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Resumen

Los tejidos uterinos son sensibles a los esteroides gonadales. El desequilibrio en la
regulacion de una de estas hormonas, o de ambas, causara un efecto en el inicio y desarrollo
de neoplasias. Las neoplasias mas abundantes son los leiomiomas o tumores benignos de
musculo liso. Se han disefiado distintos tratamientos para evitar los sintomas que producen los
leiomiomas. Entre los tratamientos existentes se han estudiado progestagenos, antagonistas de
la hormona gonadotropina (GnRH) y acetato de Ulipristal (ESMYA). La via de senalizacion
de Wnt/B-catenina juega un papel importante en los procesos de regulacion, diferenciacion,
proliferaciéon y muerte celular, estando implicada en numerosas anormalidades. El
desplazamiento al nucleo de la B-catenina en células neoplasicas induce su proliferacion
mediando la expresion del péptido neurotensina. La activacion de Wnt/B-catenina en el
miometrio estd mediada por esteroides gonadales. En este trabajo mediante la técnica
inmunohistoquimica, mostramos que la ruta Wnt/B-catenina estd presente en células
leiomiomatosas y de miometrio al observar una localizacion nuclear y /o citoplasmica de la -
catenina. Solo los tratamientos que inhiben la produccion hormonas gonadales, antagonistas
de GnRH, parecen anular su actividad al no observarse inmunorreactividad ni en células
tumorales ni de miometrio. Sin embargo, después del tratamiento con ESMYA, hay una
activacion de la ruta Wnt/B-catenina en el miometrio adyacente. La activacion de la ruta
Wnt/B-catenina induce la sintesis de neurotensina en las células leiomiomatosas dependiendo

del ambiente hormonal.

Palabras clave: leiomioma, [-catenina, neurotensina, inmunohistoquimica,

progestagenos, andlogos de GnRH, acetato de Ulipristral.

Abstract

Uterine tissues are sensitive to gonadal steroids. Imbalance in the regulation of one or
both of these hormones will have an effect on the promotion and development of neoplasms.
The most abundant neoplasms are: s or benign smooth muscle tumors. Different treatments
have been designed to avoid the symptoms produced by leiomyomas. Among the existing
treatments, progestins, gonadotropin-releasing hormone (GnRH) antagonists and Ulipristal
acetate (ESMYA) have been studied. The Wnt/B-catenin signaling pathway plays an
important role in the processes of regulation, differentiation, proliferation and cell death,

being involved in many abnormalities. The displacement of B-catenin to the nucleus in



neoplastic cells induces its proliferation mediating the expression of neurotensin. Activation
of Wnt/B-catenin in the myometrium is mediated by gonadal steroids. In this work, by means
of immunohistochemistry we show that Wnt / B-catenin pathway is present in leiomyomatous
and myometrial cells since nuclear and/or cytoplasmic location of B-catenin are observed.
Only treatments that inhibit the production of gonadal hormones, GnRH antagonists, seam to
cancel out their activity since no immunoreactivity is observed in tumor cells or myometrium.
However, after treatment with ESMY A, Wnt/B-catenin pathway appears to be activated in the
adjacent myometrium. Activation of Wnt/B-catenin pathway induces neurotensin synthesis in

leiomyomatous cells in a hormonal environment depending way.

Key words: leiomyoma, B-catenin, neurotensin, immunohistochemistry, progestins,

GnRH antagonists, Ulipristal acetate.
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Introduccion

Miometrio y leiomiomas uterinos

El utero (Fig. 1) es un 6rgano muscular hueco, impar y ubicado en la cavidad pélvica
que forma parte del aparato reproductor femenino. Est4 constituido histologicamente por tres
estratos celulares: 1) el endometrio, epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado que rodea la
cavidad uterina y estd sostenido por un estroma de tejido conectivo laxo el cual aloja
numerosas glandulas tubulares simples, 2) el miometrio, que estd constituido por haces de
fibras musculares lisas separadas por una cantidad variable de tejido conectivo, y 3) una

membrana serosa que recubre parcialmente el 6rgano (Fig. 1).

Figura 1. Representacion esquematica del utero y sus partes. Tomadas de https://health.onehowto.com

y https://www.austincc.edu/rfofi/NursingRvw/PhysText/Reproductive.html

Los tejidos uterinos son sensibles a los esteroides gonadales, estrégenos y
progesterona; ambas hormonas desempefian un papel fundamental en la regulacion fisiologica
normal, asi como en sus patologias. El desequilibrio en la regulaciéon de una de estas dos
hormonas, o en ambas, causard un efecto en el inicio y desarrollo de neoplasias. Aunque
pueden desarrollarse neoplasias tanto epiteliales como musculares o de tejido conjuntivo, las
mas abundantes, que ademas son las neoplasias mas frecuentes del aparato reproductor, son

las musculares; concretamente, los leiomiomas o tumores benignos de musculo liso.

Desde un punto de vista macroscopico, los leiomiomas son masas de células
redondeadas, circundadas y pseudoencapsuladas, que pueden medir desde 1 mm a 30 cm
(Blake, 2007) (Fig. 2). Segun su localizacion en el utero seran denominados: intramural,
cuando crecen enteramente dentro del compartimento miometrial; seroso, cuando sobresale

de la superficie serosa del utero hacia la cavidad peritoneal y submucoso, cuando se
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proyectan hacia la cavidad uterina. Tanto los serosos como submucosos pueden estar

pediculados (Fig. 2). Submucoso Seroso
pediculado pediculado

Seroso

Figura 2. Clasificacion de leiomiomas segun su localizacion. Tomada de Hoffman et al. McGraw-Hill

Education.

Microscopicamente, los leiomiomas son tumores de células de musculo liso,
orientadas en haces entrelazados y rodeadas por una matriz extracelular mas o menos

abundante (Fig.3).

i
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Figura 3. Estructura histologica del leiomioma. Se observa tejido muscular (flecha continua) y tejido

conectivo (flecha discontinua). Vasos sanguineos (V). Coloracion: Hematoxilina-eritrosina.

Los leiomiomas uterinos son los tumores benignos mdas abundantes en la mujer,
presentando una incidencia entre 70-80% de las mujeres en edad reproductora (Cramer y

Patel, 1990; Walker y Stewart, 2005).

Al menos el 50% de los leiomiomas diagnosticados son sintomaticos. El tamafio del
leiomioma y/o su localizacion pueden causar sintomatologias clinicas severas, ocasionando
metrorragias, hemorragias anemizantes y dolor abdominal, aumento de la infertilidad, abortos

y una reduccion de la eficacia en los tratamientos de reproduccion asistida (Okolo, 2008).
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Los distintos tratamientos utilizados, por el momento, han sido disefiados para evitar
estos sintomas, siendo necesaria la cirugia en muchos de los casos (Donnez et al., 2012). De
hecho, los leiomiomas son la indicacion mas frecuente de histerectomia (Wallach y Vlahos,
2004). El excesivo sangrado es uno de los sintomas mds graves y para el cudl se han
ensayado distintos tratamientos fundamentalmente hormonales, teniendo en cuenta las
numerosas evidencias, epidemioldgicas, clinicas o experimentales que apoyan la accion de las
hormonas ovaricas en la patogénesis de los leiomiomas uterinos (Reis et al., 2016). Entre
estos tratamientos se encuentra el uso de progestdgenos, que pueden producir, como efecto
adverso, proliferacion en los leiomiomas (Kim y Sefton, 2011); antagonistas del GnRH, con
efectos similares a la menopausia y posible pérdida de masa 6sea (Donnez et al., 2012) y
recientemente, acetato de Ulipristal (ESMYA) (Donnez et al., 2012) un modulador de los
receptores de progesterona cuyos posibles efectos adversos no se han descrito por el

momento.

Se desconoce la etiologia de los leiomiomas aunque probablemente se trate de
cambios genéticos adquiridos por las células del miometrio que posteriormente se ven
influenciadas por promotores (hormonas) y efectores (factores de crecimiento). Se piensa que
los leiomiomas son tumores monoclonales originados a partir de células de miometrio; sin
embargo, no esta claro si se originan de células diferenciadas o de células madre miometriales
(Ono et al., 2014; Mas et al., 2014). Tanto el miometrio como el leiomioma presentan células
madre (Ono ef al., 2012). Los efectos de las hormonas esteroideas en la patogénesis de los
leiomiomas, implica la mediacién de receptores, factores de crecimiento, factores de
transcripcion y otros factores autocrinos y paracrinos. Estos factores actuarian sobre las
células madre que presentan escasos receptores hormonales, provenientes de las células

diferenciadas (Fig. 4).
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Figura. 4. Representacion del papel de estrogenos y progesterona en la patogénesis de leiomiomas

uterinos. Tomada de Reis FM et al., 2016. https://doi.org/10.1016/j.bpobgyn.2015.11.015.
Beta catenina

Ono et al., 2013, demostraron que la ruta Wnt/B-catenina tenia un papel fundamental
en la mediacion del efecto paracrino de las hormonas esteroideas sobre las células madre
tumorales en leiomiomas. La via de sefalizacion de Wnt/B-catenina juega un papel importante
en los procesos de regulacion, diferenciacion, proliferacion y muerte celular; estando
implicada en numerosas anormalidades del desarrollo embrionario, crecimiento y

homeostasis, es una via conservada evolutivamente y muy versatil (Shang et al., 2017).

Las proteinas Wnt son glucoproteinas de secrecion que acttian como ligandos para
estimular vias de transduccion de sefial mediadas por receptores de la familia Frizzled
pertenecientes a receptores acoplados a proteina G. La actividad de la via de sefalizacion de
Wnt/B-catenina depende de la concentracion citoplasmdtica de la proteina [-catenina,
principal componente de la ruta Wnt/p-catenina, también involucrada en procesos de adhesion
celular. En condiciones normales, esta proteina se encuentra en bajas concentraciones dentro
del citoplasma gracias su ubiquitinizacion y rapida degradacion en proteosomas, proceso que
mantiene a la B-catenina fuera del nacleo. La llegada del ligando Wnt activa la via e inhibe la
fosforilacion de [-catenina, por consiguiente inhibe su degradacion, produciéndose su
acumulacion en el citoplasma (Pai ef al., 2017). El desplazamiento de la B-catenina al nicleo
va a activar la transcripcion de un grupo de genes cuyos productos proteicos participan en

procesos de division celular, desarrollo embrionario y morfogénesis.

extracellular Wnt OFF extracellular Wnt ON

Frizzled Frizzled

LRP cytoplasmic LRP

cytoplasmic

B-cat

B-qat e |

nucleus =N oW

nucleus
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Figura 5. Representacion esquematica de la sefializacion Wnt/B-catenina, que esta inactiva en ausencia

de ligando (izquierda) o activa cuando se une un ligando Wnt (derecha). Tomada de Kai ef al., 2017.

La activacion aberrante de la via puede estar relacionada con mutaciones genéticas o
silenciamiento epigenético de los oncogenes o genes supresores de tumor asociados con una

gran variedad de canceres (Kim ef al., 2015).
Neurotensina

Uno de los factores de crecimiento, que parece inducir la proliferaciéon en las células
musculares de leiomioma, es el péptido neurotensina (Rodriguez et al., 2010). La
neurotensina (NTS) es un péptido de 13 aminodcidos, que puede funcionar como
neurotransmisor o neuromodulador en el sistema nervioso central (SNC) o como factor
paracrino, autocrino o endocrino en tejidos periféricos (Evers ef al., 2006). NTS contribuye al
crecimiento de diversos tejidos sanos y, también estimula el crecimiento en varios tipos de
neoplasias. En el miometrio, lo podemos encontrar en el tejido conectivo de muestras sanas,
pero estd ausente en las células musculares lisas. Sin embargo, en las muestras tumorales de
leiomioma si que se encuentra en estas células (Rodriguez et al., 2010). Las acciones de NTS
estan mediadas a través de tres receptores (NTSR1, NTSR2 y NTSR3). NTSR1 es el receptor
de alta afinidad y se considera el mediador predominante de los efectos de NTS en la
proliferacion celular, la migracion y la invasion de células cancerosas. Kim et al., 2015,
demostraron en lineas celulares de tumores neuroendocrinos que expresan y secretan
neurotensina, que los niveles de 4acido ribonucleico mensajero (ARNm) y proteina
neurotensina fueron modulados por inhibidores o activadores de la via Wnt/B-catenina. Estos
autores concluyeron que la NTS es una diana directa de la ruta Wnt/B-catenina pudiendo ser

un mediador del crecimiento tumoral.
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Objetivos

Teniendo en cuenta los antecedentes expuestos, nos hemos planteado el siguiente

objetivo general:

Demostrar, a nivel celular, la presencia de la ruta Wnt/B-catenina en leiomiomas
uterinos en relacion al miometrio adyacente y estudiar el efecto de los tratamientos
relacionados con los esteroides gonadales sobre la distribucion de B-catenina y el péptido

neurotensina, factor de proliferacion tumoral regulado por la ruta Wnt/p-catenina.
Para ello nos planteamos los siguientes objetivos especificos:

* Determinar la distribucion celular y subcelular de la proteina B-catenina en leiomioma
y miometrio pareados de pacientes sin tratamientos.
* Determinar la distribucion celular y subcelular de la proteina B-catenina en leiomioma
y miometrio pareados procedentes de pacientes tratadas con:
= Progestagenos
= Andlogos de GnRH
= Acetato de Ulipristal (ESMYA), modulador del receptor de progesterona.
* Determinar la distribucion del péptido neurotensina en los casos de tratamiento, en

relacion con miometrio y leiomioma de pacientes no tratadas.
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Material y Métodos

Material

Las muestras con las que se ha realizado el estudio provienen de pacientes del Hospital
Universitario de Canarias (HUC) y del Hospital Quirébn que han sido sometidas a una
histerectomia debido a la presencia de leiomiomas sintomaticos. Las muestras se obtuvieron
de pacientes que previamente habian dado su consentimiento. El trabajo estd encuadrado en
un proyecto de investigacion que ha obtenido previamente la aprobacion del Comité Etico del
HUC.

A cada muestra proporcionada por el ginecélogo se le adjudica un cédigo para su

reconocimiento.

Hemos analizado 9 muestras pareadas de leiomioma y miometrio adyacente, todos los
leiomiomas con localizacién intramural, de mujeres con edades comprendidas entre los 40-50
afios. Parte de las muestras procedian de pacientes sometidas a distintos tratamientos

(progestagenos, analogos de GnRH o ESMYA.

Meétodos

Procesado de las muestras
Las muestras fueron fijadas en formol acuoso al 10% e incluidas en parafina segin el

siguiente protocolo:

Fijacion 12 horas

e e . . , Formol al 10%
La fijacién tiene por objeto conservar las células,

hasta donde sea posible, en el estado en que se
encontraban durante la vida. Por lo tanto, es un
método destinado a obtener preparados duraderos
que conserven la estructura morfologica y quimica
de las células y tejidos in vivo y que posteriormente
permite realizar, las técnicas de coloracion y/o de
inmunohistoquimica.

Formol: alcohol 90% 1:1 1 hora
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Deshidratacion Alcohol 90% 2x1 hora

Las piezas al ser retiradas del fijador estan Alcohol 96% 3x1 hora
hidratadas; impidiendo que sean penetradas por la
parafina. Por lo tanto, en primer lugar, debemos
deshidratar los tejidos sumergiéndolos en liquidos
anhidros que sean miscibles en el agua. Para evitar
alteraciones provocadas por una deshidratacion
brusca, se procede a una deshidratacion escalonada
utilizando alcohol etilico de graduacién creciente.

Alcohol 100% 3x1 hora

Alcohol 100%:tolueno 45 minutos
1:1

Impregnacion por un disolvente de la parafina Tolueno 45 minutos
(aclarado)

Las piezas perfectamente deshidratadas se
sumergen en el disolvente, en este caso toluol que es
miscible tanto en alcohol como en la parafina.

Penetracion de la parafina
Se sumergen las piezas en parafina (56-58° de punto Parafina I 3 horas

de fusion), mantenida liquida en la estufa a no mas
de 62°C. Parafina II 2x 12 horas

Realizacion del bloque

Para este paso se utilizan moldes de metal y cassettes de plastico. Se coloca el cassete en el molde
de metal, encima el tejido a incluir y se cubre todo con parafina liquida. Cuando la parafina se
solidifica se puede desmoldar el bloque al que quedara unido el cassette que permitira unirlo al
microtomo.

Los bloques fueron cortados en microtomo Thermo Shandon Finesse 325 a 4 um de
grosor. Los cortes se montaron en una placa calefactora, sobre portaobjetos con una solucion

de albimina diluida (0’5 ml de solucién madre en 35 ml de agua destilada).

Una vez secos en una estufa a 37°C, los cortes fueron desparafinados y rehidratados en
una serie decreciente de alcoholes hasta agua destilada para su posterior coloracion para el

estudio de sus caracteristicas histologicas.
Tinciones histologicas

Tincion topografica con hematoxilina-eritrosina

10
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Para la observacion de las caracteristicas de los tejidos en estudio se realizo la tincion

de hematoxilina-eritrosina, la cual tifie los nucleos de azul.

Tincion hematoxilina — eritrosina (HE)

Desparafinado e hidratacion —

Hematoxilina de Harris (Sigma) 2 minutos
Agua corriente 5 minutos
Agua destilada 2 minutos
Eritrosina acuosa (1%) (Sigma) 2 minutos

Deshidratacion y montaje —

Tincion Cleveland-Rucker -Wolfe

Para la realizacion de esta técnica realizamos una modificacion de la tincion siguiendo

este protocolo:

Tincion

Desparafinado e hidratacion -
Hematoxilina de Groat 7 minutos
Agua corriente 5 minutos
Eritrosina acuosa (1%) (Sigma) 7 minutos
Agua destilada 2 minutos
Azul de anilina (1%) 1 minuto

Deshidratacion y montaje -

Tincion metacromatica con solucion de Giemsa (mezcla de azul de metileno y eosina)

El uso del colorante metacromatico, azul de metileno, nos permitio identificar los
mastocitos presentes en el tejido conectivo. Tras desparafinar e hidratar los cortes, se tifieron
con Giemsa durante 20 minutos. Se lavaron con agua destilada y, posteriormente fueron

deshidratados y montados con Eukit.
Contratincion nuclear

Hematoxilina: Con el fin de detectar los nucleos celulares, cuando se realizo el

revelado con DAB se contratifié con hematoxilina, que tifie el contenido nuclear de color azul.

11
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Técnica inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es un técnica por la cual se detectan antigenos en secciones
tisulares utilizando anticuerpos especificos marcados de tal manera que la interaccion con el

antigeno pueda ser detectada.

Se utiliz6 el método inmunoenzimatico indirecto. Este proceso, en un primer paso, se
lleva a cabo incubando la muestra con un anticuerpo especifico (anticuerpo primario)
desarrollado contra el antigeno que queremos identificar. Posteriormente, se incuba con otro
anticuerpo (anticuerpo secundario) desarrollado contra el anticuerpo primario. Este segundo
anticuerpo estd conjugado con una molécula de biotina. Una vez realizado este proceso, se
agregara estreptavidina unida a la enzima peroxidasa de tal manera que se forma el complejo

biotina-estreptavidina-peroxidasa.

Para que la reaccion sea visible se procede al revelado, que consiste en afadir una
solucidon tamponada del cromdgeno, 1-cloro-4-naftol o diaminobenzidina (DAB), y el sustrato
de la enzima, peroxido de hidrogeno (H»O,), produciendo finalmente un precipitado

coloreado.
Desarrollo del método:

TRATAMIENTO TIEMPO

Lavado con Tris salino 0.05M (TBS); Trizma Base 0.05M, 3x 10’
NaCl 0.9%) pH 74.

Saturacion con caseina al 0.5%. Bloquea las posibles uniones
inespecificas del anticuerpo primario.

20°

Lavado con TBS.
Lavado para eliminar el exceso de la dilucién utilizada en el 10°
paso anterior.
Lavado con TBS. 10°
Lavado con TBS+ tritén al 0.2%.
El triton es un agente que permeabiliza las membranas
plasmaticas y permite la entrada del anticuerpo y su unién ,
con el antigeno. 10
Incubaciéon con el anticuerpo primario diluido en TBS +
triton.

12 horas
Lavado con TBS. 3x10°

12
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Lavado con TBS + triton al 0.05%. 10°

Anticuerpo secundario. En un primer paso, se trata con
biotina, una proteina asociada a inmunoglobulinas dirigidas

contra el anticuerpo primario. Diluido en TBS + triton al 60°
0.05%.

Lavado con TBS. 3x5
Lavado con TBS triton. 5
Estreptavidina marcada con peroxidasa. En el segundo paso,

se trata con la proteina estreptavidina, con afinidad muy ,
alta con la biotina, por lo que se uniran. La estreptavidina 60
esta conjugada con la enzima peroxidasa.

Lavado con tampén tris salino pH 7.4. Lavados para 2x5°
eliminar exceso de estreptavidina y limpiar la muestra.

Lavado con tampén tris HCI pH 7.6. Este tampon tiene un

valor de pH de 7.6 porque es al que se activa la enzima 5

peroxidasa.

Revelado. Permite que la reaccion que ha sido llevada a cabo sea visible. Para ello se han
utilizado como cromégenos, la diaminobenzidina (DAB), que da un color marroén y el 4-cloro-1-
naftol (cloronaftol), que da un color azul oscuro. El cromégeno diluido en tampon, junto con el
sustrato de la peroxidasa, el per6xido de hidréogeno (H,0O,), da color a aquellos lugares donde
hubo unién del anticuerpo con el antigeno.

Montaje. Para poder observar las muestras al microscopio, se realizé el montaje de un
cubreobjeto con glicerina tamponada, en el caso del revelado con 4-cloro-1-naftol y con eukit
después de deshidratacion en el caso de la DAB.

Control de especificidad de la reaccion inmunohistoquimica
El control de la especificidad de la reacciéon inmunohistoquimica consistio en la

sustitucion del antisuero especifico por tampdon TBS.

Anticuerpos
Para nuestra reaccion hemos utilizado anticuerpos policlonales, que son aquellos que

reconocen varios epitopos dentro del mismo antigeno.
Los anticuerpos utilizados para este trabajo son los mostrados en la siguiente tabla:

Anti-neurotensina. Policlonal desarrollado en conejo.

Dilucion 1/200

Anticuerpos Anti-B-catenina. Policlonal desarrollado en conejo.
primarios
Dilucion 1/50
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Biotin-SP-conjugated AffiniPure F(ab’)2 Fragment Rabbit Anti-Goat IgG,
Fc Fragment Specific.

. Dilucién 1/1000
Anticuerpos

secundarios Peroxidase-conjugated Streptavidin.

Dilucién 1/1000.

Observacion y fotografia

Las muestras histologicas e inmunohistoquimicas fueron observadas en el microscopio
optico Leica DM4000B (Leica Microsystems, Germany) y las imagenes fueron tomadas con
camara digital Leica DFC300FX, usando el software de andlisis de imagen Leica Q-Win

(Leica, Barcelona, Espana).
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Resultados

Localizacion celular y subcelular de fi-catenina en leiomioma y miometrio pareados

Para este objetivo se utilizaron tres muestras de leiomioma intramural y miometrio

adyacente de pacientes sin ningln tipo de tratamiento.

En el miometrio, se observaron células musculares y de conjuntivo inmunorreactivas

con el anti- B-catenina (Células B-catenina-ir) (Fig. 6 Ay B).

La localizacién subcelular de la B-catenina, fue fundamentalmente citosolica. (Fig. 6
A). Ademads, se observaron citoplasmas de células endoteliales y de musculo liso vascular -
catenina-ir (Fig. 6A). Curiosamente, se observaron abundantes células cebadas en el
miometrio (Fig. 7 A, A’) que muestran la metacromasia que las caracteriza al ser tratadas con

la solucion de Giemsa (Fig. 7B, B’).

Figura 6. Distribucién de células B-catenina-ir en miometrio A y B. Se observan células musculares f3-
catenina-ir (flechas continuas), de conjuntivo (flechas discontinuas) endoteliales y musculares de vasos (V).
Inmunoreaccion citoplasmatica en marrén (DAB). Nucleos contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala:
20 pm.
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Figura 7. Distribucion de células cebadas en miometrio (A y B). A, A’. C¢lulas cebadas B-catenina-ir en
el tejido conectivo (flechas continuas) e inserto. Inmunoreaccidn citoplasmatica en marrén (DAB). Nucleos
contratefiidos con hematoxilina. B, B’. Observacion de células cebadas en color violeta con coloracion
Giemsa. Barra de escala: 20 pm Ay B; 10 um A’ y B’.

Figura 8. Distribucion de células B-catenina-ir en leiomioma (A y B). Células musculares (flechas
continuas) y de conjuntivo (flechas discontinuas) fB-catenina-ir con localizacion citoplasmatica (punta de
flecha naranja) y nuclear (punta de flecha azul). Inmunorreaccion citoplasmatica en marrén. (DAB). Nucleos
contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 20 um.

Distribucion celular y subcelular de la proteina [-catenina tras tratamientos con

progestdagenos, andlogos de GnRh o Acetato de Ulipristal (ESMYA)

En este apartado, estudiamos muestras procedentes de pacientes tratadas con

tratamientos que, directa o indirectamente, afectan al ambiente hormonal de tumor.

En el caso de muestras procedentes de pacientes tratadas con progestagenos, se

observaron células B-catenina-ir en tejido muscular tanto miometrial como leiomiomatoso
(Fig. 9). La inmunorreaccién en ambos casos se observo localizada en algunas regiones de la
muestra. Subcelularmente, en ambos tejidos se observé inmunorreaccion citoplasmatica. En

tejido leiomiomatoso, ademas se observaron ntcleos 3-catenina-ir.
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Figura 9. Distribucién de células B-catenina-ir en miometrio y leiomioma después de tratamiento con
progestagenos (A y B). A. Células musculares B-catenina-ir (flechas continuas) y de tejido conectivo
(flechas discontinuas) con localizacion citoplasmica. B. Células musculares B-catenina-ir en el citoplasma
(flechas continuas) y nucleos (flechas discontinuas). Inmunorreactividad citoplasmatica en marrén (DAB).
Contratincion nuclear con hematoxilina. Barra de escala: 20 um.

Otro de los tratamientos de estudio fue con analogos de GnRH. Con la técnica

inmunohistoquimica, se observaron escasas células B-catenina-ir tanto en miometrio como

leiomioma. (Fig. 10 A y B).
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Figura 10. Distribucion de células p-catenina-ir en miometrio (A) y leiomioma (B) después de
tratamiento con analogos de GnRH. Se observan escasas células [-catenina-ir. Inmunoreaccion
citoplasmatica en marrén (DAB). Ntcleos contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 20 pm.

Tratamiento con Acetato de Ulipristal (ESMYA). Tras la observacion de leiomioma

y miometrio adyacente de pacientes tratadas con este firmaco, observamos que ambos tejidos
presentan células musculares débilmente [B-catenina-ir (Fig. 11A y B). En células de
miometrio, ademds de reaccién citoplasmatica, se observaron nucleos B-catenina-ir (Fig.
11A). También se observo en el miometrio, células musculares de vasos sanguineos [3-

catenina-ir (Fig. 11B).

El tejido leiomiomatoso después de este tratamiento se caracteriza por una gran
cantidad de matriz extracelular como puede verse en la Fig. 12A tefiida con azul anilina-
eritrosina (matriz extracelular tefiida de azul). Las células musculares B-catenina-ir mostraron

una inmunorreaccion sélo citoplasmatica (Fig. 12B).
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Figura 11. Distribucion de células B-catenina-ir en miometrio después de tratamiento con Acetato de
Ulipristal (A y B). Se observan células B-catenina-ir en los citoplasma de células musculares (flechas continuas) y
nucleos (flechas discontinuas). Presencia de [B-catenina-ir en células musculares de vasos sanguineos (flechas

naranja). Inmunoreaccién citoplasmatica en marrén (DAB). Nucleos contratefiidos con hematoxilina. Barra de
escala: 20 pm.
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Figura 12. Tejido leiomiomatoso después de tratamiento con Acetato de Ulipristal (A y B). A. Abundante
matriz extracelular mostrada con azul anilina (flechas continuas) entre escasos paquetes musculares teflidos con
eritrosina (flechas discontinuas). B. Células musculares p-catenina-ir (flecha continua). Inmunoreaccion
citoplasmatica en marréon (DAB). Nucleos contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 20 pm.

En algunos casos el tratamiento con ESMYA no consigue su finalidad, disminuir las
hemorragias. Con el fin de tener mas datos sobre este farmaco, utilizamos muestras

procedentes de una paciente para la que el tratamiento habia fracasado .
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En el tejido miometrial, se observan numerosas células [-catenina-ir con localizacion
tanto citoplasmatica como nuclear (Fig. 13A). De la misma manera, en el tejido
leiomiomatoso observamos presencia B-catenina-ir tanto en el citoplasma como en algunos

nucleos de células musculares (Fig. 13B).

Figura 13. Localizaciéon de células p-catenina-ir en miometrio y leiomioma después de fracasar el
tratamiento con ESMYA (A y B). A. Células B-catenina-ir en los citoplasma de células musculares (flechas
continuas) y en nucleos (flechas discontinuas) de miometrio. B. Células musculares leiomiomatosas f3-
catenina-ir con localizacion citosdlica (flechas continuas) y nuclear (flechas discontinuas). Inmunoreaccion
citoplasmatica en marron (DAB). Nucleos contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 20 pum.

Distribucion celular y subcelular del péptido neurotensina

En el miometrio, como habia sido mostrado previamente por Rodriguez et al., 2010. se
observaron células inmunorreactivas con anti-neurotensina (células NTS-ir), solamente en el
tejido conjuntivo (Fig. 14 A y B). En cambio, en el tejido leiomiomatoso se observaron

células NTS-ir en ambos tejidos (Fig. 15A y B).

Figura 14. Distribuciéon de células NTS-ir en miometrio (A) y (B). A. Células NTS-ir en el tejido
conjuntivo (flechas continuas). Inmunorreactividad citoplasmatica marron (DAB). Sin contratincion. B.
Células NTS-ir en el tejido conjuntivo con inmunorreactividad azul (4-Cl-1 Naf). Barra de escala: 20 pm.
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Figura 15.Distribuciéon de células neurotensina-ir en leiomioma (A y B). Localizacion de la
neurotensina en el tejido conjuntivo (flechas continuas) y en el tejido muscular (flechas discontinuas). A.
Inmunorreactividad citoplasmatica en marron (DAB). Sin Contratincion.  B. Inmunoreaccion
citoplasmatica en marréon (DAB). Nucleos contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 20 pm.

Distribucion celular y subcelular del péptido neurotensina tras el tratamiento con
progestdagenos, andlogos de GnRH o Acetato Ulipristal (ESMYA)

En muestras tratadas con progestiagenos, se observaron, tanto en el tejido miometrial
(Fig. 16 A y B) como en el tejido leiomiomatoso (Fig. 17Ay B), células musculares y de

conjuntivo NTS-ir.

Figura 16. Distribucion de células NTS-ir en miometrio después de tratamiento con progestagenos
(A y B). Células NTS-ir en tejido conjuntivo (flechas continuas) y en tejido muscular (flechas
discontinuas). Inmunoreaccion citoplasmatica en marrén (DAB). Nucleos contratefiidos con hematoxilina.
Barra de escala: 20 um.
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Figura 17. Distribucion de células NTS-ir en leiomioma después de tratamiento con progestigenos
(A y B). Células NTS-ir en tejido conjuntivo (flechas continuas) y en tejido muscular (flechas
discontinuas). Inmunoreaccion citoplasmatica en marrén (DAB). Nucleos contrateilidos con
hematoxilina. Barra de escala: 20 pm.

Al estudiar las muestras procedentes de pacientes tratadas con analogos de GnRH se

observaron en el miometrio células NTS-ir en el tejido conjuntivo y en zonas aisladas del
tejido muscular (Fig. 18) lo mismo ocurri6 en muestras de tejido leiomiomatoso; se
observaron células inmunorreactivas con anti NTS, en tejido conjuntivo y en algunas zonas

del tejido muscular. (Fig. 19).

Figura 18. Distribucion de células NTS-ir en miometrio después de tratamiento con anilogos de
GnRH (A y B). Células NTS-ir en el tejido conjuntivo (flechas continuas) y en zonas escasas de tejido
muscular (flechas discontinuas). Inmunoreacciéon citoplasmatica en marrébn (DAB). Nucleos
contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 20 um.
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Figura 19. Distribucion de células NTS-ir en leiomioma después de tratamiento con analogos de
GnRH (A y B). Células NTS-ir en el tejido conjuntivo (flechas continuas) y en tejido muscular zonas
escasas (flechas discontinuas). Inmunoreaccion citoplasmatica en marrén (DAB). Nicleos contratefiidos
con hematoxilina. Barra de escala: 20 pm.

En muestras procedentes de pacientes tratadas con Acetato Ulipristal (ESMYA),

tanto en el tejido miometrial (Fig. 20 A y B) como en el tejido leiomiomatoso (Fig. 21 Ay B)

solo se observaron células NTS-ir en el tejido conjuntivo.

Figura 20. Distribucién de células NTS-ir en miometrio después de tratamiento con ESMYA (A 'y
B). Células NTS-ir en el tejido conjuntivo (flecha continua). Inmunoreaccion citoplasmatica en marrén
(DAB). Nucleos contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 20 um.
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Figura 21. Distribuciéon de células NTS-ir en tejido leiomiomatoso después de tratamiento con
ESMYA (A y B). Células NTS-ir en el tejido conjuntivo (flechas continuas). Inmunoreaccién
citoplasmatica en marréon (DAB). Nucleos contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 20 pm.

En muestras procedentes de pacientes en las que el tratamiento con ESMYA fue un
fracaso, en el miometrio, se observaron células de conjuntivo NTS-ir (Fig. 22), mientras que

en el tejido leiomiomatoso se observaron abundantes células musculares NTS-ir (Fig. 23).

Figura 22. Distribucion de células NTS-ir
en miometrio después de fracasar el
tratamiento con ESMYA. Células NTS-ir
en el tejido conjuntivo (flecha continua).
Inmunorreactividad azul (4-Cl-1 Naf). Barra
de escala: 20 um.

Figura 23. Distribucion de células NTS-ir en
tejido leiomiomatoso después de fracasar el
tratamiento con ESMYA. Células NTS-ir en
tejido conjuntivo (flecha continua) y tejido
muscular (flecha discontinua).
Inmunorreactividad azul (4-CI-1 Naf). Barra de
escala: 20 pm.
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Discusion

Los principales hallazgos obtenidos en este trabajo han sido: en primer lugar, haber
puesto de manifiesto la presencia de la ruta Wnt/B-catenina activada, en células de leiomioma
y miometrio adyacente; en segundo lugar, el aporte de evidencias sobre lo que los
tratamientos para la sintomatologia de los leiomiomas mas utilizados, inducen en las células
en relacion a la expresion celular de la B catenina y NTS. Por otro lado, mostramos que tanto

el desplazamiento de B-catenina al nucleo en células musculares de leiomioma, como la

presencia de NTS-ir ocurre simultaneamente después del tratamiento con progesterona.

Los leiomiomas son las neoplasias de origen muscular, méas abundantes del aparato
reproductor femenino (Tanwar ef al., 2009). La desregulacion de la ruta Wnt es algo comun a
numerosos tumores de origen epitelial o en poblaciones de células madre (Van Es y Clevers,
2005; Angers y Luna, 2009) asi como en tumores de conjuntivo (Haydon et al., 2002). En el
utero, Jung et al., 2008, encontraron que el desplazamiento nuclear de la f-catenina observada
inmunohistoquimicamente, en tejidos fijados con formol, podia servir como un marcador
diagnostico de tumores de estroma endometrial. Estos autores consideraron negativa la
inmunorreaccion para anti- -catenina en endometrio sano y en leiomiomas, al no considerar
como positiva la inmunorreaccién citoplasmatica. Posteriormente, Tanwar et al., 2009
utilizaron un modelo de raton expresando de forma constitutiva B-catenina activada en el
mesénquima uterino, encontrando que desarrollaron tumores con caracteristicas histologicas y
moleculares de leiomiomas humanos. Estos tumores, asi como el miometrio, mostraban -
catenina-ir con localizacion citoplasmica y nuclear. Nuestros resultados muestran una
localizacion nuclear de la B-catenina-ir en células musculares de leiomioma, ademés de
abundante inmunorreactividad en citoplasma de células tanto tumorales como del musculo
liso de vasos sanguineos. Una intensa inmunorreactividad citoplasmatica se observo también
en las células musculares del miometrio adyacente, lo que podria indicar el inicio de la
activacion de la ruta Wnt en posibles células madre miometriales. Esto estaria de acuerdo con
la proposicion de Ono et al., 2004, de que las células que sirven como progenitoras del

leiomioma pueden ser la diana de la ruta Wnt/B-catenina en el desarrollo del tumor.

La proteina mediadora de la transcripcion de la subunidad 12 de la ARN polimerasa
IT (MED12) es una enzima codificada por el gen medl2. Se ha mostrado que mutaciones en
este gen juegan un importante papel en la patogénesis de leiomiomas uterinos (Mikinen et al.,

2011) y recientemente, Al-Hendy et al., 2017 demostraron que Med12 juega un importante
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papel en la regulacion de la proliferacion de las células leiomiomatosas, modulando vias de
senalizacion asociadas al crecimiento de leiomiomas, como la via Wnt/B-catenina. Ademas, la
ruta Wnt/B-catenina en el ttero esta influenciada por la accion de las hormonas esteroideas y
tiene un papel significativo en la iniciacion, desarrollo y funcién del tracto reproductor
femenino (Van der Horst ef al., 2012). Asi, durante el periodo reproductivo, la regulacion
hormonal del ciclo menstrual estd mediada por la activacion estrogénica y la inhibicion de la
progesterona de la ruta Wnt/B-catenina (Wang et al., 2009). Ademas del papel fisioldgico
sobre endometrio y/o miometrio, la activacion estrogénica de la ruta Wnt/p-catenina en estos
tejidos parece inducir desordenes como la adenomiosis (Tanwar et al., 2009), hiperplasia
endometrial que puede llevar a cancer endometrial, y la progresion de este cancer (Moreno-

Bueno et al., 2002).

En la patogénesis de leiomiomas los procesos inflamatorios también tienen una gran
importancia observandose un aumento en el niumero de células implicadas en los mismos
como macrofagos o mastocitos (Protic er al., 2016). Hay que tener en cuenta que un
microambiente inflamatorio parece ser un importante cofactor para el desarrollo de neoplasias
(Chow et al., 2012). Nuestros resultados muestran una cantidad de mastocitos superior en
miometrio adyacente al leiomioma que en el interior del tumor, lo que podriamos interpretar
como que el inicio del tumor implica una desregulacion de células miometriales asi como una
liberacion por parte de estas células de factores inflamatorios y factores de crecimiento que
induzcan la proliferacion. Estas células las hemos detectado como [-catenina-ir. Su
maduracion en tejidos periféricos parece estar promovida por la ruta Wnt/B-catenina como

demostraron Yamaguchi et al., 2016.

En nuestro estudio hemos comparado muestras procedentes de pacientes sometida a
distintos tratamientos, siempre en leiomiomas intramurales, los cuales tienen el tratamiento
farmacolégico como primera opcion (Benetti-Pinto ef al., 2016). Lo observado en las
muestras procedentes de pacientes que habian recibido algun tipo de tratamiento, difiere para
cada uno de ellos, excepto en la no presencia de células cebadas inmunorreactivas lo que
podria indicar que todos son capaces de atenuar el proceso inflamatorio asociado al tumor.
Por lo que se refiere a la expresion de P-catenina en las células miometriales o
leiomiomatosas. Después del uso de los progestdgenos, que se sabe tienen accidon
antiinflamatoria (Benetti-Pinto et al., 2016) se observaron, sin embargo, abundantes células
musculares del miometrio y leiomiomatosas p-catenina-ir, que podria tener relacion con la
proliferacion celular observada después de este tratamiento (Kim y Sefton, 2011). Con el
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tratamiento con analogos de GnRH, al tratarse de la inhibicion total de la produccion de
hormonas ovéricas, no se observo inmunorreaccion para B-catenina en ninguno de los tejidos
de estudio; esto apoya el papel de la ruta Wnt/B-catenina en la proliferacion, teniendo en
cuenta la reducciéon de tamafio de los leiomiomas después de este tratamiento (Lee et al.,
2017). Dado los efectos adversos de este tratamiento y la accion proliferativa de la
progesterona sobre los leiomiomas, recientemente se han disefiado fArmacos como el Acetato
de Ulipristal (ESMYA) que forma parte de un grupo de firmacos moduladores de los
receptores de progesterona (PRM). Este farmaco inhibe la ovulacion sin reducir drasticamente
los niveles de estradiol (Donnez et al., 2012). Si bien su accién evita los efectos adversos del
GnRH, la no inhibicién hormonal explicaria que sigamos observando células B-catenina-ir
fundamentalmente en el miometrio adyacente al leiomioma. De especial interés resulto la
observacion, en las muestras de pacientes donde fracasé el tratamiento como inhibidor del
excesivo sangrado, de una inmunorreaccion para el anti f-catenina, mas intensa incluso que
en las muestras no tratadas por fairmacos. Sobre todo, es de interés la gran cantidad de nucleos
B-catenina-ir en el miometrio adyacente. Seria necesario un estudio mas amplio con mayor
niumero de muestras y teniendo en cuenta la expresion de otros factores para determinar

posibles efectos adversos de este farmaco sobre los tejidos uterinos.

En cuanto a la presencia de células NTS-ir, nuestros resultados confirman estudios
previos que muestran la presencia de NTS s6lo en el tejido conjuntivo de miometrio y en
conjuntivo y células musculares de leiomioma (Rodriguez et al., 2010). En las células
musculares leiomiomatosas parece haber una correspondencia entre el desplazamiento al
nucleo de la B-catenina y la presencia de NTS-ir en estas células, tal y como observaron Kim
et al., 2015, en tumores neuroendocrinos. Estos autores demostraron que en estas células el

contenido de NTS y su secrecion estaba mediado por la ruta Wnt/B-catenina.

En cuanto a los tratamientos, hemos observado una correspondencia parcial entre la
presencia de NTS-ir y B-catenina-ir. Esta correspondencia fue observada, tanto en miometrio
como en leiomioma, después de tratamiento con progestagenos, lo que apoya el papel de la
progesterona para inducir la proliferacion (Ishikawa ef al., 2010). Nuestras observaciones con
otros fArmacos parecen indicar la existencia de otros factores que controlan la sintesis de NTS
en estos tumores. Con estos datos podriamos decir que el papel proliferativo de la NTS en

leiomiomas uterinos, puede estar mediado, en parte, por la ruta Wnt/B-catenina.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos se desprenden las siguientes conclusiones:

1. La ruta Wnt/B-catenina estd presente en células musculares y de conjuntivo en
leiomiomas uterinos.

2. La localizacion subcelular de Wnt/B-catenina en el niicleo de muchas de estas células
implica la activacion de la ruta en células leiomiomatosas.

3. En el miometrio adyacente una gran cantidad de células implicadas en la inflamacion,
son B-catenina inmunorreactivas.

4. Las hormonas esteroideas inducen la activacion de la ruta Wnt/B-catenina puesto que
solo el tratamiento con antagonistas de GnRH, que inhiben totalmente el eje gonadal,
produjo una total ausencia de P-catenina-ir en las células miometriales y
leiomiomatosas.

5. Después de 3 meses de tratamiento con ESMYA sin reduccién del sangrado, hay una
activacion de la ruta Wnt/B-catenina especialmente en el miometrio adyacente.

6. La activacion de la ruta Wnt/B-catenina podria activar, s6lo en parte, la sintesis de
neurotensina en las células leiomiomatosas, dependiendo del ambiente hormonal.

Conclusions

From the results obtained it can be concluded that:

The Wnt/B-catenina pathway is present in muscle and connective cells in uterine
leiomyomas.

The subcellular localization of Wnt/B-catenina in the nucleus of many of these cells
involves activation of the pathway in leilomyomatous cells.

In the adjacent myometrium a large number of cells involved in inflammation-are f3-
catenina—ir.

Steroid hormones induce activation of the Wnt/B-catenina pathway since only
treatment with GnRH antagonists, which totally inhibit the gonadal axis, produced a
total absence of B-catenina—ir in myometrial and leiomyomatous cells.

After 3 months of treatment with ESMYA without reduction in bleeding, there is an
activation of the Wnt/B-catenina pathway especially in the adjacent myometrium.
Activation of the Wnt / B-catenin pathway could activate, only in part, the synthesis of

NTS in leiomyomatous cells in a hormonal environment depending way.
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