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RESUMEN

Los leiomiomas son tumores benignos de musculo liso miometrial. Se caracterizan por un aumento
y desregulacién de la matriz extracelular (MEC), en relacion con el miometrio, incluyendo cambios
en la expresion de algunos de sus componentes como el colageno |y la metaloproteinasa-2 (MMP2).
Actualmente se desconoce le etiologia de estos tumores, aunque algunos estudios sugieren que
pueden tener su origen en un proceso inflamatorio. El acetato de ulipristal (UPA)

es un farmaco que reduce el volumen de los leiomiomas al favorecer la reduccién de MEC actuando
como modulador de los receptores de progesterona, hormona que favorece la proliferacion y la
formacion de MEC. Tanto histolégica como inmunohistoquimicamente comprobamos que no hubo,
en el material analizado, diferencias significativas entre la MEC de miometrio y de leiomioma. El
tratamiento con UPA redujo la MEC del leiomioma sin observarse cambios en la distribucion de
colageno | o MMP2. EI miometrio de las pacientes tratadas con UPA también mostrd una reduccién

en el porcentaje de MEC ademés de cambios en la distribucién celular de ambas proteinas.

Palabras clave: leiomioma, matriz extracelular, coldgeno I, metaloproteinasa-2, células cebadas.

ABSTRACT

Leiomyomas are benign myometrial smooth muscle tumours. They are characterized by an increase
and deregulation of the extracellular matrix (ECM), in relation to the myometrium, including
changes in the expression of some of its components such as collagen | and metalloproteinase-2
(MMP2). Currently the etiology of these tumours is unknown, although some studies suggest that
they may have their origin in an inflammatory process. Ulipristal acetate (UPA) is a drug that
reduces the volume of leiomyomas by promoting the reduction of ECM by acting as a modulator of
progesterone receptors, a hormone that promotes the proliferation and formation of ECM. Both
histologically and immunohistochemically we found that there were no significant differences
between the ECM of myometrium and leiomyoma in the analysed material. Treatment with UPA
reduced the ECM of leiomyoma without observing changes in the distribution of collagen I or
MMP2.

Key words: leiomyoma, extracellular matrix, collagen I, metalloproteinase-2, mast cells.
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INTRODUCCION

El Gtero es el 6rgano de mayor tamafo del aparato reproductor femenino, se trata de un érgano
muscular hueco localizado en la cavidad pélvica menor. Histoldgicamente consta de 3 capas bien
diferenciadas: el endometrio, es la capa mas interna, constituida por un epitelio cilindrico

pseudoestratificado y ciliado; el miometrio, constituido por haces de fibras musculares lisas

rodeados de tejido conectivo; y la capa serosa, una membrana que recubre parcialmente el 6rgano.

Dentro de las neoplasias ginecologicas, los leiomiomas, neoplasias del musculo liso del miometrio,
representan los tumores benignos mas frecuentes en las mujeres en edad reproductiva (Islam et al.,
2013); pudiéndose observar en mas del 70% de las mujeres (Buttram Jr y Reiter, 1981; Cramer y
Patel, 1990). Aunque son ampliamente conocidos por otros nombres como: fibromas, miomas,
miofibroma, fiboromiomas o leiomiofibromas, el término leiomioma es quizas el méas acertado, ya
que hace referencia a cualquier tipo de tumor de caracter benigno originado a partir de células

musculares lisas (Blake, 2007).

Los leiomiomas son tumores monoclonales, es decir, se originan a partir de una Gnica célula madre
miometrial. Esto significa, que en los casos en los que en una paciente se dan varios de estos
tumores, cada uno de ellos proviene de la transformacion de células madre de manera independiente

(Serdar y Balun, 2013) y pueden presentar por tanto caracteristicas diferenciales.

Macroscépicamente, los leiomiomas son masas de aspecto redondeado, pseudoencapsulados y de
color perlino que presentan tamafio variable, desde 1 mm hasta 30 cm. Ademads, se dan

frecuentemente de manera multiple.

Atendiendo al lugar que ocupan en el Gtero y la proyeccion de su crecimiento, podemos clasificar a
los miomas en: intramurales, aquellos que se localizan en el miometrio; submucosos, cuyo
crecimiento se proyecta hacia la cavidad del Utero; y serosos, cuando sobresalen de la capa serosa,
creciendo hacia el exterior, dentro de la cavidad peritoneal. Tanto los miomas submucosos como
serosos se pueden proyectar sobre un pediculo unido al miometrio de origen, en cuyo caso se

denominan leiomiomas pediculados (Figura 1.)

Esta clasificacion estd planteada para aquellos leiomiomas considerados tipicos por sus
caracteristicas celulares y su crecimiento lento. Sin embargo, existen leiomiomas que presentan

diferencias en su estructura celular, su histologia o su comportamiento clinico. Entre estos
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encontramos: los leiomiomas atipicos, caracterizados por presentar atipias fundamentalmente en su

nucleo; los leiomiomas celulares (LC), determinados por su alta densidad celular y su escasa matriz;

y los leiomiomas mitdticamente activos o de crecimiento rapido (LMMA), que presentan un mayor

indice de proliferacion celular, lo que induce a un crecimiento acelerado del tumor (Arleo et al.,
2015).

Figura 1. Tipos de leiomiomas. 1. Mioma intramural; 2. Mioma submucoso; 3. Mioma seroso: 4. Mioma seroso pediculado. A.
Esquema histologia tejido miometrial; Células musculares agrupadas en paquetes de gran tamafio rodeados de MEC B. Esquema
histoldgico leiomioma; Células agrupadas en pequefios grupos o aisladas rodeadas de MEC

Microscopicamente, estan formados por células musculares bien diferenciadas dispuestas en haces
que se encuentran entrelazados por una cantidad abundante de matriz extracelular (MEC) (Arleo et
al., 2015) (Figura 2.).

Una de las caracteristicas distintivas de los leiomiomas, es la excesiva acumulacion de los
componentes de la MEC que forman parte del tejido conjuntivo que rodea a las fibras musculares;
colagenos, fibronectinas, lamininas y proteoglicanos (Herndon et al., 2016; Malik et al., 2012). La
abundancia de estos les confiere a estas neoplasias caracteristicas tipicas de fibrosis, lo que justifica

gue usualmente se denominen fibromas.
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Figura 2. Estructura histologica del leiomioma. Se observan agrupaciones de células musculares (flechas blancas)
rodeadas de MEC (flechas negras). A. Tincion tricrémica de Masson; células en rojo, MEC en azul. B. IHQ de
colageno I; células en violeta (contratefiido de nicleos con hematoxilina), MEC en marrén (revelado con DAB). Barra
de escala: 100 um.

La mayor cantidad de MEC es un factor determinante en el crecimiento de los leiomiomas. La gran
acumulacién de sus componentes genera estrés osmotico y desencadena mecanismos de
mecanotransduccion. De esta manera, se activan vias de sefializacion que dan como resultado un

aumento de la proliferacion celular y de la sintesis de MEC (Islam et al., 2018)

En la Gltima década, numerosos estudios han determinado que la acumulacién y regulacién de MEC
depende de factores de crecimiento (Islam et al., 2014) , citoquininas (Wang et al., 2015) vy

hormonas esteroideas (Qiang et al., 2014).

Se ha observado que ademas de la acumulacion de componentes de la MEC, existen modificaciones
en la estructura y disposicion de estos; concretamente esto ha sido documentado en las fibras de
colageno (lwahashi y Muragaki, 2011; Leppert et al., 2006; Malik et al., 2010). También en esta
proteina se ha reportado una presencia y expresion significativamente mayor en leiomioma respecto
al miometrio adyacente (lwahashi y Muragaki, 2011; Iwahashi et al., 2011). Hay evidencias que
muestran que, de los distintos componentes de la matriz, es el aumento de colageno el que
contribuye al aumento de matriz extracelular en los leiomiomas, especificamente el colageno tipo I.
Asi, Carrino et al., 2012, mostraron que la expresion de colageno | en leiomiomas era superior a la
observada en miometrio (Carrino et al., 2012).

En tejidos normales, como el miometrio, hay un equilibrio entre la formacion y degradacion de la
MEC. Esta degradacion es llevada a cabo por un tipo de enzimas endopeptidasas dependientes de
Zinc (Islam et al., 2018), las metaloproteinasas (MMPs). Tanto en miometrio como en leiomioma,
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las células del musculo liso sintetizan y secretan cantidades de varios tipos de estas MMPs: MMP-
1, MMP-2, MMP-3 y MMP-9. Dos de estas, la MMP2 y MMP9, conocidas como gelatinasas, son
especialmente abundantes en la matriz de los leiomiomas (Wolanska et al., 2004). Numerosos
estudios indican que existe una expresion diferencial de estas enzimas en leiomioma y miometrio,
destacando particularmente la elevada expresion de metaloproteinasa-2 (MMP2) en los leiomiomas,
sugiriendo posiblemente un papel dominante de esta proteina en el desarrollo de estos tumores
(Korompelis et al., 2015; Wolanska et al., 2004)

El desconocimiento de los procesos que inician la formacion de leiomiomas ha llevado a plantear
distintas hipétesis. En los ultimos afios se ha planteado que la fibrosis tipica del leiomioma puede

tener su origen en los procesos inflamatorios que afectan al miometrio (Islam et al., 2018).

En condiciones normales, la inflamacion promueve la diferenciacion de miofibroblastos, células
especializadas que al activarse por lesion tisular, inflamacion, hipoxia y/o estrés oxidativo,
promueven la reparacion del tejido mediante la produccion de proteinas de la matriz; cuando el
dafo ya ha sido reparado, los miofibroblastos desaparecen por apoptosis (Desmouliere et al., 1995).
Sin embargo en casos en los que existe inflamacion cronica, los miofibroblastos persisten y
contintan la produccion de componentes de la MEC provocando la fibrosis (Powell et al., 1999;
Tomasek et al., 2002) (Figura 3.).

Se ha visto que los miofibroblastos pueden diferenciarse a partir de fibroblastos, células madre e
incluso células musculares del miometrio (Feng et al., 2017; Protic et al., 2016) Esta diferenciacién
depende de una gran variedad de mediadores como: factores de crecimiento, hormonas, citoquinas
y quimioquinas (Feng et al., 2017; Luo et al., 2014; Tomasek et al., 2002; Wipff et al., 2007; Wynn,
2007; Yang et al., 2016)

En el utero, los procesos reproductivos como la ovulacion, la menstruacién e implantacién, pueden
desencadenar respuestas inflamatorias crénicas. Asi mismo, las infecciones, lesiones, estrés,
presencia de dispositivos intrauterinos, cesareas y presencia de proteinas reproductoras masculinas

(Wegienka, 2012) pueden aumentar esta respuesta inflamatoria.

Dado que practicamente todas las mujeres se han visto sometidas a algunos de estos factores, pero
gue no todas padecen de miomas, parece evidente que el proceso inflamatorio no puede producir
por si solo el desarrollo de leiomiomas, por lo que se teoriza también con una serie de factores
genéticos y epigenéticos que influyen en este proceso (Gallagher y Morton, 2016) (Yang et al.,
2016).
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Figura 3. Origen de los leiomiomas segtn la hipotesis del proceso inflamatorio (Islam et al.,
2018)

Se ha estudiado en leiomioma la presencia de células capaces de liberar factores proinflamatorios,
como las células cebadas y los macréfagos. Si bien estas células no se han relacionado directamente
con el proceso de formacién de estos tumores, si se ha encontrado un aumento de las mismas en
algunos de sus tipos, como los leiomiomas celulares, respecto de los leiomiomas tipicos (Protic et
al., 2016).

A pesar de la gran incidencia de esta neoplasia en la poblacion, actualmente la cirugia continta
siendo el tratamiento mas utilizado por su eficacia; dejando en segundo plano a los farmacos,
principalmente utilizados para paliar los efectos de los miomas sintométicos o bien recetados como

tratamientos preoperatorios.

La extraccién completa del Utero, histerectomia, sigue siendo hoy en dia el tratamiento mas efectivo
y frecuente, pues evidentemente, garantiza que no haya recurrencia, al contrario de lo que sucede
con la miomectomia (extraccion de los miomas via laparoscdpica, histeroscopica o laparotomia).
En Espafia, la cirugia sigue siendo la terapia mas utilizada (Monledn et al., 2018).
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Teniendo en cuenta el papel de las hormonas, fundamentalmente de la progesterona, en el desarrollo
de los leiomiomas, induciendo la proliferacion y la deposicion de matriz (Qiang et al., 2014), actuar
sobre la modulacion de sus vias de sefalizacion, representa una posibilidad para terapias
farmacologicas. Asi, el acetato de Ulipristal (UPA) es un modulador selectivo del receptor de
progesterona (SPRM) que potencialmente modula la actividad proapoptoética y proliferativa de las
células leiomiomatosas (Bourdet et al., 2015). Desde 2012, el UPA ha sido uno de los farmacos mas
utilizados como tratamiento preoperatorio para facilitar la cirugia. Su accion est& condicionada por
su capacidad de union a los receptores de progesterona (RP). Esta union provoca el inicio de una
cascada de mediadores que tiene efecto sobre la MEC y que finalmente inhibe la proliferacion
celular e induce la apoptosis en el fibroma (Lewis et al., 2018; Rabe et al., 2018). El papel de estos
farmacos en la reduccién del volumen de los leiomiomas ha sido ampliamente documentado y es
por ello que, en las Gltimas décadas, se ha aceptado el uso de este farmaco para facilitar su extraccion

quirdrgica o en aquellos casos que se desea preservar la fertilidad.

Aunque todavia no se conoce el mecanismo por el cual el tratamiento con UPA favorece la
reduccion del tamafio de los leiomiomas, algunas investigaciones tanto in vitro (Morikawa et al.,
2008; Xu et al., 2008) como in vivo (Courtoy et al., 2015) han documentado un aumento de la
expresion y actividad de MMP2, favoreciendo la degradacion de MEC (sobre todo tras una
exposicién prolongada al farmaco), asi como una reduccion en la expresion de colageno | (Cox et
al., 2018). Estos autores, si bien describen diferencias en la expresion de colageno por medio de

coloraciones especificas, no encuentran diferencias significativas inmunohistoguimicamente.

OBJETIVOS

Teniendo en cuenta la importancia de la matriz extracelular en el crecimiento de los leiomiomas, y
los escasos trabajos que demuestren histoldgica o cuantitativamente la mayor cantidad de dicha
matriz en relacion con el miometrio adyacente, el objetivo general de este trabajo consistié en la
caracterizacion de la MEC en leiomioma y miometrio adyacente. Esto se hizo desde un punto de
vista histoldgico y mediante el analisis cuantitativo y cualitativo tanto de mujeres sin ningan tipo de
tratamiento como con muestras procedentes de mujeres que habian sido tratadas con UPA con el fin

de compararlas.
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Para ello nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

1. Analizar la presencia diferencial de matriz extracelular en leiomioma y miometrio, tanto en
pacientes sin tratamiento como en pacientes tratadas con ulipristal, mediante técnicas de
coloracion especifica y analisis de areas.

2. Estudiar inmunohistoquimicamente la presencia y distribucion celular de colageno | en
leiomioma y miometrio adyacente de pacientes sin tratamiento y en pacientes tratadas con
UPA.

3. Analizar inmunohistoquimicamente la presencia y distribucion de la enzima MMP2 en
leiomioma y miometrio adyacente de pacientes sin tratamiento y en pacientes tratadas con
UPA.

4. Analizar la presencia de células cebadas en leiomioma respecto al miometrio en pacientes sin

tratamiento.

MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron muestras de archivo de leiomioma y miometrio

adyacente provenientes de pacientes que habian sido sometidas a una miomectomia o histerectomia
por leiomiomas sintomaticos en el Hospital Universitario de Canarias (HUC), y después del
consentimiento informado de las mismas.

Se estudiaron en total 23 muestras, de las cuales 16 fueron pareadas (leiomioma y miometrio
adyacente de 8 pacientes).

De las 16 muestras pareadas, 6 pertenecian a pacientes sin tratamiento, tomadas como control, y 10
pertenecian a pacientes tratadas con acetato de ulipristal; la pauta de tratamiento fue de 5 mg
administrados durante tres meses previa cirugia. Ademas de las muestras pareadas, se analizaron 7
muestras de leiomiomas de diferentes tipos incluyendo un leiomioma de crecimiento rapido. El
trabajo esta encuadrado en parte, en un proyecto de investigacion que ha obtenido previamente la
aprobacion del Comité Etico del HUC.
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METODOS
1. PROCESADO DE LAS MUESTRAS

A. Fijacion e inclusion

Todas las muestras fueron fijadas en formol acuoso al 10% e incluidas en parafina segtn el protocolo

Ilevado a cabo en los laboratorios de Anatomia Patoldgica y Biologia Celular.

PROTOCOLO DE INLUSION EN PARAFINA

Deshidratacion 2%1 hora
o : Alcohol 90%
Tras la fijacion mediante formol acuoso, se lleva a
. g iy . Alcohol 96% 3x1 hora
cabo una deshidratacion que permitiese posteriormente a
Alcohol 100% 3x1 hora

la parafina penetrar en el tejido.

Este paso consiste en sumergir las muestras en distintos

liquidos anhidridos que sean miscibles en agua, alcoholes Alcohol 100%

i6 i i : 45 min
de graduacion creciente, durante determinados periodos de (tolueno 1:1) 5 utos
tiempo
Aclarado 45 minutos
Tolueno
Impregnacion de la parafina por un disolvente
Penetracion de la parafina Parafina |
A continuacion, se sumerge el tejido en la parafina _ 3 horas
Lo Parafina Il
liquida 2x 12 horas

Realizacion del blogue

Finalmente, para realizar los blogues, se utilizan moldes metalicos y cassettes de plastico. Se
cubrid el tejido a incluir con parafina liquida sobre el cassette y se delimit6 con el molde. Una vez
solido, se desmoldo, quedando el bloque de parafina con el tejido unido al cassette, permitiendo el

posterior enganche del bloque al microtomo

Tabla 1. Protocolo de inclusion en parafina

B. Microtomia

Las muestras se cortaron a 5 um de grosor utilizando un microtomo Thermo Shandon Finesse 325.
El montaje de las secciones se realizo utilizando una disolucion de albumina (0’5 ml de solucion
madre en 35 ml de agua destilada), en una placa calefactora a 37°C.

Los cortes se secaron en una estufa a 37°C durante al menos 24 horas. Una vez secos, antes de

realizar las distintas técnicas sobre ellos, fueron desparafinados y rehidratados.
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C. Desparafinado e hidratacion

DESPARAFINADO E HIDRATACION

Tratamiento (Reactivos) Tiempo
1. Toluol | 15 minutos
2. Toluol I 15 minutos
3. Toluol Il 15 minutos
4. Alcohol 100% 5 minutos
5. Alcohol 96% 5 minutos
6. Alcohol 70% 5 minutos
7. Agua destilada 5 minutos
8. Agua destilada 5 minutos

Tabla 2. Protocolo de desparafinado e hidratacién

D. Deshidratacion y montaje

Una vez desarrolladas las técnicas de coloracion se procedi6 a la deshidratacion y el montaje con
Eukit de las muestras.

DESHIDRATACION Y MONTAJE

Reactivos

Tiempo

1. Alcohol 96% 1 minuto

2. Alcohol 100% I 4 minutos

3. Alcohol 100% I1 4 minutos

4. Toluol | 4 minutos

5. Toluol I 4 minutos
Montaje con Eukit

Tabla 3. Protocolo de deshidratacion y montaje
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2. TINCIONES HISTOLOGICAS

Para estudiar las caracteristicas histolégicas se utilizaron las siguientes técnicas de coloracion:

A. Tincion topogréafica con hematoxilina-eritrosina.

Esta tincion nos permite obtener una imagen general del tejido ya que tifie todas las estructuras de
este. Nos permite diferenciar facilmente los nucleos, tefiidos de azul por la hematoxilina (basofila),

del citoplasma y las estructuras extracelulares, que adoptan el color rosado de la eritrosina.

B. Tincion con Azul de Toluidina

Esté tincion fue utilizada para la localizacién de células cebadas por sus propiedades metacromaticas

C. Tincion tricromica de Masson

Esta tincion permite observar especificamente las fibras de coldgeno ademas de tefiir el resto de las
estructuras tisulares. Como su nombre indica, utiliza tres colorantes; la hematoxilina de Weigert,
tifie los nucleos celulares, la fucsina &cida, un colorante anionico, tifie el citoplasma celular y, por
ualtimo, el azul de anilina que tifie las fibras de colageno. Mediante esta técnica podemos ver

especificamente la distribucion de la MEC.

D. Contratefiido de nucleos con Hematoxilina

Tras la realizacion de la técnica inmunohistoquimica (IHQ) que se detallaré en el préximo apartado,
con el fin de mejorar y facilitar su observacion e interpretacion, se realizé un contratefiido de los

ndcleos usando hematoxilina modificada.

a) TINCION HEMATOXILINA-ERITROSINA b) TINCION AZUL DE TOLUIDINA
Reactivos Tiempo Reactivos Tiempo
Hematoxilina de Harris 2 minutos 1.  Azulde Toluidinaal 0,5% |4 minutos
Agua corriente 5 minutos 2. Agua destilada 1 minuto
Agua destilada 2 minutos Tabla 4. Protocolo tincién Hematoxilina-Eritrosina
Tabla 5. Protocolo tincion Azul de Toluidina
Eritrosina al 1% 1-2 minutos

5. Lavado rapido en agua destilada
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¢) TINCION TRICROMICA DE MASSON

Reactivos Tiempo

Desparafinado e hidratacién

1. Solucion de Bouin
75 ml de solucién acuosa saturada de acido picrico, 25 ml de 20 horas

formol (37-40%) y 5 ml de acido acético glacial.

2. Agua corriente 5 minutos
3. Agua destilada 1 minuto
4. Hematoxilina férrica de Weigert 10 minutos
5. Agua corriente 5 minutos
6. Agua destilada 1 minuto
7. Solucion Biebrich escarlata-fucsina acida
90 ml de Escarlata de Biebrich al 1% ;9 ml de fucsina acida al 1 minuto
1%; 1 ml de &cido acético glacial.
8. Lavado répido en agua destilada
9. Acido fosfoftingstico- acido fosfomolibdico al 5% 2 minutos
10. Lavado rapido en agua destilada
11. Azul de Anilina al 2,5% 5 minutos
12. Agua destilada 1 minuto
13. Acido acético glacial al 1% 4 minutos

Tabla 6. Protocolo tincién de Masson

3. INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Este método permite la deteccion de proteinas/péptidos de interés en el tejido por medio de una
reaccion antigeno-anticuerpo, usando anticuerpos que reconocen especificamente el antigeno
deseado.

Se ha utilizado el método inmunoenzimatico indirecto, mediante anticuerpos secundarios marcados
con el complejo biotina-estreptavidina conjugada con peroxidasa. El anticuerpo primario, se une de
manera especifica pero indetectable a su antigeno mientras que el anticuerpo secundario que se

encuentra biotinilado se asociara al anticuerpo primario. En un segundo paso, la estreptavidina
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conjugada con peroxidasa, formara un complejo con la biotina. La enzima peroxidasa al ser
incubada con su sustrato, el peroxido de hidrdgeno lo reducird donando sus electrones a un revelador
cromdgeno, en este caso la diaminobencidina (DAB), que cambiara a un color marrén al oxidarse y

precipitara haciendo visible la presencia del anticuerpo.

A. Protocolo
TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA
Reactivos Tiempo
Desparafinado e hidratacion
1. Lavado con Tampon Tris 10 minutos

0,05M (TBS); Trizma Base 0.05M, NaCl (0.9%) pH 7.4.

2. Desenmascaramiento. 5 minutos

En tampdn citrato sédico (pH=6) a 90°C

3. Lavado con Tampén Tris 10 minutos
4. Lavado con Tampdn Tris 10 minutos
5. Saturacion de bloqueo con Disolucién de Caseina 10 minutos
al 0.5%
Para evitar uniones inespecificas
6. Lavado con Tampén Tris 10 minutos
7. Lavado con Tampén Tris 10 minutos
8. Lavado con Tampon Tris con Tritén al 0.2% 10 minutos
9. Anticuerpo primario diluido en Tampo6n Tris con 12 horas

Triton al 0.2%

10. Lavado répido con Tampon Tris

11. Lavado con Tampoén Tris 10 minutos
12. Lavado con Tampdn Tris 10 minutos
13. Lavado con Tampon Tris 10 minutos
14. Lavado con Tampon Tris con Triton al 0,05% 10 minutos
15. Anticuerpo secundario biotinado diluido en 1 hora

Tampon Tris con Triton al 0,05%
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16. Lavado con Tampon Tris 5 minutos
17. Lavado con Tampdn Tris 5 minutos
18. Lavado con Tampon Tris 5 minutos
19. Lavado con Tampdn Tris con Triton al 0,05% 5 minutos
20. Estreptavidina marcada con peroxidasa en una dilucién 1 hora
1/1000 con Tampdn Tris con Triton al 0,05%
21. Lavado con Tampon Tris 5 minutos
22. Lavado con Tampoén Tris 5 minutos
23. Lavado con Tampon Tris-Clorhidrico 5 minutos
24. Revelado (DAB)
25. Lavado con Tampodn Tris-Clorhidrico 2 minutos
26. Lavado con Tampon Tris 5 minutos
27. Lavado con Tampon Tris 5 minutos
28. Lavado con Tampoén Tris 5 minutos
29. Contratefido
30. Deshidratacion y montaje

Tabla 7. Protocolo IHQ

B. Anticuerpos primarios

Se

utilizaron antisueros policlonales comerciales:

Anti-colageno I. Desarrollado en raton; dilucion 1/100 Tris-Triton al 0,2%

Anti-metaloproteinasa-2. Desarrollado en raton; dilucion 1/100 Tris-Triton al 0,2%

C. Anticuerpos secundarios

Biotin-SP-conjugated AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG Jackson Inmuno Resear. Desarrollado en

cabra; dilucion 1/1000 en tampdn Tris-Triton al 0,05 %

Estreptavidina marcada con peroxidasa; dilucion 1/1000 en tampdn Tris-Triton al 0,05 %
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D. Revelador

Como ya se ha comentado, el revelador utilizado fue una disolucion al 0,05% de DAB vy al 0,01%
de perdxido de hidrégeno en tampdn Tris-clorhidrico, que se dejo actuar sobre la muestra durante
1-5 minutos hasta que se observo la coloracion marron caracteristica.

La especificidad de la inmunorreaccion se comprobo realizando un control negativo sustituyendo el

antisuero especifico por tampon.

4. OBSERVACION DE MUESTRAS

La observacion de las muestras se realizd mediante el microscopio dptico Leica DM4000B (Leica
Microsystems, Germany). Para la captura de imagenes se us6 una camara digital Leica DFC300F X,
acopladas al software Leica Q-Win (Leica, Barcelona, Espafia) para el tratamiento y analisis de

imagen.

5. ANALISIS CUANTITATIVO

A. Cuantificacion de células cebadas

Con el fin de comparar el nimero de células cebadas del leiomioma con el miometrio adyacente, se
realizé un conteo celular mediante el software de procesamiento de imagenes ImageJ (ImageJ.1 64-
bit Java 1.8.0_112).

Se tomaron 6 fotografias a 40x de 6 zonas distintas de cada muestra elegidas al azar, procurando
que no hubiera superposicion. De estas fotografias se contd tanto el nimero de células cebadas como
el nimero total de muestras para asi conocer la proporcion de las primeras.

Los datos obtenidos se compararon mediante analisis de la varianza de una via (ANOVA 1) para
estimar la significacion de los resultados. Para ello se utiliz6 el paquete estadistico IBM SPSS
Statistic 25.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, E.E.U.U)

B. Célculo de areas

Mediante el software ImageJ se llevo a cabo una estimacion del porcentaje de matriz extracelular
en muestras de leiomioma y miometrio adyacente. En este caso, se compararon los dos tejidos tanto
en pacientes sin tratamiento como en pacientes tratadas con UPA.

Para ello se tomaron fotografias de al menos 4 campos a 40x de cada una de las muestras. La

eleccion de los campos fue aleatoria evitando que hubiese superposicion de zonas.
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Los datos obtenidos se sometieron a tratamiento estadistico con el software IBM SPSS 25.0,

mediante un test ANOVA I, para poner de manifiesto el nivel de significacion de los resultados.

RESULTADOS

1. Andlisis histologico y cuantitativo de la matriz extracelular en leiomioma y miometrio
pareado

A. Histoldégicamente

A.1. En pacientes sin tratamiento
Los resultados indican que existen diferencias tanto en la distribuciéon como en la abundancia de

MEC entre el tejido tumoral y el tejido miometrial adyacente.

La tincidon de Masson nos muestra que histologicamente el miometrio esta constituido por grandes
paquetes de células del musculo liso rodeados de MEC (Figura 4. A). En este tejido también se
observo la presencia de células embebidas en la matriz, posiblemente fibroblastos. Por otra parte,
en el leiomioma, predominan las zonas en las que las células musculares no forman paquetes, sino
que se encuentran aisladas o, en menor medida, formando parte de pequefios grupos celulares que

muestran un aspecto espongiforme (Figura 4. B)

Figura 4. Distribucion de la MEC en miometrio (A) y leiomioma (B) de pacientes sin tratamiento. Ay B: MEC en
azul; Células en rojo A. Células musculares en paquetes grandes y bien definidos (flechas) rodeados de MEC B. Grupos
pequefios y células aisladas (flechas) rodeadas de MEC. Tincion tricromica de Masson. Barra de escala: 100 pm.
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A.2. En pacientes tratadas con UPA
En el tejido de pacientes tratadas con UPA durante 12 semanas, se observaron diferencias evidentes

respecto a las pacientes que no recibieron ningun tipo de tratamiento.

El tejido miometrial tras el tratamiento con UPA muestra, ademas de los paquetes de células
musculares (como los observados en condiciones normales), zonas con elevada densidad celular y
apariencia desorganizada (Figura 5. A). Por su parte, el tejido tumoral muestra una estructura similar
a la observada en las pacientes no tratadas, con células musculares aisladas o en pequefios grupos

rodeados de matriz (Figura 5. B).
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Figura 5. Distribucion de la MEC en miometrio (A) y leiomioma (B) de pacientes tratadas con UPA. Ay B: MEC
en azul; Células en rojo A. Células musculares no agrupadas (flechas) con reducida cantidad de MEC. B. Grupos
peauefios v células aisladas (flechas) rodeadas de MEC. Tincion tricromica de Masson. Barra de escala: 100 um.

B. Cuantitativamente

B.1. En pacientes sin tratamiento
En cuanto a la cuantificacion de los porcentajes de MEC, los resultados mostraron que existe una
mayor cantidad de MEC en el miometrio adyacente frente al leiomioma; sin embargo, esta

diferencia no fue estadisticamente significativa (Gréfica 1.).

% MEC
% MEC Trat " to UPA
- . . ratamiento
100 Sin tratamiento 100 -
30 p<0,001
[ 80 - "
60 - 60 -
*
40 40 -~ T
20 - 20 f
0 . 0 .
Miometrio Leiomioma Miometrio Leiomioma
Gréfica 1. Porcentaje de MEC en miometrio, rosa Gréfica 2. Porcentaje de MEC en miometrio, rosa
palido, y leiomioma, rosa oscuro; sin tratamiento. pélido, y leiomioma, rosa oscuro; en pacientes tratadas con
UPA.
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B.2. En pacientes tratadas con UPA
En las pacientes tratadas con UPA, se observo una cantidad mayor y estadisticamente significativa
de MEC en el tejido leiomiomatoso frente al miometrio pareado (Gréfica 2).

Por otro lado, al realizar un analisis comparativo entre la MEC del tejido leiomiomatoso de pacientes
sin tratamiento y de pacientes tratadas con UPA, se observo que, tras el tratamiento, los leiomiomas
mostraban un 10,3% menos de MEC que los tumores no tratados (Gréfica 3. A). Asimismo, en el
miometrio, se observé una reduccion de MEC del 35,1 % después del tratamiento con UPA (Grafica
3. B).

A. % MEC Miometrio B. % MEC Leiomioma
100 - p<0,001 100 - p<0,01
*
80 - [ 80
60 - 60
*
40 - T 40
20 - 20
0 T ) 0

Sin tratamiento Tratamiento UPA Sin tratamiento Tratamiento UPA

Gréfica 3. Porcentaje de MEC en miometrio (A) y leiomioma (B), en muestras sin
tratamiento y tratadas.

2. Andlisis inmunohistoguimico en leiomioma y miometrio pareado

A. Inmunodeteccién de colageno |

A.l. En pacientes sin tratamiento
El analisis inmunohistoquimico muestra que esta proteina se expresa diferencialmente en el

miometrio y en el tejido leiomiomatoso.

En el miometrio, se observaron células inmunorreactivas para el colageno en el tejido conjuntivo.
La inmunorreaccion fue tanto nuclear como citoplasmatica (Figura 6.). Ademas, también se observé

inmunorreaccion en la MEC.
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Figura 6. Distribucion y localizacién del colageno | en miometrio sin tratamiento (A y B). No se observa presencia
de colageno en las células musculares (flechas negras). Sin embargo, la reaccion es intensa en los fibroblastos (flechas
rojas), tanto en el citoplasma como en el ndcleo. Inmunorreaccion de colageno | en marrén (DAB). Nucleos
contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 100 pm.

En el tejido leiomiomatoso, ademas de los fibroblastos y la MEC, también fueron inmunorreactivas
para el colageno |1 las células musculares con inmunorreaccion localizada en el citoplasma (Figura
7. A). Lareaccion fue especialmente abundante en las zonas de aspecto espongiforme, en las cuales

también se observaron nucleos inmunorreactivos (Figura 7. B; inserto).

Figura 7. Distribucion y localizacion del colageno | en leiomioma sin tratamiento (A y B). A. Se observa presencia
de colageno | en el citoplasma de células musculares (flechas). B. Células musculares agrupadas con elevada presencia
de colageno en citoplasma y nucleo (flechas) (inserto). Inmunorreaccion de colageno | en marrén (DAB). Nucleos
contratelidos con hematoxilina. Barra de escala: 100 um. Barra de escala del inserto: 20 pm

A.2. En pacientes tratadas con UPA
Después del tratamiento con UPA, el tejido miometrial difiri6 notablemente en relacién con lo

observado en pacientes no tratadas, hallandose células musculares inmunorreactivas para el
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colageno con localizacion citoplasmaticas. En contraposicion, no se observaron diferencias en la

inmunorreactividad para esta proteina en el tejido tumoral (Figura 8.).

Figura 8. Distribucion y localizacidn del coldgeno | miometrio (A) y leiomioma (B) tras el tratamiento con UPA.
A. Colageno en citoplasma de células musculares (inserto); Fibroblastos con colageno en nucleo y citoplasma (flechas). B.
Colageno en citoplasma de células musculares (flechas e inserto). Inmunorreaccién de colageno | en marrén (DAB). Nicleos
contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 100 um. Barra de escala del inserto: 20 um

B. Inmunodeteccion de metaloproteinasa-2

B.1. En pacientes sin tratamiento

Los resultados de la inmunodeteccion de MMP2, evidenciaron la presencia de esta enzima en las
células musculares del tejido miometrial y tumoral; asi como su ausencia en la MEC.

En el miometrio se observo una inmunorreactividad desigual en el tejido, con zonas y paquetes de
células musculares con reaccion intensa y zonas con reaccion débil o nula (Figura 10. A). En el caso
del leiomioma se vio una mayor cantidad de la proteina en relacion con el miometrio, especialmente

en las areas con agrupaciones espongiformes. (Figura 10. B; Figura 11.).

LA

Figura 10. Distribucién y localizacion de MMP2 en miometrio (A) y leiomioma (B) en pacientes sin tratamiento. En ambos casos
la reaccion se da en el interior de las células. A. Reaccién débil en el citoplasma celular (flechas negras) B. Inmunorreaccion intensa
(flechas negras); Inmunorreaccion en el ntcleo (flechas rojas). Inmunorreaccién de metaloproteinasa-2 en marrén (DAB). Nucleos
contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 100 pm.
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El tejido leiomiomatoso tras el tratamiento con UPA, no mostro diferencias respecto a lo observado
en las muestras no tratadas. Las principales diferencias se observaron en el miometrio tratado, el

cual presentd una inmunorreaccion escasa localizada en células aisladas (Figura 12).

Figura 11. Distribucién y localizaciéon de MMP2 en leiomioma sin tratamiento. Reaccion intensa de MMP2 en
paquetes de células musculares de aspecto espongiforme (flechas). Inmunorreaccion de metaloproteinasa-2 en marron
(DAB). Nucleos contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 100 pm.

Figura 12. Distribucién y localizaciéon de MMP2 en miometrio (A) y leiomioma (B) en pacientes tratadas con UPA. A.
Células aisladas con expresion de MMP2 (flechas negras). B. Reaccién mas intensa y abundante de MMP2. Inmunorreaccion de
metaloproteinasa-2 en marrén (DAB). Ndcleos contratefiidos con hematoxilina. Barra de escala: 100 pm.

3. Analisis de la presencia de células cebadas en leiomioma respecto del miometrio en
pacientes sin tratamiento.
El anélisis tanto cualitativo como cuantitativo de la presencia de células cebadas en miometrio y

leiomioma mostrd diferencias, aunque estas no fueron significativas (Grafica 4.). De forma general
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se observan mas células cebadas en el tejido leiomiomatoso, aunque existe una gran variabilidad

entre muestras.
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Figura 13. Células cebadas en miometrio (flechas).
Tincion Azul de Toluidina. Bara de escala: 100 pm. Barra
de escala del inserto: 20 um.

Gréfica 4. Porcentaje de células cebadas de miometrio,
rosa palido, y leiomioma, rosa oscuro.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo, ponen en manifiesto los siguientes hallazgos: en primer
lugar, que si bien hubo diferencias en lo que respecta a la distribucion de la MEC del tejido
leiomiomatoso y miometrial, las diferencias no fueron ni histologica ni cuantitativamente
significativas; en segundo lugar, que hubo diferencias notables en la localizacion del colageno |y
la MMP2 en las muestras pareadas de miometrio y leiomioma; y, en tercer lugar, que no fue
significativa la diferencia entre el tejido tumoral y el miometrio adyacente en cuanto al nimero de

células cebadas.

Por otro lado, los resultados obtenidos de las muestras de pacientes tratadas con UPA evidenciaron
un efecto distinto del medicamento sobre las caracteristicas histologicas de leiomioma y miometrio

en relacién con las muestras no tratadas.

Numerosos estudios han puesto de manifiesto la presencia de una mayor cantidad de MEC en el
tejido leiomiomatoso en comparacion con el tejido miometrial, considerandose este hecho una de
las caracteristicas distintivas de los leiomiomas (Malik et al., 2012). En el presente trabajo, el
analisis cuantitativo global e individual no mostr6 diferencias significativas en la abundancia de

MEC entre leiomioma y miometrio. En lo que respecta a los resultados individuales, al comparar
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las muestras pareadas, observamos una mayor, pero no significativa cantidad de MEC en el
leiomioma. No obstante, aunque no fueron estadisticamente significativos, los resultados globales
mostraron un mayor porcentaje de MEC en miometrio frente a leiomioma. Este resultado se
contrapone a la afirmacion de que existe una acumulacion excesiva de MEC en el leiomioma

respecto al miometrio (Arici y Sozen, 2000).

Por otro lado, el andlisis histolégico mostré diferencias en la disposicion de la MEC y en la
organizacion de las células del musculo liso. En el miometrio se observaron generalmente paquetes
de células musculares bien definidos rodeados de MEC. Mientras que, en el leiomioma,
predominaron las zonas con células aisladas y/o pequefios grupos de células embebidos en el tejido
conjuntivo. Estas zonas observadas en los leiomiomas pueden estar en relacion con lo planteado por
Flake et al. (2013 y 2018); los cuales propusieron que tales diferencias podrian ser consecuencia de
una transformacion fenotipica de los miocitos del leiomioma (Flake et al., 2018; Flake et al., 2013).
En base a su hipotesis, dicha transformacidn provocaria el aumento de la sintesis de componentes
de la MEC por parte de estas células, teniendo como resultado el depdsito de matriz a su alrededor,

y su consecuente aislamiento.

Como componente principal de la MEC, la presencia de colageno | ha sido ampliamente
documentada en mdltiples publicaciones haciendo siempre alusion a su mayor abundancia en
leiomioma respecto al tejido miometrial (Iwahashi et al., 2011; Leppert et al., 2006; Malik et al.,
2010). A pesar de ello, nuestros resultados del anlisis inmunohistoquimico no mostraron una

abundancia diferencial de esta glucoproteina en leiomioma y miometrio.

El presente estudio muestra por primera vez la distribucién celular y subcelular del colageno | en
estos tejidos, encontrando que, a nivel celular, los resultados de nuestro trabajo muestran evidencias
sobre la diferente localizacion de la inmunorreaccion en el tejido miometrial en relacion con el
leiomiomatoso. En el miometrio se observa reaccién en la MEC del tejido conjuntivo, asi como en
los fibroblastos, mientras que las células musculares resultaron inmunonegativas. Por el contrario,
en el leiomioma las células musculares fueron inmunopositivas con inmunorreaccion
fundamentalmente citoplasmatica y en ocasiones también nuclear. La presencia de colageno I en el
interior de las células musculares del leiomioma sugiere la sintesis de esta proteina por parte de las

mismas.

Las metaloproteinasas, junto con sus inhibidores juegan un papel fundamental en el desarrollo de
los fibromas. Los resultados del presente trabajo en relacion con la MMP2 muestran un incremento
de la inmunorreaccion en células del leiomioma con localizacion citoplasmatica y nuclear. Esto

concuerda con los hallazgos de numerosas investigaciones que indican un aumento de expresion de
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esta proteina en el tejido tumoral (Korompelis et al., 2015; Wolanska et al., 2004), que se puede

interpretar como una desregulacion de los procesos de remodelacién de la MEC.

La inmunorreaccion fue especialmente intensa tanto para el colageno | como para la MMP2 en el
citoplasma y nucleo de las células musculares de algunas zonas de leiomioma intramural y
submucoso. Estas zonas se caracterizan por la presencia de grupos de células que, junto con la MEC
que los rodeaba, presentaban un aspecto espongiforme. Agrupaciones similares fueron descritas
como uno de los estadios finales del desarrollo de leiomiomas por Flake et al. (2013, 2018). Segun
estos investigadores, estas zonas espongiformes se observan cuando existe una atrofia de las células
musculares con una sintesis aumentada de elementos de la MEC por parte de estas. El aislamiento
que provoca la deposicion de dichos componentes a su alrededor provoca isquemia y
consecuentemente la muerte celular, dejando huecos en la matriz que le otorgan ese aspecto de
esponja. Aunque en este estudio se pueden ver zonas con lo que podria ser el estadio anterior a la
muerte celular (con sintesis amplificada de proteinas de la matriz), en ningin caso se observaron

células muertas o huecos.

En la actualidad, numerosos estudios indican la implicacion de las respuestas inflamatorias cronicas
como desencadenantes de la formacién de leiomiomas (Wynn, 2007). En 2016, Protic et al.
estudiaron la presencia de células proinflamatorias como las células cebadas y los macréfagos en
estos tejidos. Sus resultaron mostraron una notable presencia de células cebadas en el tejido
miometrial, sobre todo en el miometrio adyacente al leiomioma, pero con una gran variabilidad
entre muestras. También observaron que en ciertos tipos de leiomioma la presencia de estas células

era mas abundante.

En lo que respecta a nuestros resultados, el andlisis de las células cebadas mostro la gran variabilidad
existente entre las distintas muestras. Esto se reflejé en el andlisis cuantitativo que no resulto ser
estadisticamente significativo al comparar el miometrio con el leiomioma a pesar de la aparente
diferencia entre ambos tejidos. De acuerdo a la investigacion de Protic et al. (2016), la presencia
diferencial de las células cebadas en las muestras analizadas podria deberse al tipo de leiomioma; o
a la distinta fase del desarrollo de estos tumores (Flake et al., 2013). En este sentido, nuestros
resultados mostraron una mayor cantidad de células cebadas en el tejido miometrial de las pacientes
con leiomiomas intramurales y subserosos; y en el tejido leiomiomatoso cuando el leiomioma fue
submucoso. La abundancia de estas células, capaces de liberar factores proinflamatorios en el
miometrio, sugiere la existencia en este tejido de una desregulacion en la homeostasis de la MEC
que puede crear susceptibilidad al desarrollo de nuevos leiomiomas o favorecer el crecimiento de

los ya existentes.
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Dada la importancia de la progesterona en el desarrollo de los leiomiomas (Patel et al., 2015) tanto
a nivel de proliferacién celular como de deposicion de MEC, numerosas investigaciones han
centrado sus esfuerzos en desarrollar farmacos moduladores de sus vias de sefializacion,

moduladores selectivos de receptores de progesterona.

Entre este tipo de farmacos, el mas reciente y ampliamente utilizado es el UPA, un modulador de
los receptores de progesterona que segin numerosos estudios reduce el volumen de los leiomiomas
(Donnez et al., 2016; Ferrero et al., 2018). Muchos estudios atribuyen la reduccion del volumen de
estos tumores tras el tratamiento con UPA, a la reduccién de la MEC o de la cantidad de colageno |
sobre el leiomioma. Si bien los resultados del presente estudio indican una reduccion del 10,3 % de
MEC en leiomiomas tratados en comparacion con los no tratados; los resultados
inmunohistoquimicos no mostraron menor presencia de coldgeno en los leiomiomas tratados en
comparacion con los no tratados. Estos datos pueden ser debidos al corto periodo de tratamiento
(Courtoy et al., 2015) ademés de al distinto comportamiento de los leiomiomas que, incluso
perteneciendo a una misma paciente, pueden generar distintas respuestas al farmaco. En cuanto a la
MMP2, aunque los escasos estudios in vivo muestran el aumento de su expresion como
consecuencia del tratamiento con UPA (Courtoy et al., 2015; Cox et al., 2018; Shin et al., 2018),
en nuestro estudio el tejido leiomiomatoso tratado no mostré una inmunorreactividad diferencial

en relacion con el tejido sin tratamiento.

Por otro lado, este trabajo pone de manifiesto que el tratamiento con UPA ejerce un efecto
diferencial en el tejido leiomiomatoso y miometrial adyacente. El porcentaje de MEC en el tejido
miometrial se redujo un 35,1 % -frente al apenas 10% del leiomioma- en comparacion con el tejido
no tratado. Ademas, en el miometrio, se observé presencia de células musculares inmunorreactivas
para el colageno | y una reduccion de la inmunorreactividad del tejido a la MMP2 en relacién con
el miometrio de pacientes sin tratamiento. Con estas evidencias se puede interpretar que incluso a
pesar de la reduccion del porcentaje de MEC y del volumen de los leiomiomas, el efecto de este
farmaco sobre el miometrio puede generar cierta susceptibilidad al desarrollo de nuevos leiomiomas

0 a su recidiva tras su extirpacion.

A pesar de la enorme incidencia de los leiomiomas en la poblacion y el efecto sobre la calidad de
vida de millones de mujeres, hoy en dia, todavia se desconocen las causas que los generan, asi como
los mecanismos implicados. Este hecho, llevd a Briggmann et al. en 2018 a examinar la
investigacion a nivel global de los leiomiomas uterinos con el fin de valorar su eficacia. Este estudio
mostré un gran aumento del nimero de publicaciones por afio en las Ultimas 3 décadas. Entre los

paises mas activos en la investigacion de leiomiomas, encontramos a EE.UU. a la cabeza, con mas
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de 2000 publicaciones al afio, seguido por Reino Unido, Alemania y Japon, con unas 400

publicaciones. Espafia por su parte, no superd las 90 publicaciones anuales (Briiggmann et al., 2018)

Estos autores concluyeron que, a pesar de estos favorables datos, la investigacién contina siendo

insuficiente. Tomando como base el presente trabajo y la bibliografia consultada, podemos deducir

que la causa de la ineficacia de la investigacion sobre los leiomiomas puede ser en gran medida las

limitaciones que presentan los trabajos en este campo como, por ejemplo, el reducido nimero de

muestras y su heterogeneidad, asi como la falta de investigaciones que atnen resultados moleculares

con resultados histolégicos y celulares.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos se deducen las siguientes conclusiones:

1.

Histologicamente, se observaron diferencias entre el leiomioma y el miometrio adyacente en
cuanto a la organizacion del tejido muscular y distribucion de la MEC.

Cuantitativamente no se observaron diferencias significativas entre la MEC del tejido
leiomiomatoso y el miometrial.

La inmunorreaccién para el coldgeno | confirmo la similitud de la MEC entre el tejido
leiomiomatoso y el miometrial. A nivel celular, sin embargo, la distribucion de la
inmunorreaccion para el colageno | mostrd células musculares inmunorreactivas soélo en el
tejido leiomiomatoso, con localizacion citoplasmatica.

La inmunorreaccion de MMP2 se observd en el citoplasma de las células musculares
existiendo diferencias en su expresion entre el miometrio y el leiomioma, siendo mayor en
este altimo.

El tratamiento con UPA provocd una reduccién en la cantidad de MEC del leiomioma y
miometrio respecto a los tejidos no tratados, siendo especialmente significativa en el tejido
miometrial.

El tratamiento con UPA afecto a la expresion de colageno | y MMP2 en el miometrio
adyacente en relacion con el tejido no tratado, mientras que apenas hubo cambios en el
leiomioma. En el miometrio, se observé inmunorreaccién citoplasmatica para el colageno en

las células musculares y se redujo la inmunorreactividad para la MMP2.
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7. El nimero de células cebadas no mostré diferencias significativas entre el tejido tumoral y el
tejido miometrial; posiblemente debido a la variabilidad que existe entre los distintos tipos de

leiomioma

CONCLUSIONS

1. Histologically, differences were observed between leiomyoma and adjacent myometrium in
terms of muscle tissue organization and ECM distribution.

2. Quantitatively, there were not significative differences observed between ECM from the
leiomyomatous tissue and myometrial tissue.

3. Immunoreaction for collagen I confirmed the similarity of the ECM between leiomyomatous
and myometrial tissue. However, at a cellular level the distribution of the collagen I
immunoreaction showed immunoreactive muscle cells in the leiomyomatous tissue with
cytoplasmatic location.

4. Immunoreaction for MMP2 was observed in the muscle cell cytoplasm showing differences
in expression between leiomyoma and myometrium, being higher in myometrium.

5. UPA treatment triggered a reduction in the amount of ECM in the leiomyoma and
myometrium regarding untreated tissues, being especially significative in the myometrial
tissue.

6. UPA treatment affected collagen 1 and MMP2 expression in the adjacent myometrium
regarding the untreated tissue, meanwhile there was not any changes in leiomyoma.
Cytoplasmatic immunoreaction for collagen was observed in the muscle cells of the
myometrium and immunoreaction for MMP2 decreased.

7. The number of mast cells did not show significative differences between cancerous and
myometrial tissue; possibly caused by the variability between the different types of

leiomyomas.
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