyen adipocitos y 

fibroblastos; los cuales se pueden diferenciar en adipocitos maduros y 

macrófagos (Vona-Davis and Rose, 2007) (Anexo 7.8). 

 

     Recientemente, ha surgido un interés considerable del papel potencial de las 

adipocinas en el desarrollo de los tipos de cáncer en los que la obesidad es un 

factor de riesgo establecido (Vona-Davis and Rose, 2007). La leptina es la 

adipocina producida mas abundantemente por el tejido adiposo blanco y de la 

cual sus concentraciones in vivo se encuentran elevadas en los pacientes 

obesos. Además ha mostrado estimular el crecimiento, migración e invasión de 

las células tumorales in vitro, mostrando su capacidad biológica para promover 

el comportamiento maligno del cáncer (Lang and Ratke, 2009), por lo tanto la 

exploración de la relación entre leptina y el cáncer es de considerable 

importancia (Ogunwobi and Beales, 2007). 
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b.3.1 La adipocina Leptina.  

 

 

     La leptina es el producto del gen de la obesidad (gen ob), es una adipocina 

peptídica de 16 kilodaltons (kDa) y 167 aminoácidos descubierta en 1994 

(Zhang et al., 1994). Una mutación en este gen está asociada a una obesidad 

severa y diabetes tipo II en ratones (Auwerx and Staels, 1998). En los humanos 

el gen ob está localizado en el cromosoma 7q31.3 (Green et al., 1995). La 

leptina es sintetizada principalmente por el tejido adiposo, pero también es 

producida por varios tipos celulares como la placenta, células secretorias del 

epitelio mamario (Baratta, 2002), epitelio digestivo, mucosa gástrica y el hígado 

(Guilmeau et al., 2004). Una vez sintetizada, es continuamente secretada, no se 

almacena en grandes cantidades (Bornstein et al., 2000). El conocimiento de 

las acciones biológicas de esta hormona se ha incrementado 

considerablemente durante los últimos años y su papel en la regulación de la 

fisiología humana es ampliamente reconocido. Se ha demostrado que no limita 

sus acciones a la regulación de la ingesta de alimentos mediante la señal de 

saciedad, sino que también está involucrada en el metabolismo total, incluyendo 

el gasto de energía, la regulación de la temperatura, la función reproductiva, 

inmunidad y hematopoyesis (Huang and Li, 2000). La leptina actúa a nivel 

central (hipotalámico) y periférico como un regulador importante del peso 

corporal y del metabolismo al incrementar el consumo de energía, la pérdida de 

tejido adiposo y la función reproductiva (Hamann and Matthaei, 1996). Esta 

última función es vía la hormona liberadora de Gonadotropina (GnRH), 

afectando con esto a las hormonas luteinizante (LH) y folículo estimulante 

(FSH)(Greisen et al., 2000). Por otro lado los linfocitos T y las células del 

endotelio vascular también expresan receptores para la leptina, haciendo que 

esta hormona participe en la función inflamatoria y la angiogénesis (Siegmund 

et al., 2004; Sierra-Honigmann et al., 1998). Los niveles de leptina sérica 

reflejan la cantidad de energía almacenada en el tejido adiposo y son 

proporcionales a la cantidad de grasa corporal, por ejemplo incrementan en los 
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pacientes obesos y disminuyen después de varios meses de una pérdida de 

peso pronunciada (Moschen et al., 2009). 

 

 

b.3.2 Mecanismo de Acción Molecular de Leptina. 

 

 

     La leptina actúa vía el receptor del producto del gen de la obesidad (Ob-R), 

del cual hay al menos 6 isoformas (denominadas de la a-f) generadas por 

empalme alternativo de acido ribonucleico mensajero (ARNm). Son receptores 

transmembrana pertenecientes a la familia de los receptores de citocina clase I, 

en los cuales se ha descrito que la señalización es principalmente a través de la 

isoforma Ob-Rb ya que es la única que posee el dominio intracelular completo 

(Auwerx and Staels, 1998). 

 

     La señal de leptina se trasmite principalmente por la cinasa intracelular janus 

2 (JAK2), la transductora de señal 3 (STAT3) y la cinasa reguladora de señal 

extracelular (ERK1/2). La unión de leptina con Ob-R permite la fosforilación de 

JAK-2, que después puede reclutar STAT-3 y fosforilar su tirosina que 

finalmente le permite su translocación nuclear y la estimulación de la 

transcripción. Además Ob-R también activa intracelularmente la vía de 

señalización de la proteína cinasa activada por mitógeno (MAPK) después de 

su unión a la leptina (Sweeney, 2002). También se ha demostrado que fosforila 

y activa a ERK y a la proteína homologa al oncogen viral murino del timoma V-

akt (AKT), ambas asociadas con crecimiento celular y migración (Gao et al., 

2009; Saxena et al., 2007; Sharma et al., 2006). Estudios recientes han 

mostrado que la vía de señalización ERK es un blanco atractivo de las terapias 

anti cáncer debido a su rol central en la regulación de la proliferación, invasión, 

y sobrevivencia de los tumores (Sebolt-Leopold, 2004). AKT provee una señal 

de prevención de la apoptosis, inducida debido al estrés, a través de varios 
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mecanismos, como la fosforilación de la proteína promotora de muerte asociada 

a Bcl-2 (Bad), de la enzima glicógeno sintasa-3 (GSK3) y caspasa 9 (Franke et 

al., 1997; Garofalo and Surmacz, 2006).  

 

     La vía de señalización de fosfatidil inositol 3 cinasa (PI3K)/AKT esta 

frecuentemente alterada en cáncer y su activación esta correlacionada a 

tumores de mama invasivos y metastásicos (Lin et al., 2005). AKT también esta 

aumentada en los condrosarcomas, células de hepatocarcinoma y de 

endometrio, se encontró que el tratamiento de estas células con leptina 

incrementa la invasión, migración y proliferación, efectos que se pueden 

prevenir con la inhibición especifica de AKT, con lo cual se probó que muchas 

de las actividades de la leptina son dependientes de AKT.(Gao et al., 2009; 

Saxena et al., 2007; Sharma et al., 2006; Yan et al., 2009). Otros estudios 

explican el efecto en la migración e invasión de varias células de carcinoma a 

través de la expresión incrementada de varias metaloproteasas de matriz e 

integrinas vía la activación del factor nuclear kappa B (NF-κB) (Yang et al., 

2009; Yeh et al., 2009). En células de carcinoma de colon mostro activar las 

proteínas Rho de unión a guanosina trifosfato (GTP); la proteína C3 sustrato de 

la toxina botulínica relacionada a ras 1 (rac1), la proteína del control de la 

división celular 42 (cdc42) y la proteína homologa a la familia génica de ras 

miembro A (rhoA), proteínas que regulan la migración celular afectando la 

reorganización del citoesqueleto de actina (Jaffe and Schwartz, 2008) (Anexo 

7.9). 

 

 

b.4 Leptina y Ob-R en Cáncer de Endometrio. 

 

 

     Ya ha sido descrita la expresión de leptina y Ob-R en el sistema reproductivo 

femenino (Moschos et al., 2002); leptina es detectada en la placenta y en los 

ovarios (Cioffi et al., 1997; Henson et al., 1998; Masuzaki et al., 1997; Senaris et 
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al., 1997), mientras que Ob-R es expresado en ovarios (Cioffi et al., 1997; 

Karlsson et al., 1997) y endometrio (Gonzalez et al., 2000; Kitawaki et al., 

2000). En este último, la expresión de Ob-R mediante PCR-TR alcanza un 

máximo durante la etapa secretora temprana del ciclo menstrual de endometrio 

(Kitawaki et al., 2000) y es suprimido por la progesterona, sugiriendo que la 

disminución de su expresión es a causa de la progesterona secretada en el 

cuerpo lúteo (Koshiba et al., 2001). 

 

     Hay al menos tres estudios que sugieren que leptina desempeña un papel 

importante en la carcinogénesis del endometrio, lo cual reafirma que la 

obesidad es un factor de riesgo importante en el CE (Cymbaluk et al., 2008). El 

primero mostro que leptina tiene una fuerte asociación positiva con el CE en un 

estudio de casos-controles de CE incidente en Grecia (Petridou et al., 2002). El 

segundo encontró que las pacientes diagnosticadas con CE e hiperplasias de 

endometrio con IMC>30 tienen concentraciones séricas de leptina mayores que 

sus contrapartes con IMC<25 y ausencia de patologías endometriales 

(Cymbaluk et al., 2008). Por último, se encontró que las pacientes 

postmenopáusicas con CE tienen niveles de leptina en suero significativamente 

más elevados (8.2±.5ng/ml) que el de sujetos control (4.5±.5ng/ml) y que estos 

fueron asociados con el IMC (Ashizawa et al., 2010).  

 

     El mecanismo molecular propuesto para explicar esta asociación 

epidemiológica se obtuvo con ensayos en líneas celulares de adenocarcinoma 

endometrial humano, en donde se observo que leptina induce la proliferación 

celular mediante la activación funcional y expresión de la proteína de Cox-2 y su 

ARNm, así como la subsecuente producción de prostaglandina E2 (PGE2), 

usando las vías de señalización JAK2/STAT3, MAPK/ERK y PI3K/AKT (Gao et 

al., 2009; Saxena et al., 2007). Además que la activación de estas últimas es 

mediante via Ob-R, del cual se confirmo la expresión de Ob-Ra y Ob-Rb en 

todas las líneas celulares ensayadas, siendo la isoforma Ob-Ra la que se 
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expreso en mayor cantidad. Aunque la expresión de Ob-R fue más intensa en 

las líneas celulares de CE bien diferenciadas (Ishikawa, EEC-1) en 

comparación con las líneas celulares poco diferenciadas (RL95-2, HEC-1A, 

HEC-1B) y aún menor en la línea celular menos diferenciada (AN3CA) (Gao et 

al., 2009). 

 

     La primera vez que se sugirió que la proteína Ob-R podría estar involucrada 

en la patogénesis del CE, fue al observar una disminución de su expresión 

determinada mediante IHQ en zonas de tejido tumoral al compararse con zonas 

de tejido endometrial histológicamente normal proveniente del mismo paciente y 

que esto sucedía mayormente con los casos de CEE poco diferenciados (Yuan 

et al., 2004). Otros estudios en tejido de CEE mediante IHQ obtuvieron mayor 

expresión de Ob-R en los tumores bien diferenciados en comparación a los 

pocos diferenciados, indicando que su presencia se asocia con el grado 

histológico (Bogusiewicz et al., 2006; Wincewicz et al., 2008). Sin embargo no 

todos los estudios han encontrado dicha asociación (Koda et al., 2007). 

 

     Posteriormente un estudio mediante PCR-TR encontró resultados 

contradictorios, ya que reportaron que la expresión de Ob-R en el tejido 

neoplásico de CE fue aproximadamente 5 veces más alta, en comparación al 

tejido histológicamente normal del mismo paciente y que además el IMC>30 

correlaciono con un incremento en la expresión de Ob-R (Mantzos et al., 2011), 

resultados, que si concuerdan con previos reportes de la función de Ob-R en la 

carcinogénesis de los tumores relacionados a la obesidad (Uddin et al., 2009a; 

Xia et al., 2009), como el caso de cáncer de ovario.  
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b.5 Cáncer de Ovario, Obesidad y su asociación con Leptina y Ob-R. 

 

 

     La obesidad es un factor de riesgo bien establecido para todos los tumores 

relacionados a las hormonas en la mujer; sin embargo, aún no se ha logrado 

una asociación consistente del cáncer de ovario con la obesidad (Fairfield et al., 

2002; Pan et al., 2004; Rodriguez et al., 2002; Schouten et al., 2003; Wolk et al., 

2001), a pesar de que al igual que en el cáncer de mama y endometrio se 

considera a las hormonas endógenas como responsables del cáncer de ovario 

(Risch, 1998).  

 

     Entre las mujeres que nunca han usado terapia de remplazo hormonal, las 

que sufren obesidad, sobre todo las categorías más altas de IMC tienen un R.R 

incrementado (1.5-2) de desarrollar cáncer de ovario comparadas con las 

mujeres de peso normal (Leitzmann et al., 2009). Sin embargo otros estudios no 

han encontrado ninguna asociación, por lo que no han podido realizarse 

conclusiones solidas. Aun no es claro cuales factores podrían explicar los 

resultados divergentes (Calle and Kaaks, 2004). 

 

     Recientemente fue publicada una relación directa entre la obesidad y la 

carcinogénesis en el cáncer de ovario mediada por la proteína Ob-R, se 

encontró que en el 60% de los casos de cáncer de ovario se expresa Ob-R 

determinada mediante IHQ y que los pacientes con tumores con niveles altos 

de esta proteína mostraron una menor sobrevivencia libre de enfermedad 

comparados con aquellos con niveles de expresión menor, la sobreexpresión de 

Ob-R resulto ser una variable independiente de pronóstico para predecir poca 

sobrevivencia y los experimentos realizados en líneas celulares de cáncer de 

ovario mostraron que la leptina tiene un efecto oncogénico, causando activación 

de la proliferación e inhibición de la apoptosis lo cual soporta un papel de 

leptina en cáncer de ovario (Uddin et al., 2009b).  
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b.6 Determinación de Expresión de Proteínas Mediante IHQ. 

 

 

     La IHQ es una técnica que consiste en la identificación, de antígenos (Ag) 

celulares o tisulares in situ, está basada en el reconocimiento Ag-anticuerpo 

(Ab). Se utiliza en la práctica diagnóstica y en investigación para la visualización 

de la distribución y localización de componentes celulares específicos dentro de 

una célula o tejido mediante análisis en microscopia de luz (Taylor, 1994). 

 

     La primera detección exitosa de Ag en tejidos fijados en formalina y 

montados en  parafina ocurrió en 1974 (Taylor and Burns, 1974), desde 

entonces la IHQ ha evolucionado, convirtiéndose en una de las tinciones más 

utilizadas en patología, actualmente es una técnica fundamental para el 

diagnóstico y clasificación de los tumores (Shi et al., 2011). Además ha sido 

adaptada a la identificación y demostración de marcadores de pronóstico (los 

que de forma independiente puede predecir el resultado clínico) y como 

marcadores predictivos (aquellos que de forma independiente puede predecir la 

respuesta a una terapia en particular) (Gown, 2008). 

 

     La recuperación de la antigenicidad de las piezas de tejido sometidas a 

fijación con formol se realiza con la técnica de recuperación por calor (TRS), 

desarrollada en 1991, la cual involucra un paso de la pieza en temperaturas 

altas previo a la tinción IHQ lográndose el incremento de la antigenicidad y por 

lo tanto de la tinción (Shi et al., 1991).  

 

     La detección del Ag se realiza mediante un método indirecto; el cual emplea 

como primer paso un Ab específico no marcado (Ab primario Ab1) y en una 

segunda fase un Ab marcado (Ab secundario Ab2) que reacciona de forma 

específica con el Ab1. La localización de este complejo Ag-Ab se realiza con 

una enzima, por lo cual el método se denomina IHQ enzimática y es el más 

ampliamente utilizado. Se usa la peroxidasa de rábano (HRP) como marcador, 
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la reacción de esta enzima con un sustrato cromógeno produce un precipitado 

de color localizado en donde se encuentra el complejo Ag-Ab. Entre las técnicas 

de inmunoperoxidasa, el método del complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC) 

es el que ha demostrado la máxima sensibilidad, se basa en la fuerte afinidad 

de la avidina por la biotina. La avidina es una glicoproteína de alto peso 

molecular formada por 4 subunidades, que configuran una estructura terciaria 

con cuatro lugares de unión. Actualmente se prefiere el uso de la estreptavidina 

(SA) conjugada con la molécula de HRP. La SA es una avidina tetramérica 

aislada de la bacteria Streptomyces avidinii la cual tiene mayor afinidad por la 

biotina y permite mayor especificidad en la detección y en la amplificación del 

evento de la unión Ag-Ab. Además a diferencia de la avidina la SA no contiene 

carbohidratos con lo cual se evitan las reacciones inespecíficas con lecitinas 

encontradas en los tejido, tiene un punto isoeléctrico neutral con lo cual se 

evitan uniones electrostáticas que se presentaban con la avidina de punto 

isoeléctrico 10 y además su conjugación directa con la HRP la vuelve más 

estable por largos periodos. La biotina es una pequeña molécula vitamínica que 

se conjuga fácilmente con los Ab lográndose que hasta más de 150 moléculas 

de biotina puedan llegar a unirse a un único Ab. Así; el método ABC consiste en 

la aplicación de un Ab1no marcado seguido de un Ab2 biotinilado y por último la 

aplicación de un complejo SA-HRP. Este complejo debe tener al menos uno de 

los cuatro lugares de unión de la avidina libre para que se pueda unir a las 

moléculas de biotina acomplejadas al anticuerpo secundario. Obteniéndose 

finalmente un complejo Ab1-Ab2biotinilado-Complejo ABC en el lugar donde se 

encuentra el Ag en el tejido (Adams, 1992; Johnson, 1999).  

 

     El siguiente paso es el revelado mediante el cual se podrá visualizar y 

localizar el complejo. Para ello es necesario añadir un sustrato enzimático o 

cromógeno. Existen varios cromógenos como la 3,3`diaminobenzidina (DAB), el 

3-amino-9-etil carbazol (AEC), el 4-cloro-naftol y la tetrametilbenzidina (TMB). El 

cromógeno más usado es el DAB. La enzima HRP se activa en presencia de 
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donadores de electrones, formando un complejo enzima sustrato y la posterior 

oxidación del donador de electrones. El donador de electrones al oxidarse 

genera un producto coloreado y por ello es llamado cromógeno. El DAB genera 

un producto final color marrón, el cual es altamente insoluble en alcohol y en 

otros solventes orgánicos, por consiguiente, adecuado para una gran cantidad 

de tinciones de contraste y medios de montaje. La oxidación del DAB genera su 

polimerización, haciendo que tenga la habilidad de reaccionar con metales y por 

lo tanto incrementando la intensidad de la reacción y su densidad electrónica. 

Estos metales incrementan la reacción a través de la reducción del DAB 

convirtiéndolo en un precipitado más oscuro e intenso. Los más utilizados son 

las sales de cobre, plata, níquel, oro y cobalto. Ya que los metales solo actúan 

sobre el cromógeno reducido que ha sido depositado en la reacción de la 

peroxidasa, esta reacción no contribuye al ruido de fondo. El lado negativo del 

DAB es que ha sido clasificado como un potente carcinógeno, por ello debe ser 

manejado con cuidado y dispuesto de manera adecuada (Hsu and Soban, 

1982).  

 

     El paso final del proceso consiste en la tinción de contraste y el montaje de 

las laminillas. La hematoxilina es la contratinción más ampliamente utilizada en 

la práctica clínica en combinación con el DAB. La hematoxilina actúa como 

colorante básico, por lo cual se asocia y colorea estructuras aniónicas 

identificando las estructuras finas del núcleo en colores de tono azul en el caso 

de la hematoxilina de Mayer’s modificada, la cual contiene aluminio, lo que 

mejora el contraste entre el azul y el precipitado marrón del DAB para las IHQ. 

El único inconveniente es cuando hay colocalización del antígeno en el núcleo, 

situación en la que debe evitarse una tinción intensa con la hematoxilina. 

Posteriormente la laminilla es sumergida en una serie sucesiva de 

concentraciones ascendentes de etanol y por ultimo aclarada en xileno para ser 

montada en resina sintética con un cubreobjetos convencional para su 

observación y preservación (Adams, 1981) (Anexo 7.4). 
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b.6.1 Aspectos Técnicos de la IHQ enzimática. 

 

 

     La peroxidasa es una enzima presente de forma endógena en las muestras 

de tejido, para evitar que el sustrato la reconozca creando falsos positivos, por 

una tinción de fondo excesiva, debe realizarse el bloqueo de la peroxidasa 

endógena tisular antes de la inmunotinción. Existen varios métodos que 

permiten bloquearla como la fenilhidracina y azida sódica, pero el más 

comúnmente utilizado es el peróxido de hidrogeno al 3% en metanol. El bloque 

de uniones inespecíficas evita la tinción generada por interacciones iónicas e 

uniones hidrofóbicas. Se logra saturar estos lugares de unión mediante el 

tratamiento de la muestra con sustancias como el Tritón X-100, suero 

preinmune de especie donadora del Ab2, albumina sérica bovina o el suero fetal 

bovino. Por último, es importante incluir controles positivos y negativos para 

cada anticuerpo del estudio. Los controles positivos consisten en la 

inmunotinción de tejidos en los que se conoce que existe una gran cantidad del 

Ag a identificar. Los negativos son las mismas secciones del tejido de estudio 

en las que se omite el Ab1 y el resto de las etapas son idénticas (Johnson, 

1999). 

 

 

b.6.2 Interpretación y Evaluación de la Técnica IHQ. 

 

 

     En la IHQ se utiliza una tinción diferencial con HRP y DAB generando un 

color marrón en la ubicación del antígeno de interés. La cantidad de colorante 

depositado determinara entonces la densidad óptica a longitudes de onda 

especificas de acuerdo a la ley de Lambert-Beer, donde la densidad óptica es 

proporcional a la concentración del colorante (Ruifrok and Johnston, 2001). La 

evaluación precisa de los resultados y tal vez, su cuantificación es crítica. Hay 
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varios factores importantes que pueden afectar drásticamente el estado de 

expresión determinado por IHQ, incluyendo la fijación del tejido, la elección de 

los Ab y la determinación de los umbrales para la notificación de los resultados 

positivos. Lo adecuado es incluir un control interno positivo para la identificación 

de un caso negativo (Gown, 2008). El sistema de evaluación de la expresión 

determinada por IHQ mas utilizado es el sistema de puntaje histopatológico 

aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) de 0, 1+, 2+ y 3+ (Anexo 

7.6) que fue desarrollado para el HercepTest kit, y a pesar de que es solo 

aplicable para la determinación de elegibilidad para la terapia con el Ab 

monoclonal humanizado trastuzumab en las pacientes con cáncer de mama, se 

ha adaptado para la evaluación de la mayoría de los anticuerpos usados en la 

IHQ (Gown, 2008), sin embargo también es común el uso de modificaciones de 

este sistema de puntuación para la evaluación de otras proteínas (Deyrup et al., 

2004).  

 

 

     b.6.2.1 Cuantificación de las IHQ.  

 

 

     La anatomía patológica es por sí misma observacional, dependiente del 

reconocimiento de patrones, proceso en el cual hay elementos cuantitativos. 

Aún la simple interpretación de las tinciones de rutina en hematoxilina y eosina 

(H&E) incluye elementos de evaluación cuantitativa, aunque la mayoría a un 

nivel subconsciente, hechas subjetivamente, con la experiencia como punto de 

referencia (Taylor and Levenson, 2006). Una reacción IHQ tiene el potencial 

para proporcionar información cuantitativa, pues es un “inmunoensayo” 

realizado in situ en la sección de tejido. La tinción de IHQ es estrictamente 

análoga a una ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), prueba realizada 

en el laboratorio clínico y ampliamente reconocida como una técnica 

cuantitativa. Claro que es evidente que para realmente lograr un resultado 

cuantificable este tiene que ser un proceso totalmente estandarizado (Diaz and 
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Sneige, 2005; Grube, 2004; Seidal et al., 2001; Umemura et al., 2004). A la 

fecha, a falta de un proceso de estandarización total de la técnica IHQ, la 

cuantificación de Ag que de ella se genera es, a lo más, una semicuantificación. 

Al carecer de estándares de referencia internos para la calibración, todas las 

tinciones IHQ son en el mejor de los casos, solo semicuantitativas, comparando 

la intensidad de la tinción, o el numero de las células positivas, o ambas, con el 

control, o con otros casos, con los resultados siendo relativos, nunca absolutos. 

(Taylor and Levenson, 2006). La falta de confiabilidad de los métodos IHQ para 

la medición de la expresión es atribuible a la naturaleza semicuantitativa del 

proceso de puntuación patológica y las deficiencias intrínsecas del método 

manual basado en la subjetividad de observador. La creencia subyacente es 

que, a pesar de que los criterios están claramente establecidos, la aplicación de 

tales criterios y los informes de los resultados pueden variar de patólogo a 

patólogo, o incluso por el mismo patólogo de un día a otro día. En este 

escenario el análisis de imagen asistido por computadora, denominado puntaje 

digital se promociona como una solución a la medición de las tinciones de IHQ, 

donde la cuantificación de los resultados es necesaria (Taylor and Levenson, 

2006). De hecho se ha mostrado que bajo circunstancias controladas, el 

análisis de imágenes es superior a los métodos manuales realizados por la 

mayoría de los observadores y además podría ser la solución al problema de la 

interpretación, en especial los aspectos cuantitativos de evaluación ó de 

interpretación (Cross, 2001; Diaz and Sneige, 2005; Lehr et al., 2001; Umemura 

et al., 2004).  

 

 

     b.6.2.2 Análisis Digital para la Cuantificación de las IHQ. 

 

 

     La clave del proceso de análisis de imagen para el puntaje digital está en la 

separación de la señal total de un solo pixel, en las especies que lo componen. 
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Los algoritmos de separación (Farkas et al., 1998; Ruifrok and Johnston, 2001; 

Zhou et al., 1996) subyacen en que las señales están sumadas linealmente. 

Este es el caso con los colorantes fluorescentes (que emiten luz), pero esto no 

es así con los cromógenos de luz visible ya que absorben la luz. 

Afortunadamente la ley de Lambert-Beer sobre las concentraciones de 

absorbancia indica que cuando la transmisión de datos se convierte a unidades 

de densidad óptica (DO) (absorbancia) la linealidad es restaurada y se puede 

lograr con éxito la cuantificación y separación (Ruifrok and Johnston, 2001). 

Hay muchos beneficios concomitantes en la conversión a DO, que normalmente 

se realizan tomando el negativo (base 10) de la imagen transmitida, dividido por 

la iluminación (por lo general un área clara en el portaobjetos de microscopio). 

En primer lugar, los valores de absorbancia son una propiedad intrínseca de la 

muestra y no dependen de la iluminación ó de la cámara. Esto significa que la 

medición de la absorbancia de una muestra dada puede ser en teoría 

comparable. Segundo, en el proceso de crear la absorbancia de una imagen, el 

fondo es automáticamente anulado, removiendo los efectos de una iluminación 

no deseada o fallas en el tren óptico. Esta conversión a DO puede ser realizada 

en imágenes monocromáticas, RGB (Red-Green-Blue) ó multiespectrales 

(Taylor and Levenson, 2006).  

 

 

     b.6.2.3 Análisis Digital Mediante la Deconvolución de Colores 

 

 

     Para el análisis simultaneo de las características morfométricas y 

fotométricas de una o más estructuras, es necesaria la separación de la 

contribución relativa de cada uno de los colorantes en el espectro de absorción 

resultante. En el marco de las tinciones histológicas y citológicas, es difícilmente 

logrado que las áreas sean teñidas solamente con un color, por ello es 

indispensable un método de deconvolución de colores, capaz de usar la 

información de ancho banda de las cámaras digitales o análogas RGB de tres 
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canales. Este método separa prácticamente cualquier combinación de dos o 

tres colores, asumiendo que los colores son lo suficientemente diferentes en las 

características de absorción del rojo, verde o azul. Ya que la sensibilidad de las 

cámaras RGB iguala a la sensibilidad del sistema visual humano RGB significa 

que virtualmente cada grupo de 3 colores que puedan ser vistos como 

diferentes por el ojo también pueden ser separados por el método de 

deconvolución de colores, el cual está basado en una transformación 

ortonormal de la imagen RGB original, dependiendo de la información tomada 

de los tres colores definida por el usuario. El método proporciona la posibilidad 

de determinar la DO de la tinción, aun en áreas donde múltiples tinciones 

colocalizan, haciendo posible no solo determinar el área de superficie y la 

absorción total de las áreas para un color en específico, sino también la 

determinación de la DO y radios de las tinciones en cada área. Después de la 

deconvolución de colores las imágenes pueden ser reconstruidas para cada 

tinción, por separado y ser usadas para el análisis de DO. El análisis de imagen 

para la cuantificación de la tinción IHQ tiene ventajas con respecto a otros 

ensayos bioquímicos y la citometría de flujo en que la información concerniente 

a la relación entre la morfología u los organelos de la célula o la proteína en 

estudio se mantiene. Además el análisis automático es más rápido, más 

objetivo y menos laborioso que la examinación visual (Ruifrok and Johnston, 

2001). Por si fueran poco la IHQ sigue siendo la técnica preferida por los 

patólogos para quienes es imprescindible la integración de las características 

fenotípicas de la tinción IHQ con las características morfológicas tradicionales, 

las cuales siguen siendo el patrón de oro para el diagnóstico (Taylor and 

Levenson, 2006).  

 

     El puntaje digital de las IHQ es posible gracias al software NIH Image al cual 

se le adapto un algoritmo denominado Color deconvolution el cual permite una 

separación y una cuantificación de la IHQ, mediante el análisis de las imágenes 

tomadas con cámaras de absorción RGB. Este algoritmo ha sido utilizado con 
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diferentes combinaciones de DAB y H&E a diferentes niveles de tinción, 

probando ser un método robusto y flexible (Ruifrok and Johnston, 2001) (Anexo 

7.10). 

 

     Además, dado que la intensidad de la IHQ en una sección es proporcional a 

la cantidad de Ag en la sección, el contenido de Ag en dicha sección se puede 

medir por este método (Dobado-Berrios et al., 1992; Nibbering and van Furth, 

1987; Watanabe et al., 1991) lo cual fue probado al encontrarse una relación 

lineal positiva significativa (r= 0.97-0.99) entre la intensidad de la inmunotinción 

y la concentración del Ag, detectándose cambios en el contenido de Ag de 

hasta el 10%. Sugiriéndose que el método es confiable y sensible para detectar 

cambios en el contenido de Ag en los tejidos y por tanto adecuado para el 

análisis cuantitativo de las IHQ con reacción enzimática de color, especialmente 

aquellas con DAB (Huang et al., 1996).  
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c. JUSTIFICACIÓN 

 

 

     México posee una prevalencia de obesidad y sobrepeso combinada del 72% 

en las mujeres adultas. Condición que incrementa el riesgo de desarrollar CE ya 

que a la obesidad se le atribuyen hasta el 60% de los casos diagnosticados. El 

CE representa la quinta causa de muerte por cáncer en las mujeres mexicanas 

y con el incremento esperado en el número y porcentaje de personas con 

obesidad y sobrepeso también se espera el consecuente aumento de los casos 

de CE.  

 

     El CE fue el primer cáncer en ser relacionado a la obesidad y los niveles de 

leptina en sangre se asocian con su desarrollo. Sin embargo los estudios 

realizados hasta al momento por IHQ de tejidos de CEE no han sido 

concluyentes al fundamentar esta asociación a través de la expresión de Ob-R, 

situación que si se ha conseguido con otras neoplasias en donde el R.R. es 

mayor en las pacientes con obesidad, como en el cáncer de ovario; en donde 

se encontró una relación directa entre la obesidad y la carcinogénesis mediada 

por la proteína Ob-R. 

 

     Por lo tanto el objetivo de este trabajo fue cuantificar la expresión del 

receptor del gen de la obesidad, detectado mediante IHQ e interpretado con 

puntaje digital para analizar con mayor sensibilidad los cambios en su 

contenido, con la finalidad de establecer una relación más solida entre la 

obesidad y el desarrollo de CE, esto mediante el uso de IHQ; la cual es la 

técnica más utilizada en la práctica diagnóstica del cáncer. 
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d. HIPÓTESIS 

 

 

La expresión del receptor del producto del gen de la obesidad (Ob-R) 

determinada con inmunohistoquímica disminuye en el tejido de cáncer de 

endometrio en comparación al tejido de endometrio histológicamente normal. 
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e. OBJETIVO GENERAL 

 

 

Determinar la disminución en la expresión del receptor del producto del gen de 

la obesidad (Ob-R) mediante inmunohistoquímica en tejido de cáncer de 

endometrio en comparación al tejido de endometrio histológicamente normal.  

 

 

f. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

1. Determinar la expresión inmunohistoquímica del receptor del producto del 

gen de la obesidad (Ob-R) en dos grupos de tejido de endometrio 

histológicamente normal (uno de pacientes sin antecedentes personales de 

cáncer y otro de pacientes diagnosticadas con cáncer de ovario) y en un grupo 

de tejido de cáncer de endometrio de tipo endometrioide. 

 

2. Interpretar la expresión inmunohistoquímica del receptor del producto del gen 

de la obesidad (Ob-R) en los tres grupos de tejido de endometrio mediante el 

puntaje histopatológico y mediante el puntaje digital. 

 

3. Analizar si existen diferencias significativas en la expresión del receptor del 

producto del gen de la obesidad (Ob-R) en los tres grupos de tejido de 

endometrio estudiados mediante ambos métodos de puntaje utilizados. 
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2. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

a. Diseño de Estudio 

     Este trabajo de investigación es un estudio retrospectivo de corte transversal 

en el área de conocimiento de Investigación Biomédica. 

 

a.1 Definición del universo 

     Las muestras para el presente estudio se obtuvieron a partir de la colección 

de bloques con tejido de endometrio embebido en parafina, de los 

Departamentos de Anatomía Patológica de la Unidad Médica de Alta 

Especialidad (UMAE) - Hospital de Especialidades No. 25 y de la UMAE-

Hospital de Ginecología y Obstetricia No.23, ambos hospitales del Instituto 

Mexicano del Seguro Social (IMSS) en Monterrey, Nuevo León, México. Las 

muestras de tejido embebido en parafina de endometrio histológicamente 

normal [uno de pacientes sin antecedentes personales de cáncer (EN) y otro de 

pacientes diagnosticadas con cáncer de ovario (ENC)] y de tejido de cáncer de 

endometrio de tipo endometrioide (CEE) fueron provenientes de la cirugía de 

las pacientes quienes pasaron por el procedimiento de biopsia o histerectomía 

por prescripción médica.  

 

a.2 Tamaño de la Muestra 

     El muestreo fue por conveniencia de los casos archivados durante el periodo 

2004-2009 que cumplieron con los criterios de inclusión, resultando un total de 

40 pacientes en los tres grupos estudiados. 

 

a.3 Definición de las unidades de observación 

     Tejido endometrial de una sección extraída al momento de biopsia o cirugía 

fijado en formalina al 4% y embebido en parafina. En él se evaluó la expresión 

de Ob-R por IHQ mediante el puntaje histopatológico y digital. 

 



33 

 

 

 

a.4 Definición del grupo control 

     Se selecciono tejido de endometrio histológicamente normal (EN y ENC) 

embebido en parafina. Como control interno en la IHQ se proceso tejido de un 

caso diagnosticado con cáncer de mama y como control negativo interno el 

mismo tejido pero en ausencia de Ab1 en cada una de las determinaciones 

realizadas. 

 

a.5 Criterios de inclusión 

     Se incluyo tejido de endometrio embebido en parafina de pacientes 

femeninas atendidas durante el periodo 2004-2009 en las UMAE-IMSS. Se 

incluyeron dos tipos de pacientes para los dos grupos control de endometrio 

con histología normal, para el primero se selecciono un grupo de pacientes sin 

patología en endometrio y sin ningún diagnostico de cáncer. Para el segundo 

grupo control se selecciono un grupo de pacientes sin patología en endometrio 

pero con diagnostico de cáncer de ovario, de este grupo la pieza de estudio fue 

el endometrio histológicamente normal. Las pacientes cuyo diagnostico de 

cáncer de endometrio correspondió al tipo CEE fueron incluidas en el grupo de 

cáncer de endometrio y el diagnóstico fue confirmado por dos patólogos 

expertos. Las muestras de tejido endometrial embebidas en parafina son 

provenientes de la cirugía de las pacientes quienes pasaron por el 

procedimiento de biopsia o histerectomía. Todos los casos incluidos cumplieron 

con tener una pieza de tejido embebida en parafina en buenas condiciones y 

contaban con una lamina de H&E para su revisión.  

 

a.6 Criterios de exclusión 

     Se excluyeron pacientes con tratamiento médico previo a la cirugía 

(radio/quimioterapia), los casos en los que el diagnóstico histopatológico 

reportado en el expediente no estuvo acorde con la revisión de tejido, los 

especímenes que presentaban reacción estromal marcada (desmoplasia) y/o 

necrosis tumoral. De los pacientes diagnosticados con cáncer endometrial se 
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excluyeron los casos diagnosticados con carcinomas tipo seroso, de células 

claras, mucinosos, escamosos, tipos mixtos e indiferenciados.  

 

a.7 Criterios de eliminación 

      Se eliminaron especímenes con pérdida del tejido durante el procedimiento, 

muestras cuyos controles presenten reacción inespecífica o fondo que dificulte 

la resolución de la tinción o la digitalización de la IHQ. 

 

a.8 Operacionalización de variables 

 

 
Variable 

 
Definición conceptual 

 
Definición operativa 

Tipo de 
Variable 

Escala 
de 

Medida 
 
 
 
 
 
 

Expresión 
de Ob-R 
por IHQ 

 
 
 
 
La IHQ es un método de 
localización de 
antígenos específicos 
en los tejidos, se basa 
en el reconocimiento del 
anticuerpo y su posterior 
identificación por 
microscopia de luz. 

 
Puntaje histopatológico: 

0 :Inmunotinción negativa 
1+: Menos del 25% de las 
células expresan 
2+: Del 25 al 50% de las 
células expresan 
3+: Mas del 50% de las 
células expresan 
 

 
Categórica 

 
Ordinal 

 
Puntaje Digital: 

Mediana de la DO de la 
tinción, un valor entre 0 
(negro) a 255 (blanco). 
 

Cuantitativa Razón 

 

 

a.9 Procedimientos 

     Para obtener las muestras (tejido embebido en parafina), se consulto la base 

de datos de los Departamentos de Anatomía Patológica de las UMAE No.25 y 

No.23 ambas del IMSS en Monterrey, Nuevo León, México. Se realizó una 

solicitud de autorización para obtener diagnósticos de cada una de las muestras 

y posteriormente fueron captados los bloques correspondientes a los grupos de 

estudio incluidos, mencionados anteriormente. 
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a.9.1 Diagnóstico histopatológico 

     Todas las laminillas originales teñidas con H&E fueron revisadas por dos 

patólogos para confirmar que el tejido de endometrio estuviera carente de 

patología para los casos de los controles y en el caso del grupo de cáncer de 

endometrio para confirmar el diagnóstico del tipo histológico endometrioide. 

Asimismo se selecciono un bloque con una sección de tejido representativa del 

diagnóstico para el estudio por IHQ de Ob-R.  

 

a.9.2 Técnica IHQ 

     Para cada experimento el orden de las muestras fue elegido al azar de cada 

uno de los grupos. Se cortaron secciones de 4µm de muestras de tejido de 

endometrio fijadas en formalina amortiguada al 4% embebidas en parafina y se 

colocaron en laminillas silanizadas (S3002, Dako). Posteriormente se 

sumergieron en Xilol por 10 min dos veces, fueron hidratadas en una serie 

descendente de etanol y después se lavaron con agua destilada. La 

recuperación de antígeno fue mediante calor, sometiéndolas a 20 min a 96°C 

en la solución recuperadora (TRS S1699, Dako). Posteriormente las laminillas 

reposaron a temperatura ambiente por 20 min. Tras lo cual fueron lavadas en 

buffer de lavado (TBS S1968, Dako) por 5 min. Seguidos del bloqueo de la 

peroxidasa endógena con el reactivo correspondiente (Peroxidase blocking 

reagent S2001, Dako) por 15min, seguidos de la solución (X0909, Dako) como 

bloqueador de proteína. Las secciones de tejido fueron incubadas 20hrs a 4°C 

en una cámara húmeda con el Ab1 anti Ob-R (sc-80255 Santa Cruz 

Biotechnology) en diluyente (1:150) de Ab (S3022, Dako). Como control 

negativo el Ab1 se remplazo con 1% de albúmina de suero fetal bovino en PBS 

para descartar el efecto de la peróxidasa endógena. El Ab2 utilizado fue el 

universal biotinilado (K0690, Dako) y se incubo por 15 min, después de un 

nuevo lavado de 5 min las laminillas se incuban con el complejo estreptavidina-

HRP (K0690, Dako) por 30 min a temperatura ambiente. La reactividad 

específica fue revelada con una incubación con DAB (K3468, Dako) por 10min. 
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Posteriormente se incremento la intensidad del DAB con CuSo4 al 0.5% con 

una incubación de 2 min. Las laminillas fueron contrastadas con hematoxilina 

(S3309, Dako) por 1min seguido de un paso deshidratación en serie de etanol y 

aclaradas en xilol para finalmente montarse con resina (Entellan HX787224, 

Merck).  

 

a.9.3.Interpretación de Técnica IHQ 

     El puntaje histopatológico de los resultados de Ob-R fue llevada a cabo por 

análisis a doble ciego, ya que a los patólogos no se les proporcionó datos del 

paciente ni características del tejido. El criterio de puntaje de la 

inmunoreactividad fue: 0 para una inmunotinción negativa, 1+ cuando menos 

del 25% de las células expresan, 2+ cuando del 25 al 50% las células expresan 

y 3+, cuando más del 50% de las células expresan. 

 

     Para la obtención del puntaje digital todas las laminillas fueron visualizadas 

con un aumento de 320x en un microscopio Olympus Bx41 y las imágenes 

fueron capturadas una cámara Nikon modelo D40 adaptada al microscopio 

mediante un fototubo de 10x Carl Zeiss. El formato de imagen digitalizada 

obtenida fue jpg color RGB con una profundidad de 24 bits y una resolución de 

3008x2000. Con el uso del software ImageJ-v1.45p (Image Processing and 

Analysis in Java) fue ajustada la iluminación del fondo mediante el algoritmo 

Rolling Ball posteriormente se extrajeron las regiones de interés (ROI) de estas 

imágenes, en general del componente glandular de cada una de las laminillas. 

Finalmente se utilizo el algoritmo de deconvolucion de colores para separar la 

contribución de los colorantes DAB y hematoxilina, de la cual, la imagen 

obtenida del DAB fue la analizada para obtener la mediana de la DO (MDO) el 

cual es un valor en el rango de 0 a 255. 

 

a.9.4 Prueba Piloto 

     La prueba piloto fue realizada previamente a la elaboración de los casos, 

con la finalidad de estandarizar el Ab1 anti Ob-R (sc-80255 Santa Cruz 
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Biotechnology) lo cual involucra la obtención de las condiciones ideales de 

dilución, temperatura, tiempo de incubación, recuperación del Ag, selección del 

pH de la solución TRS, tiempo de contratinción, así como el tipo y tiempo de las 

sales para incrementar la intensidad del DAB. También incluyo la selección de 

un tejido de carcinoma de mama como control positivo y negativo para su uso 

como testigo en cada una de las corridas IHQ. Para obtener reproducibilidad y 

confiabilidad en los resultados.  

 

a.9.5 Análisis Estadístico 

     Los resultados de la expresión IHQ fueron procesados de dos maneras; al 

puntaje histopatológico se le realizo una prueba exacta de Fisher, mientras que 

al resultado del puntaje digital se le aplico una prueba de Levene, un análisis de 

varianza y una prueba de Student-Newman-Keuls. El análisis estadístico fue 

realizado usando el SPSS V.13 y se considero significativo un valor de P < 0.05. 
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3. RESULTADOS 

 

 

a. Puntaje Histopatológico 

 

     La expresión del receptor del producto del gen de la obesidad (Ob-R) en el 

tejido endometrial (n=40) fue localizada en la membrana celular del epitelio 

glandular del endometrio en forma de gránulos finos en el citoplasma de las 

glándulas normales y cancerosas, presentando reactividad nuclear ocasional.  

 

     En el grupo de tejidos EN (n=16) el 56% tuvieron una inmunotinción negativa 

(Fig 1D) mientras que el 44% restante tuvieron un puntaje de 1+ (Fig 1A), en 

estas últimas la reacción fue principalmente en el citoplasma de las glándulas y 

epitelio superficial. En el grupo de tejidos de ENC (n=13) el 23% tuvieron una 

inmunotinción negativa, el 69% mostraron un puntaje de 1+ y el 8% de 2+ (Fig 

1B) su reacción también ocurrió principalmente en el citoplasma del epitelio 

glandular y superficial, aunque presentó reactividad nuclear y en el estroma. El 

grupo de tejidos de CEE (n=11) el 36% mostro una inmunotinción negativa, en 

el 55% de los casos se detecto un puntaje de 1+ (Fig 1C) y en el 9% uno de 2+, 

esta reactividad también fue principalmente en el citoplasma del componente 

glandular, con un patrón apical, además mostro algunos núcleos con reacción. 

La puntuación patológica de cada uno de los tejidos estudiados se muestra en 

la tabla 1. 

 

b. Puntaje Digital 

 

     Para la obtención de los datos de la MDO las laminillas se digitalizaron con 

un aumento de 320x en formato jpg color RGB con una profundidad de 24 bits. 

Posteriormente con el uso del software ImageJ-v1.45p y los algoritmos Rolling 

Ball y Color deconvolution se obtuvo el valor de la mediana de cada una de las 

regiones de interés (ROI) las cuales fueron el componente glandular de los 
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endometrios analizados. La MDO de cada una de las muestras analizadas por 

grupo se muestra en la tabla 1. El grupo que mostro la menor MDO fue el ENC 

(n=13) con una media de 189.31 seguido del CEE (n=11) con 212.82 y por 

último el EN (n=16) con 212.69. (Tabla 1). 

 

 

 

 
Figura 1. Inmunotinción positiva representativa de la proteína Ob-R mediante IHQ en A) Tejido 
EN; B) Tejido ENC; C) Tejido CEE. Inmunotinción negativa representativa D) Tejido EN. 
Aumento original x320.  

 

 

c. Comparación de la expresión de Ob-R 

 

     El análisis estadístico de la expresión de Ob-R en los 3 grupos de 

endometrio estudiados revelo que mediante el puntaje histopatológico no se 
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encontraron diferencias significativas en la expresión de la proteína entre los 

grupos (prueba exacta de Fisher P=4.447). Sin embargo el análisis de los datos 

obtenidos mediante el puntaje digital, determino que el grupo ENC si tuvo una 

expresión significativamente mayor de la proteína en comparación con los otros 

dos grupos de estudio (ANOVA y prueba de Student-Newman-Keuls P=0 .000). 

(Tabla 2 y Grafica 1). 

 

 

 

Tabla 1.Puntaje de los tejidos de endometrio estudiados (n=40) 

EN (n=16) ENC (n=13) CEE (n=11) 

PP MDO PP MDO PP MDO 

+ 204 - 215 - 227 

- 202 + 161 ++ 208 

- 210 + 213 + 203 

+ 210 + 206 + 213 

- 225 + 171 + 211 

- 230 + 189 - 221 

- 211 + 204 + 197 

+ 208 - 203 + 213 

+ 202 + 182 + 206 

- 222 - 215 - 220 

+ 211 + 195 - 222 

+ 219 + 173 

- 200 ++ 134 

- 229 

- 218 

+ 202 

PP; Puntaje Histopatológico, MDO; Mediana de la densidad óptica. 
 

 

 



41 

 

 

 

Tabla 2.  Comparación de la expresión de Ob-R en los 3 grupos estudiados (n=40) 

 Puntaje Histopatológico P Puntaje Digital P 

Tejido 0 1+ 2+ 3+  XMDO±DE (0-250)  

EN (n=16) 9 (56%) 7 (44%) 0 (0) 0 (0) 4.447a 212.69 ± 9.978 0.000
b
 

ENC (n=13) 3 (23%) 9 (69%) 1 (8%) 0 (0)  189.31 ± 24.343*  

CEE (n=11) 4 (36%) 6 (55%) 1 (9%) 0 (0)  212.82 ± 9.075  

MDO, Mediana de densidad óptica, EN, Endometrio sin patología endometrial, ENC, 
Endometrio sin patología con diagnóstico de cáncer de ovario, CEE, endometrio diagnosticado 
con Carcinoma Endometrial Endometrioide; 

a
 valor de P de prueba exacta de Fisher, 

b
 valor de 

P de ANOVA, P, Se considero significativo un valor de P < 0.05; *Estadísticamente significativa 
mediante ANOVA, X, media. 

 

 

 

Grafica 1.  Comparación de la expresión de Ob-R obtenida mediante puntaje digital en los 3 
grupos de endometrio estudiados (n=40). Se muestran las medias, los valores máximos y 
mínimos. *P, 0.000. 
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4. DISCUSION 

 

 

 

     Este trabajo se enfocó a la búsqueda de la expresión del receptor del gen de 

la obesidad (Ob-R) en tejido de endometrio(n=40). Nosotros encontramos que 

la expresión Ob-R detectada mediante IHQ se localiza principalmente en la 

membrana celular del epitelio glandular del endometrio en forma de gránulos 

finos en el citoplasma, lo cual concuerda con los cuatro estudios realizados con 

anterioridad (Bogusiewicz et al., 2006; Koda et al., 2007; Wincewicz et al., 2008; 

Yuan et al., 2004), sin embargo también detectamos reactividad nuclear 

ocasional, de lo que solo hay un reporte previo en tejidos de endometrio (Koda 

et al., 2007). Un nuevo hallazgo de este estudio fue la inmunoreactividad en el 

estroma de los tejidos del grupo ENC, lo cual no había sido reportado antes. De 

las muestras de tejido sin patología endometrial analizadas el 40% de los 

tejidos fueron negativos y el 60% positivos, contrastando estos resultados con 

un trabajo previo en el cual el 100% (n=25) de las muestras de tejido 

histológicamente normal de endometrio fueron negativas (Koda et al., 2007), lo 

que podría ser en parte explicado a que se utilizaron tejidos en etapa 

proliferativa del ciclo menstrual media a tardía, ya que fue reportado que la 

expresión de Ob-R (mediante PCR-TR) no está en sus niveles máximos en esta 

etapa del ciclo menstrual, sino que los alcanza hasta la etapa secretora 

temprana (Kitawaki et al., 2000) después de la cual disminuyen de nuevo por la 

acción de la progesterona (Koshiba et al., 2001).  

 

     En lo que respecta a los tejidos del grupo de CEE el 64% (n=11) mostro una 

reactividad positiva, lo que es un poco más alto que previas investigaciones en 

donde fue reportado positivo en el 31%(n=48) (Wincewicz et al., 2008) y 47% 

(n=45) (Bogusiewicz et al., 2006) de los tumores endometrioides analizados.  

La comparación de la expresión entre los grupos tomando en cuenta los datos 

obtenidos por el puntaje histopatológico no mostro diferencias significativas en 
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la expresión, sin embargo con el uso de los datos obtenidos mediante el puntaje 

digital se encontró que el grupo ENC tuvo una expresión significativamente 

mayor (P=0.000) de la proteína Ob-R en comparación con los otros dos grupos 

de estudio.  

 

     Lo anterior concuerda con las ventajas reportadas previamente de la 

digitalización de las imágenes de las IHQ para su cuantificación sobre el puntaje 

histopatológico. Tal como la eliminación de la naturaleza semicuantitativa del 

proceso de evaluación o medición del puntaje histopatológico, basado en la 

subjetividad del observador (Taylor and Levenson, 2006). Asimismo en estudios 

de comparación se mostro que el análisis de imágenes es superior al puntaje 

histopatológico y es una solución al problema de la interpretación, en especial 

de los aspectos cuantitativos de evaluación o interpretación (Cross, 2001; Diaz 

and Sneige, 2005; Lehr et al., 2001; Umemura et al., 2004).  

 

     En este trabajo utilizamos el software NIH Image, para obtener el puntaje 

digital se le adapto un algoritmo denominado Color deconvolution, que se ha 

demostrado como un método robusto y flexible para la cuantificación de las IHQ 

(Ruifrok and Johnston, 2001). Incluso es posible detectar cambios de solo el 

10% en el contenido de Ag, lo que hace del puntaje digital un análisis confiable 

y sensible para detectar cambios en el contenido de Ag en los tejidos y por lo 

tanto más adecuado para el análisis cuantitativo de las IHQ especialmente 

aquellas con DAB (Huang et al., 1996).  

 

     La leptina se asocia con el desarrollo y progresión de diversos tipos de 

cáncer en muchos epitelios, incluido el de ovario (Ogunwobi and Beales, 2007; 

Saxena et al., 2007). El hecho de que haya sido el grupo ENC quien mostrase 

mayor expresión de la proteína Ob-R podría ser explicado por datos reportados 

recientemente en los cuales se establece una relación directa mediada por la 

proteína Ob-R entre la obesidad y la carcinogénesis en el cáncer de ovario ya 
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que mediante IHQ detectaron que el 60% de los casos de cáncer de ovario 

expresaron Ob-R, registrando una sobrevivencia libre de enfermedad más baja 

en aquellos pacientes cuyos tumores tenían mayor expresión de esta proteína. 

Además de que la sobreexpresión de Ob-R fue una variable independiente de 

mal pronóstico y los experimentos realizados en líneas celulares de cáncer de 

ovario demostraron que la leptina tiene un efecto oncogénico, causando 

activación de la proliferación e inhibición de la apoptosis (Uddin et al., 2009b). 

Con nuestro hallazgo se reafirma el impacto de la obesidad en el desarrollo del 

cáncer de ovario mediante cambios en la expresión de Ob-R. 

 

     Cabe mencionar que en nuestro estudio no se logro obtener diferencia 

significativa entre el tejido histológicamente normal de endometrio y el grupo de 

carcinoma endometrial endometrioide así como en estudios anteriores, lo cual 

podría ser por la falta en selección de un buen control. Ya que la expresión de 

Ob-R es altamente regulada durante el ciclo menstrual y se sabe que el punto 

más alto de expresión determinado por PCR-TR se presenta en la fase 

secretora temprana y comienzan a descender conforme el endometrio se 

acerca a la fase de endometrio menstrual (Kitawaki et al., 2000). Por lo tanto 

para posteriores análisis es necesario contar con un control de endometrio que 

incluya muestras de cada una de las etapas del ciclo menstrual. De los tejidos 

con histología endometrial normal utilizados en el presente estudio como 

controles (EN y ENC=29), 22 estuvieron diagnosticados como endometrios 

atróficos, 4 estaban en etapa proliferativa y 3 en etapa secretora, mientras que 

en un estudio previo fueron utilizados como control tejidos (n=25) con histología 

endometrial normal en fase proliferativa media a tardía y en todos se encontró 

una inmunotinción negativa (Koda et al., 2007).  

 

     Los estudios previos con IHQ que reportan el criterio de puntaje 

histopatológico no alcanzaron expresiones de Ob-R mayores a 1+ en el 30% 

(18) de los tejidos de carcinoma endometrial estudiados (n=60) (Koda et al., 

2007), lo cual hace más difícil el análisis estadístico, además en ninguna de los 
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anteriores estudios se utilizo el puntaje digital, el cual, como fue mencionado 

antes, es más adecuado para el análisis cuantitativo de las IHQ (Huang et al., 

1996). Por otro lado, en este mismo estudio no se analizó solamente 

carcinomas de tipo endometrioide, lo cual es de remarcarse ya que solamente 

es este tipo histológico de CE el que está relacionado con la obesidad 

(Bokhman, 1983; Deligdisch and Holinka, 1987). Las pacientes que sufren 

carcinomas de endometrio tipo II son generalmente más delgadas que sus 

contrapartes tipo I y se cree que sus tumores están influenciados por factores 

no estrogénicos (Salvesen et al., 1998). Es posible que la ausencia de cambios 

en la expresión reportada sea a causa de falta de criterio en la selección del 

subtipo histológico, ya que en la obesidad solo incrementa el R.R. de 

carcinomas con un subtipo histológico definido (Calle and Kaaks, 2004). 
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5. CONCLUSIONES 

 

 

     La expresión del receptor del gen de la obesidad (Ob-R) en el tejido 

endometrial se localiza principalmente en el epitelio glandular del endometrio en 

forma de gránulos finos en citoplasma, con reactividad nuclear ocasional. 

 

     En el caso de los tejidos del grupo ENC la expresión de Ob-R también se 

observo en el estroma. 

 

     Al ser el puntaje digital un método más sensible, logro identificar que el tejido 

ENC expresaba una cantidad significativamente mayor de proteína Ob-R, 

mientras que con el puntaje histopatológico no fue posible establecer dicha 

diferencia. 

 

     En este estudio no encontramos diferencias en la expresión de Ob-R en 

tejido de EN en comparación a tejido CEE, sin embargo se logro identificar que 

la expresión de Ob-R en tejido ENC es mayor que en los otros dos tejidos de 

endometrio estudiados, reafirmando el posible rol de esta proteína en la 

carcinogénesis del cáncer de ovario en las pacientes con obesidad.  
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7. ANEXOS 

 

 

7.1. Clasificación OMS para rangos de IMC.  

 

IMC (kg/m
2
) Clasificación OMS Descripción Popular 

<18.5 Bajo peso Delgado 

18.5-24.9 Rango Normal Aceptable, Normal, Saludable 

25.0-29.9 Grado 1 de sobrepeso Pasado de peso 

30.0-39.9 Grado 2 de sobrepeso Obesidad 

≥40.0 Grado 3 de sobrepeso Obesidad Mórbida 

Modificada de (WHO, 1995). 

 

7.2 Complicaciones médicas asociadas con la obesidad.  

 

Gastrointestinal Litiasis renal, pancreatitis, hernia abdominal, esteatosis 

hepática y cirrosis 

Endocrino/metabólico Resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa, diabetes 

mellitus tipo 2, dislipidemia, síndrome de ovario poliquístico 

Cardiovascular Hipertensión, enfermedad coronaria, falla congestiva de 

corazón, disritmias, hipertensión pulmonar, daño isquémico, 

estasis venosa, trombosis y embolia pulmonar 

Respiratorio Función pulmonar anormal, apnea, hipo ventilación 

Musculo esquelético Osteoartritis, gota, dolor en espalda baja 

Ginecológico Anormalidades menstruales, infertilidad 

Genitourinario Incontinencia urinaria 

Oftalmológico Cataratas 

Neurológico Hipertensión idiopática intracraneal 

Cáncer Colon, mama, endometrio, esófago, páncreas, hígado, 

vesícula biliar, estomago, próstata, ovario y cérvix. 

Postquirúrgicos Atelectasis, neumonía, trombosis, émbolos pulmonares 

Modificada de (Klein et al., 2002). 
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7.3 Tipos de cáncer relacionados a la obesidad con R.R estimado según IMC.  
 

Tipo de Cáncer R.R con IMC de 25-30 
 

R.R con IMC de ≥30  

Colorectal (hombre) 1.5 2.0 

Colorectal (mujer) 1.2 1.5 

Mama* 1.3 1.5 

Endometrio 2.0 3.5 

Renal (células-renales) 1.5 2.5 

Esofágico (adenocarcinoma) 2.0 3.0 

Pancreático 1.3 1.7 

Hígado ND 1.5-4.0 

Vesícula Biliar 1.5 2.0 

Ovario 1.5 2.0 

Cardias Gástrico (adenocarcinoma) 1.5 2.0 

R.R, Riesgo Relativo, IMC, Índice de masa corporal, ND, no determinado , * en 
mujeres post menopáusicas 

Modificada de (Calle and Kaaks, 2004). 

 

7.4 Complejo de detección en la Técnica IHQ de Inmunoperoxidasa. 
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7.5. Mecanismo de carcinogénesis endometrial en la Obesidad. 

 

 

 

(Calle and Kaaks, 2004). 

 

7.6. Sistema de Puntuación histopatológica para IHQ 

 

Puntuación Definición para HER2 Definición Modificada 
   0 No inmunotinción Inmunotinción negativa 
1 + Inmunotinción débil, menos del 30% 

de las células tumorales 
Menos del 25% de las células 
expresan 

2 + Tinción membranosa completa, ya sea 
uniforme o débil en al menos 10% de 
las células 

Del 25 al 50% de las células 
expresan 

3 + Uniforme tinción intensa membranosa 
en al menos un 30% de las células 

Mas del 50% de las células expresan 

(Gown, 2008; Deyrup et al., 2004) 
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7.7 Características clinicopatológicas y moleculares de los dos tipos de CE.  
 

 Tipo I Tipo II 

Incidencia ≥80% ≤20% 

Edad Pre y peri menopáusicas >60 años 

Histología Endometrioide Seroso, de células claras 

Diferenciación celular Bajo grado Alto grado 

Lesión Precursora NIE CEI 

Estimulación estrogénica Relacionado No relacionado 

Comportamiento clínico Indolente Agresivo 

Inactivación de PTEN 50-80% 10% 

Inestabilidad de Microsatélites 20-45% 0-5% 

Mutaciones en K-ras 10-30% 0-5% 

Mutaciones en β-catenina 20% 0-5% 

Mutaciones en p53 10-20% 90% 

Sobreexpresión de Her-2/neu 10-30% 45-80% 

Inactivación de p16 10% 40% 

Alteraciones en E-caderina 10-20% 80-90% 

Modificada de (Liu, 2007). 

 

 

7.8 Producción de adipocinas por componentes del tejido adiposo. 

 
 

Adipocina Célula principal de síntesis Otras fuentes celulares 

Leptina Preadipocitos y adipocitos Fibroblastos y Queratinocitos 

Adiponectina Adipocitos maduros Ninguna 

TNF-α Macrófagos Preadipocitos y adipocitos 

Il-6 Macrófagos Células del estroma y adipocitos 

HGF Células del estroma Adipocitos 

VEGF Células del estroma Adipocitos 

HB-EGF Adipocitos Células de musculo liso vascular 

Modificado de (Vona-Davis and Rose, 2007). 
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7.9 Mecanismo de acción molecular de leptina. 

 

 

 

 

 

Modificado de (Garofalo and Surmacz, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 



XIII 

 

 

 

7.10 Uso del software ImageJ-v1.45p para la obtención de la puntuación digital. 

(1) Se ajusta la iluminación del fondo con el algoritmo Rolling Ball (2) Se 

seleccionan las regiones de interés (ROI) (3) En este caso los ROI son el 

epitelio glandular de los endometrios analizados. Finalmente el algoritmo de 

deconvolución de colores (4) genera una imagen que solo contiene los datos 

del DAB, los cuales se analizan para determinar su DO (5) Así se obtiene la 

mediana del caso. 
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