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Resumen

Los leiomiomas uterinos son los tumores benignos de origen miometrial mas comunes del tracto
reproductor femenino. Se caracterizan por un aumento de matriz extracelular (MEC) y un
mayor indice de proliferacion, en relacion con el miometrio, siendo promovidos por procesos
de inflamacion crénica e influencia hormonal. Nuestro objetivo fue estudiar y comparar, en
miometrio y leiomioma de pacientes control y tratadas con acetato de ulipristal (UPA), un
modulador selectivo de los receptores de progesterona (SPRMs), la MEC y sus caracteristicas,
la presencia de células proinflamatorias y profibréticas, ademas de la proliferacion celular. En
las pacientes control, la MEC es mas abundante en el leiomioma que en el miometrio, mientras
que la presencia de coldgeno I y macréfagos no muestra diferencias. El nimero de células
cebadas y miofibroblastos es superior en el leiomioma, y las células Ki67-ir mas abundantes en
el miometrio. El tratamiento con UPA redujo la MEC y el colageno I en ambos tejidos,
disminuyo células cebadas y macrofagos, contrariamente a lo observado en el tejido miometrial,
y aument6 ligeramente las células Ki67-ir en el leiomioma. Ademas, provoco la aparicion de
miofibroblastos en el miometrio y un aumento de los mismos en el leiomioma. En conclusion,
en las muestras analizadas, el tratamiento con UPA redujo la MEC y algunas de las células
inflamatorias mientras que aument6 la proliferacion celular y la presencia de miofibroblastos,
en el leiomioma. En el miometrio indujo la presencia de miofibroblastos, ademas de aumentar
la presencia de células proinflamatorias.

Palabras clave: leiomioma, miometrio, matriz extracelular, inflamaciéon cronica, coldgeno,

miofibroblastos, células cebadas, macrofagos, proliferacion celular.

Abstract

Uterine leiomyomas are benign tumors of myometrial origin and the most common in the
female reproductive tract. They are characterized by an increase in extracellular matrix (ECM)
and a higher rate of proliferation, in relation to the myometrium, being promoted by processes
of chronic inflammation and hormonal influence. Our objective was to study and compare, in
myometrium and leiomyoma of control patients and treated with ulipristal acetate (UPA), a
selective progesterone receptors modulator (SPRM), the ECM and its characteristics, the
presence of proinflammatory and profibrotic cells, in addition to cell proliferation. In control
patients, the ECM is more abundant in the leiomyoma than in the myometrium, while the

presence of collagen I and macrophages shows no differences The number of mast cells and



myofibroblasts is higher in lelomyoma, and Ki67-ir cells most abundant in the myometrium.
UPA treatment reduced the ECM and collagen I in both tissues, decreased mast cells and
macrophages, in contrast to what was observed in myometrial tissue, and slightly increased
Ki67-ir cells in leiomyoma. In addition, it caused the appearance of myofibroblasts in the
myometrium and an increase in them in leiomyoma. In conclusion, in the samples analyzed,
UPA treatment reduced ECM and some of the inflammatory cells while increased cell
proliferation and the presence of myofibroblasts in leiomyoma. In the myometrium it induced

the presence of myofibroblasts, in addition to increasing the presence of proinflammatory cells.

Keywords: leiomyoma, myometrium, extracellular matrix, chronic inflammation, collagen,

myofibroblasts, mast cells, macrophages, cell proliferation.

Introduccion

Los leiomiomas uterinos, también conocidos como miomas o fibromas, son los tumores
benignos mas comunes del tacto reproductor femenino (Lewis et al., 2018) y estan compuestos
por células de musculo liso, acompafiadas de tejido conjuntivo con fibroblastos y una cantidad
variable de matriz extracelular (MEC) (Stewart et al., 2016). Estos tumores pueden darse en
mas del 70% de las mujeres que se encuentran en edad reproductiva, siendo las de origen
afroamericano las que presentan mayor incidencia, asi como peor sintomatologia (Islam et al.,
2018). Sin embargo, a pesar del elevado nimero de mujeres afectadas por los leiomiomas, solo
del 20 al 30% de ellas presentan sintomas (Lewis ef al., 2018) que incluyen, generalmente,
sangrado uterino excesivo, dolor o presion en el area pélvica, infertilidad y complicaciones
durante el embarazo (Islam et al., 2018). No obstante, los sintomas, al igual que la clasificacion
de los leiomiomas, pueden variar dependiendo del tamafio y la localizacion del tumor en el
utero. En la Figura I se muestran los diferentes tipos de leiomiomas uterinos en funcion de su
localizaciéon anatomica en el utero, pedunculados, intracavitarios, submucosos, subserosos e
intramurales (Lewis et al., 2018), siendo estos ultimos los mas frecuentes. Existen diversos
factores de riesgo que pueden promover el desarrollo de los leiomiomas uterinos como la edad
avanzada y la raza o etnia, al igual que la nuliparidad, la obesidad, antecedentes familiares, el

tiempo desde el ultimo embarazo o la dieta (Lewis et al., 2018).
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Figura 1. Esquema de las posibles localizaciones de los miomas en el uitero

A pesar de su alta incidencia y al aumento de investigacion sobre estos tumores en las ultimas
décadas (Briiggmann, 2018), los leiomiomas siguen siendo la principal causa de histerectomia,
extraccion total del itero, o miomectomia, que consiste en la extirpacion de los miomas (Shin
et al., 2018), con los riesgos y efectos negativos que estas técnicas implican en la vida de la
mujer (Islam et al., 2018). Ademas, la miomectomia presenta un riesgo de recivida del 11%
cuando se extirpan miomas solitarios y del 26% o superior cuando se extraen multiples miomas,
en un periodo de 10 a 30 meses (Lewis et al., 2018). Es por ello por lo que se necesitan

tratamientos médicos mas eficaces y menos invasivos que permitan la conservacion del utero.

A pesar de que los cambios moleculares y celulares que desencadenan el crecimiento del tumor
no son bien conocidos, estudios genéticos recientes exponen que los leiomiomas son tumores
monoclonales, es decir, que surgen de alteraciones genéticas en una Unica célula madre
somatica del miometrio, lo que podria ser el origen de la enfermedad (Courtoy ef al., 2015).
Estas alteraciones pueden ocurrir en multiples lugares del genoma, es decir, cada mioma puede
surgir de diferentes alteraciones por lo que pacientes sometidas a miomectomia son propensas
a desarrollar otros leiomiomas (Courtoy et al., 2015). Sin embargo, en algunos casos, los
leiomiomas carecen de alteraciones genéticas, lo que también sugiere que los factores externos
a nivel hormonal y celular contribuyen al desarrollo de los tumores y a la alta incidencia en

mujeres en edad reproductiva (Fujisawa & Castellot, 2014).

Comunmente, la proliferacion celular descontrolada es lo que contribuye al aumento del tamafio
de los tumores, sin embargo, en el caso de los leiomiomas, esta proliferacion solo contribuye
parcialmente. Los leiomiomas uterinos presentan aspectos tipicos de fibrosis (Fujisawa &

Castellot, 2014), en donde el aumento del tamafio del tumor se debe principalmente a la



acumulacion excesiva de MEC. Los componentes de la MEC que principalmente contribuyen
al aumento del volumen del mioma son el coldgeno, la fibronectina, la laminina y los
proteoglicanos (Islam et al., 2018). El proceso de acumulaciéon de MEC constituye un evento
critico en el desarrollo del tumor ya que es lo que le proporciona una estructura rigida al mioma,
causante de algunos de los sintomas comentados anteriormente, ademas de activar procesos de
mecanotransduccion (Islam et al., 2018), en los que estimulos mecéanicos son transformados en
sefiales bioquimicas; de esta forma, el aumento de la rigidez del tejido lleva a la activacion de
cascadas de senalizacion via integrinas y otros mediadores (Islam et al., 2018), que, como
resultado producen un aumento en la proliferacion celular, una disminucién en la apoptosis y
un aumento en la expresion de genes implicados en la formacion y remodelacion de la MEC
(Islam et al., 2018). Ademas, como se ha indicado en diferentes estudios, la funcionalidad de
la MEC y su acumulacioén esta regulada por factores de crecimiento, citoquinas, hormonas
esteroideas (Islam et al., 2018), alteraciones genéticas y epigenéticas (Courtoy et al., 2015), asi
como metaloproteinasas (MMPs), que son enzimas proteoliticas producidas por el propio
mioma, e inhibidores tisulares de MMPs (TIMPs) (Islam et al., 2018), que tienen un importante

papel en la remodelacion de la matriz (Bourboulia & Stetler-Stevenson, 2010).

Otro componente de gran importancia en el desarrollo de la fibrosis, son los miofibroblastos,
células mesenquimales cuya diferenciacion es inducida por la accion de factores de crecimiento
como TGF-Bs y activina-A (Islam et al., 2018), y que presentan un fenotipo intermedio entre
célula muscular lisa y fibroblasto (Islam et al., 2018); asi, diferentes investigadores han
encontrado células que presentaban a-actina de musculo liso (a-SMA) y carecian de desmina,
asi como gran cantidad de coldgeno en tejido de leiomioma, lo que corrobora la presencia de

estas células en los tumores y su papel en la deposicion de la MEC (Islam et al., 2018).

Los miofibroblastos participan en los procesos comunes de inflamaciéon produciendo MEC y
promoviendo los procesos de reparacion y la homeostasis de los tejidos (Wynn, 2007) y una
vez cumplen su funcién, son eliminados por apoptosis (Islam ez al., 2018). Sin embargo, durante
la edad fértil de la mujer, diferentes procesos como la ovulaciéon, la menstruacion o la
implantacion pueden crear lesiones fisiologicas en el utero, que, sumado a los eventos
reproductivos, fuerzas mecanicas, hipoxia y estrés oxidativo pueden provocar un estado de
inflamacién cronica en el utero (Islam er al., 2018). Cuando se alcanza este estado, los
miofibroblastos se vuelven resistentes a la eliminacion por apoptosis y generan MEC de forma

continua y excesiva resultando en una fibrosis patoldgica, en la que el fibroma promueve su



propio crecimiento (Islam et al., 2018). Por lo tanto, la inflamacion crénica miometrial, influida
por diferentes factores, puede constituir una de las principales causas que motiven el desarrollo

de los miomas uterinos (Figura 2)
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Figura 2. Desarrollo de los miomas uterinos por inflamacion cronica miometrial. Tomada de (Islam et al., 2018)

La hormonas gonadales progesterona y estrogenos tienen un papel fundamental en el desarrollo
y crecimiento de estos tumores a través de la produccion de MEC, si bien los estrégenos
estimulan la expresion de receptores de progesterona (RP), esta Gltima constituye el principal
promotor del crecimiento del tumor (Courtoy et al., 2015). Es por ello por lo que diversos
estudios se centran en el desarrollo de medicamentos que disminuyan la influencia hormonal
para asi reducir la carga de esta enfermedad (Lewis et al., 2018). De esta forma, las terapias
hormonales estan dirigidas a inhibir o modular los niveles de estrogenos y progesterona a traveés
de los andlogos de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), inhibidores de aromatasa,
antiprogestagenos y moduladores selectivos de los receptores de progesterona (SPRMs) (Lewis
et al., 2018). Un ejemplo de estos medicamentos es el Acetato de Ulipristal (UPA), que es un
modulador selectivo de los receptores de progesterona, que se caracteriza por tener una alta
afinidad por los receptores de esta hormona, y del cual estudiaremos sus efectos a nivel
histologico en este trabajo. Dependiendo del tejido y del contexto celular, los SMPRs pueden
actuar como antagonista o agonista uniéndose a los receptores de progesterona y permitiendo

el reclutamiento de coactivadores o correpresores (Courtoy et al., 2015).



Seglin algunos estudios, el UPA induce la expresion de MMPs y disminuye la expresion de
TIMPs en células de leiomioma, pero no de miometrio (Shin et al., 2018); lo que favorece la
degradacion de la MEC. Sin embargo, pese a la eficacia en reducir el tamafio del tumor, el UPA
se utiliza principalmente como tratamiento preoperatorio para paliar sintomas de dolor y
sangrado, ya que se ha observado que los leiomiomas vuelven a crecer meses después tras la
interrupcion del tratamiento con UPA, lo que hace necesaria la cirugia para eliminar el tumor

(Shin e al., 2018).

Como podemos deducir de los diferentes estudios analizados, los tratamientos disponibles estan
dirigidos principalmente a reducir la sintomatologia producida por los leiomiomas, pero no
existen tratamientos que tengan como dianas factores desencadenantes, o que fomenten el
desarrollo, de estas neoplasias. En este sentido, vemos que dos elementos importantes en el
desarrollo de los leiomiomas son la MEC y los procesos de inflamacion cronica del miometrio,
con lo que estudios enfocados en los mecanismos y factores que gobiernan ambos procesos,
permitiran dilucidar nuevas dianas potenciales para nuevos tratamientos al igual que una mejor

comprension del desarrollo de esta enfermedad.

Objetivos

En base a lo expuesto anteriormente y teniendo en cuenta la importancia de la inflamacion
cronica como desencadenante de la deposicion aberrante de MEC, nos hemos planteado como
objetivo general, estudiar en muestras pareadas de miometrio y leiomioma las caracteristicas
de la matriz extracelular atendiendo a la presencia de elementos proinflamatorios comparando
con muestras pareadas de pacientes tratadas con acetato de ulipristal (UPA). Para ello nos

planteamos los siguientes objetivos especificos:

a. Estudiar las caracteristicas de la MEC, su extensiéon y componentes especificos,
concretamente colageno tipo I, en miometrio y leiomioma.

b. Estudiar en la matriz extracelular de miometrio y leiomioma, la presencia de tipos
celulares relacionados con procesos inflamatorios, como células cebadas y macrofagos.

c. Estudiar la presencia de miofibroblastos como indicadores de inflamacion cronica y de
produccion de fibrosis “anormal o patoldgica” en miometrio y leiomioma.

d. Estudiar en las mismas secciones el indice de proliferacion celular, mediante la

presencia de Ki-67 en células musculares



e. Comparar los resultados obtenidos, en cada uno de los puntos, en las muestras de

pacientes control y pacientes tratadas con UPA.

Materiales y Métodos

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron muestras de archivo pertenecientes a pacientes
control del proyecto GIM-ULI-2014-01 “Efecto celular y molecular del acetato de ulipristal
(ESMYA) (PGL 4001) sobre el utero de mujeres tratadas por miomas mediante un estudio
clinico prospectivo de casos control”, en el cual las muestras de mioma y miometrio adyacente
fueron obtenidas de pacientes diagnosticadas de miomas uterinos con alta sintomatologia y

sometidas a histerectomia después de varios meses sin ningun tipo de tratamiento hormonal.

Se analizaron un total de 12 muestras; 6 parejas formadas, cada una, por una muestra de
miometrio sano y otra de leiomioma uterino, tres de ellas control y tres pertenecientes a

pacientes tratadas con UPA.

Dichas muestras fueron obtenidas por la Dra. Delia Baez Quintana, perteneciente al servicio de
Ginecologia y Obstetricia del Hospital Universitario de Canarias (HUC) y miembro del equipo
de investigacion y procesadas en el laboratorio de anatomia patologica de la Facultad de

Medicina de la ULL.
1. Procesado de las muestras

Partiendo de las muestras ya fijadas e incluidas en bloques de parafina, se realizaron 6 cortes
de 5 um de grosor a partir de cada bloque, utilizando un microtomo Thermo Scientific Shandon
Finesse 325. Las secciones se montaron sobre portaobjetos adherentes tratados con polilisina
en placa calefactora a 37°C. Para el secado total, las secciones, se almacenaron en estufa a 37°C

durante, al menos, 24 horas.

Una vez secos y previamente a la realizacion de las diferentes técnicas histoldgicas, se llevo a

cabo el desparafinado e hidratacion de los cortes (7abla 1).

Protocolo de desparafinado e hidratacion

Reactivo Duracion (minutos)




Xilol I 15
Xilol 1T 15
Xilol 11T 15
Alcohol 100° 5
Alcohol 96° 5
Alcohol 70° 5
Agua destilada 2 x 5 minutos

Tabla 1. Protocolo de desparafinado e hidratacion.

2. Analisis histologico

Para el estudio de la composicion, caracteristicas y estructura histoldgica de las diferentes

muestras se llevaron a cabo diferentes técnicas de tincion.

En primer lugar, se realizo la tincion topografica de Hematoxilina-eritrosina (H-Er) (7abla 2),
que nos permite observar los ntcleos celulares tefiidos en tonos de color azul o purpura gracias
a la hematoxilina, que es un colorante basico y tifie estructuras acidas; y el citoplasma y otras
estructuras extracelulares en tonos rosados debido a la eritrosina, que es un colorante 4cido vy,

por tanto, tifie estructuras basicas

Por otro lado, para el estudio del tejido conjuntivo y de la distribucion de la MEC, se utiliz6 la
tincion histoquimica Tricrémico de Masson (7abla 3), que, como su nombre indica, utiliza tres
colorantes: la hematoxilina de Weigert, la fucsina dcida y el azul de anilina que tifien los nucleos

celulares, el citoplasma celular y las fibras de coldgeno, respectivamente.

Ademas, para la deteccion de células cebadas, relacionadas con los procesos de inflamacion, se
realiz6 la tincién de Azul de Toluidina (7abla 4), que es un colorante metacromatico, es decir,
que, al unirse a determinados elementos de los tejidos, puede cambiar de color. Gracias a esta
propiedad, podemos diferenciar las células cebadas ya que sus granulos se observan en tonos

violetas.

Las tinciones descritas se desarrollaron siguiendo los protocolos expuestos a continuacion:

a. Tincion hematoxilina-eritrosina

Protocolo de tincion Hematoxilina-Eritrosina

Reactivo Duracion




Desparafinado e hidratacion

Hematoxilina de Harris 2 minutos
Agua corriente 5 minutos
Agua destilada 2 minutos

Eritrosina al 1% 1-2 minutos

Agua destilada

Lavado rapido

Tabla 2. Protocolo de tincion Hematoxilina-Eritrosina.

b. Tincion Tricromico de Masson

Protocolo de tincion Tricromico de Masson

Reactivo Duracion
Desparafinado e hidratacion
Solucion de Bouin
Solucion acuosa saturada de acido picrico (75 20 horas
ml), Formol 37-40 % (25 ml) y dcido acético
glacial (5 ml)
Agua corriente 5 minutos
Agua destilada 1 minuto
Hematoxilina férrica de Weigert 10 minutos
Agua corriente 5 minutos
Agua destilada 1 minuto
Solucion de Biebrich escarlata-fucsina 4cida
Escarlata de Biebrich 1% (90 ml), fucsina acida 1 minuto

1% (9 ml), acido acético glacial (1ml)

Agua destilada

Lavado rapido

Acido fosfofingstico- acido fosfomolibdico al 5%

2 minutos

Agua destilada Lavado rapido
Azul de Anilina al 2,5% 5 minutos
Agua destilada 1 minuto
Acido acético glacial al 1% 4 minutos

Tabla 3. Protocolo de tincion Tricromica de Masson

c. Tincion Azul de Toluidina




Protocolo de tincion Azul de Toluidina

Reactivo Duracion
Azul de Toluidina al 0,5% 4 minutos
Agua destilada 1 minuto

Tabla 4. Protocolo de tincion Azul de Toluidina

3. Inmunohistoquimica

Ademas del estudio de las muestras mediante los métodos de tincidon convencional, también se
llevé a cabo un analisis inmunohistoquimico. Gracias a este método podemos detectar proteinas
de interés a nivel celular y tisular mediante el uso de anticuerpos dirigidos especificamente
contra dichas proteinas o antigenos dando lugar a la reaccion antigeno-anticuerpo, la cual

podemos detectar de diferentes maneras.

En este trabajo, para la deteccion de la reaccion antigeno-anticuerpo, utilizamos dos métodos
inmunohistoquimicos indirectos, un método inmunoenzimatico, la inmunoperoxidasa, y la
inmunofluorescencia. En el método inmunoenzimatico, el anticuerpo primario se une de manera
especifica al antigeno correspondiente en el tejido, sin embargo, esta interaccion aun no es
detectable. Para poder observar estas interacciones, utilizamos un anticuerpo secundario que se
va a unir al anticuerpo primario y, que, ademas, se encuentra biotinilado; esto va a permitir que
la estreptavidina, conjugada con la enzima peroxidasa, se una al anticuerpo secundario
biotinilado. Por ultimo, la interaccion de la enzima con su sustrato, el peréxido de hidrogeno
va a dar como producto de la reaccion agua (H»O) y oxigeno atémico (O°). Este oxigeno
liberado provoca la oxidacioén del cromdgeno 3’3-diaminobenzidina (DAB) que formaréd un
precipitado de color marroén, visible al microscopio e indicador de la interaccion del anticuerpo
con el antigeno de interés. Tanto el perdxido de hidrogeno como la DAB forman parte de la

sustancia reveladora utilizada al final del protocolo.

En el caso del método de inmunofluorescencia, el anticuerpo secundario utilizado para detectar
la interaccion antigeno-anticuerpo primario presenta un fluorocromo. De esta forma, mediante
un microscopio de fluorescencia se excitan estas moléculas con luz a una determinada longitud
de onda y estas emiten luz a una longitud de onda mayor lo que, haciendo uso del filtro adecuado

en cada caso, nos permite observar las interacciones antigeno-anticuerpo en la muestra.
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A continuacién, se muestra el protocolo general para la realizacion de la

inmunohistoquimica (7abla 5).

tincion

Protocolo para tincion inmunohistoquimica

Reactivo Duracion

Desparafinado e hidratacion

Lavado con TBS 1X

Tris Buffer Saline | pH 7,4 2 X 5 minutos

Desenmascarar
14 . 1 O,
Incubacion secciones en TC (Tampon Citrato | pH 6) 5 minutos a 90°C

Lavado con TBS 1X

Tris Buffer Saline | pH 7,4 2 X 5 minutos

Bloqueo de sitios de union inespecificos
Incubacion con Caseina 0,5% o SBF (Suero Bovino Fetal) en 30 minutos
TBS

Lavado con TBS 1X

Tris Buffer Saline | pH 7,4 3 x 5 minutos

Lavado con TBS-Triton X-100 0,2%

Disolucién Triton X-100 al 0,2% en TBS 10 minutos

Incubacion con anticuerpo primario (a) especifico a

disolucion apropiada en TBS-Triton X-100 24 horas a T ambiente

Lavado con TBS 1X

Tris Buffer Saline | pH 7,4 3 x 10 minutos

Lavado con TBS-Triton X-100 0,2%

Disolucién Triton X-100 al 0,2% en TBS 10 minutos

Incubacién con anticuerpo secundario (b) a dilucion

apropiada en TBS-Triton X-100 I'hora

Lavado con TBS 1X

Tris Buffer Saline | pH 7,4 3 x 5 minutos

Lavado con TBS-Triton X-100 0,2%

Disolucién Triton X-100 al 0,2% en TBS 10 minutos

Continuacion del protocolo para el método inmunoenzimatico

Incubacion con Streptavidina-Peroxidasa

En dilucion 1/1000 en TBS-Tritén X-100 I'hora

Lavado con TBS 1X

Tris Buffer Saline | pH 7,4 3 x 5 minutos

Lavado con Tris-HCI pH 7,6 5 minutos

Revelado
Solucion de 3°3-Diaminobenzidina al 0,02% y H20: al 0,02% en Tris-HCI pH 7,6

Parar revelado y lavar con TBS 1X

Tabla 5. Protocolo para tincion de inmunohistoquimica

a. Antisueros y anticuerpos primarios.
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Para estudiar la presencia de las diferentes proteinas en las distintas muestras se utilizaron los

siguientes antisueros policlonales:

e Anti Human-CD68 pAb obtenido de conejo a dilucion 1/100
e Anti Bovine-Collagen Type I pAb a dilucién 1/100.

e Anti Human-Ki67 pAb a dilucion 1/150

e Anti Human CD34 pAb a dilucién 1/100.

e Anti Human a-SMA mAb a dilucién 1/100.

b. Anticuerpos secundarios

e Donkey anti Rabbit IgG Biotin a dilucion 1/1000.

e Estreptavidina conjugada con peroxidasa a dilucion 1/1000.
e Goat anti Rabbit IgG conjugado a Cy3 a dilucién 1/300

e Goat anti mouse IgG Alexa 488 a dilucion 1/300

4. Deshidratacion y montaje

Una vez finalizadas las técnicas de tincion, y previo al estudio de las muestras en el microscopio
optico se llevo a cabo la deshidratacion y el montaje con Eukitt de las muestras, siguiendo el

protocolo mostrado a continuacion (7abla 6).

Protocolo de deshidratacion y montaje

Reactivo Duracion (minutos)

Alcohol 96°
Alcohol 100° 1
Alcohol 100° 11

Xilol I
Xilol I

Al |||

Montaje con Eukitt

Tabla 6. Protocolo de deshidratacion y montaje

5. Analisis de las muestras

Las muestras se estudiaron utilizando un microscopio optico Leica DM4000 B, con lampara de
fluorescencia (Leica ebq 100. ISOLATED). La captura de imagenes y el andlisis de las mismas
se realizd utilizando la camara digital Leica DFC300 FX y el software de andlisis de imagen

Leica Q-Win (Leica, Barcelona, Espaia), respectivamente.
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a. Analisis semicuantitativo

L. Contaje de células cebadas

Con el objetivo de comparar del nimero de células cebadas entre el leiomioma y el miometrio

sano, se llevod a cabo un conteo celular de las muestras tefiidas con Azul de Toluidina.

IL. Contaje de macrofagos

Con el objetivo de comparar el nimero de macrofagos entre el leiomioma y el miometrio sano,
se realizo un contaje de células CD68-inmunorreactivas (CD68-ir) en las muestras analizadas

mediante inmunohistoquimica.

III.  Analisis de la expresion de la proteina Ki67

Con el objetivo de comparar el nivel de proliferacion celular en las muestras de leiomioma y
miometrio sano, se llevo a cabo un contaje de células Ki67-inmunorreactivas (Ki67-ir) en las

muestras analizadas.

Para llevar a cabo los contajes, se tomaron 6 fotografias con el objetivo de 40x de distintas
zonas de cada muestra, elegidas al azar. Luego, se realiz6 el conteo de células en cada campo
fotografiado utilizando el software libre de procesamiento de imagen ImageJ (NIH, Bethesta,

Maryland).

IV. Calculo de areas

Mediante ImageJ (NIH, Bethesta, Maryland) se midio el area correspondiente a la MEC y al
Colageno I inmunorreactivo (Col I-ir) en muestras de leiomioma y miometrio sano. Ademas,
se compararon los dos tejidos tanto en pacientes sin tratamiento como en pacientes tratadas con
UPA. Para ello, se tomaron 6 fotografias con el objetivo de 20x de diferentes campos de las
muestras, elegidos al azar, y luego se analizaron mediante el software libre de procesamiento

de imagen ImageJ (NIH, Bethesta, Maryland).

V. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se compararon mediante el analisis de la varianza de una via (ANOVA

I). Para ello se utiliz6 el paquete estadistico IBM SPSS Statistic 27.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,

13



E.E.U.U). Los resultados se expresan como media £+ DE y se consideran diferencias

estadisticamente significativas valores de p < 0,05.

Resultados

1. Analisis de la matriz extracelular (MEC) en miometrio y leiomioma de
pacientes control y tratadas con UPA

a. Pacientes control

Cualitativamente, los resultados obtenidos con la tincién de Masson mostraron diferencias en
la distribucion y proporcion de la MEC respecto de las células musculares, entre el tejido
miometrial y el lelomiomatoso. Como podemos observar en la Figura 3.1, las células de mtsculo
liso del miometrio se encuentran agrupadas en grandes paquetes bien definidos y rodeados por
MEC. Sin embargo, en el leiomioma (Figura 3.1I), las células de musculo liso se distribuyen
desorganizadamente en paquetes mas pequefios o incluso de forma aislada y, ademas, se

encuentran rodeadas por mayor cantidad de MEC.

Figura 3. Distribucion de la MEC en miometrio (I) y leiomioma (II) en pacientes control. Tincion tricromica de Masson: células
musculares lisas en rojo y MEC en azul. Paquetes de células musculares indicados con flechas. Barra de escala: 100 um.

a. Pacientes tratadas con UPA

Después del tratamiento con UPA, las células de musculo liso en el tejido miometrial se
encuentran agrupadas en paquetes, de la misma forma que en pacientes control, pero con una
apariencia menos organizada. En el caso del tejido leiomiomatoso, la distribucion celular sigue
siendo similar a la que se observo en las muestras de pacientes control, pero la cantidad de MEC

aparece reducida, al igual que en el tejido miometrial (Figura 4).
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Figura 4. Distribucién de la MEC en miometrio (I) y leiomioma (II) en pacientes tratadas con UPA. Tincién tricromica de Masson: células
musculares lisas en rojo y MEC en azul. Paquetes de células musculares indicados con flechas. Barra de escala: 100 um.

El anélisis semicuantitativo de los resultados muestra que el porcentaje de area ocupada por la
MEC, en muestras de pacientes control, es mayor en el tejido leiomiomatoso que en el
miometrial, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (Grafica 1). Tras el tratamiento
con UPA, se observa una reduccion proporcional en el porcentaje de MEC en ambos,
manteniéndose la diferencia. Al igual que en las pacientes control, esta diferencia es

estadisticamente significativa (Grafica 2).

100 % MEC en muestras de pacientes control %MEC en muestras de pacientes tratadas con
T UPA
p<0,001 100 - p<0,05
80 H
80 ~
O 60 A
= T Q 60
X 40 A * = *
¥ 40 A *
20 A 20
0 - 0 -
m Miometrio M Leiomioma B Miometrio M Leiomioma

Grdfica 1. Porcentaje de MEC en miometrio (rosado)y  Grdfica 2. Porcentaje de MEC en miometrio (rosado) y
leiomioma (rojo) en muestras de pacientes control. leiomioma (rojo) en muestras de pacientes tratadas con UPA

Las graficas 3 y 4 muestran las diferencias en los porcentajes de MEC en el miometrio y el
leiomioma, en las pacientes control y tratadas con UPA, siendo la reduccion en ambos tejidos

tras el tratamiento de un 11,68% en el miometrio y de un 14,31% en el leiomioma.

% MEC en miometrio % MEC en leiomioma
100 1 p<0,05 100 1 p<0,05
80 -+ 80 -
E 60 hJE’ 60 aTn
*
X 40 A ? * 2 40 -
20 A 29,962 ﬁ 20 A 43,240
0 0
Control M Tratadas con UPA Control M Tratadas con UPA

Grdfica 3. Porcentaje de MEC en miometrio en muestras de  Grdfica 4. Porcentaje de MEC en leiomioma en muestras de
pacientes control (azul claro) y tratadas con UPA (azul) pacientes control (azul claro) y tratadas con UPA (azul)
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2. Analisis de la presencia del Colageno I en miometrio y leiomioma de pacientes
control y tratadas con UPA

a. Pacientes control

El andlisis inmunohistoquimico del Colageno tipo I (Col I) muestra que esta proteina estd
presente de forma diferencial en el tejido miometrial y leiomiomatoso. Mientras en el miometrio
se observa inmunorreactividad sobre todo en la MEC, rodeando a los paquetes de células
musculares (Figura 5.1), en el leiomioma (Figura 5.1I), vemos que esta proteina también esta

presente en las células musculares.

Figura 5. Distribucién de Colageno I en miometrio (I) y leiomioma (II) en pacientes control. Inmunohistoquimica (revelado con
DAB). Zonas de expresion de Colageno I sefialadas con flechas. Barra de escala: 100 pm.

a. Pacientes tratadas con UPA

Después del tratamiento con UPA, la inmunorreaccion del Colageno I es similar a la observada
en las muestras de pacientes control. En la Figura 6.1 podemos ver en el tejido miometrial la
presencia de colageno I fundamentalmente en la MEC, mientras que, en el tejido leiomiomatoso
(Figura 6.I1I) se detecta tanto en la MEC como en las células musculares, aunque en un

porcentaje mas reducido que en las muestras de pacientes control

Figura 6. Distribucion de Colageno I en miometrio (I) y leiomioma (II) en pacientes tratadas con UPA. Inmunohistoquimica (revelado
con DAB). Zonas de expresion de Colageno I sefialadas con flechas. Barra de escala: 100 pm.
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Semicuantitativamente, el porcentaje de area Col I-ir que detectamos en el tejido miometrial y
el lelomiomatoso no muestra diferencias en las pacientes control (Grafica 5). Sin embargo, en
las pacientes tratadas con UPA, se observa mayor porcentaje de area Col I-ir en el tejido

miometrial, respecto al leiomiomatoso, siendo esta diferencia estadisticamente significativa

(Grafica 6)
% Colageno | en muestras de pacientes control % Colageno | en muestras de pacientes tratadas
10 - con UPA
10 - p<0,05
8
8 4
- 6 4 %k
° = 6 1 T
< 3 *
* 4 7,224 = 4
2 - 5 | 5,021
0 0
Miometrio Leiomioma Miometrio m Leiomioma
Grdfica 5. Porcentaje de Coligeno I en miometrio Grdfica 6. Porcentaje de Coligeno I en miometrio
(amarillo) y en leiomioma (verde oscuro) en muestras de  (amarillo) y en leiomioma (verde oscuro) en muestras de
pacientes control pacientes tratadas con UPA

El tratamiento con UPA en ambos tejidos, miometrio y leiomioma, produce una disminucioén
en el porcentaje de area Col I-ir, siendo de un 2,2% en el miometrio y de un 4,92% en el
leiomioma. Si bien en el miometrio (Grafica 7) las diferencias no son estadisticamente

significativas, si lo son en el leiomioma (Gréfica 8).

% Colageno | en Miometrio % Colageno | en Leiomioma
10,00 1~ 10,00 1-
p<0,001
8,00 - [ 8,00 A *
T
= 600 - = 6,00 -
o] o]
o (o] *
X . X g
4,00 7,224 4,00 6,961
2,00 4 2,00 -
0,00 0,00
Control m Tratadas con UPA Control m Tratadas con UPA

Grdfica 7. Porcentaje de Colageno I en miometrio en muestras  Grdfica 8. Porcentaje de Colageno I en leiomioma en
de pacientes control (beige) y tratadas con UPA (marrén) muestras de pacientes control (gris) y tratadas con UPA
(marrdn)

3. Analisis de las células cebadas en miometrio y leiomioma de pacientes control
y tratadas con UPA

a. Pacientes control

En las muestras de pacientes control se observan diferencias estadisticamente significativas en
el porcentaje de células cebadas entre el miometrio y el leiomioma (Figura 7), siendo mayor el

namero de estas en el tejido leiomiomatoso. (Grafica 9).
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Figura 7. Células cebadas en miometrio (I) y leiomioma (II) control, indicadas con flechas. Tinciéon Azul de Toluidina. Barra
de escala: 100 um, inserto 25 um.

a. Pacientes tratadas con UPA

Después del tratamiento con UPA, el nimero de células cebadas disminuye en el leiomioma y
aumenta ligeramente en el miometrio, con respecto a las pacientes control. Comparando ambos
tejidos (Figura 8), el numero de células cebadas continua siendo ligeramente superior en el

leiomioma (Grafica 10).
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Figura 8. Células cebadas en miometrio (I) y leiomioma (II) tratados con UPA, indicadas con flechas. Tinciéon Azul de Toluidina. Barra de
escala: 100 pm

Porcentaje de células cebadas en muestras de Porcentaje de células cebadas en muestras de
pacientes control pacientes tratadas con UPA
10 - p<0,05 10 -

wv wv

] 3

S 8 A S 8 A

Qo Q

8 64 8 64

w w

o ©

=2 4 4 3 4

g * g

S 21 * S 21 T

X T B 1,13

0 0,793 0 ZJ

Miometrio m Leiomioma Miometrio m Leiomioma

Grdfica 9. Porcentaje de células cebadas en miometrio (lila) y  Grdfica 10. Porcentaje de células cebadas en miometrio (lila) y
leiomioma (morado) en muestras de pacientes control. leiomioma (morado) en muestras de pacientes tratadas con UPA

18



Si realizamos un analisis comparativo en ambos tejidos, podemos ver que, en el caso del
miometrio, existe un aumento del 0,34% en el porcentaje de células cebadas después del
tratamiento con UPA, mientras que en el tejido leiomiomatoso la proporcion de células cebadas
se reduce en un 0,62% (Gréaficas 11 y 12). En ninguno de los dos casos, las diferencias son

estadisticamente significativas.

Porcentaje de células cebadas en miometrio Porcentaje de células cebadas en leiomioma
10 1 10 -
v
‘ﬁ 8 1 8 8 -
3 38
3 6 8 6 -
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3 =]
3 i 3 4
3 4 E
Q
hel 2 4 el 2 - '|'
xR
i _ofn : ) - i
0 1,13 o
m Control Tratadas con UPA u Control Tratadas con UPA

Grdfica 11. Porcentaje de células cebadas en miometrio Grdfica 12. Porcentaje de células cebadas en leiomioma
control (gris) y tratado con UPA (beige) control (gris) y tratado con UPA (beige)

4. Analisis de la presencia de macrofagos (células CD68-ir) en miometrio y

leiomioma de pacientes control y tratadas con UPA.

a. Pacientes control

Cualitativamente, la presencia de macrofagos (células CD68-ir) es variable entre las diferentes
muestras analizadas (Figura 9), no pudiéndose determinar claramente las diferencias entre
miometrio y leiomioma. De igual forma, el andlisis semicuantitativo no muestra diferencias
significativas entre ambos tejidos, si bien la presencia de inmunorreactividad para esta proteina

es ligeramente superior en el leiomioma. (Grafica 13).
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Figura 9. Macroéfagos (células CD68-ir) en miometrio (I) y leiomioma (II) control, indicados con flechas.
Inmunohistoquimica (revelado con DAB). Barra de escala: 100 pm, inserto 25 pm.
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a. Pacientes tratadas con UPA

En las muestras de pacientes tratadas con UPA, el andlisis cualitativo (Grafica 14) y
semicuantitativo (Figura 10), muestra diferencias estadisticamente significativas en el nimero
de células CD68-ir entre el miometrio y el leiomioma, siendo el miometrio el que mayor numero

presenta.

Figura 10. Macroéfagos (células CD68-ir) en miometrio (I) y leiomioma (II) tratados con UPA, indicados con flechas.
Inmunohistoquimica (revelado con DAB). Barra de escala: 100 pm.

Células CD68-ir en muestras de pacientes Células CD68-ir en muestras de pacientes
control tratadas con UPA
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Grafica 13. Niimero medio de macrofagos (células CD68-ir) Grdfica 14. Numero medio de macréfagos (células CD68-ir) en
en miometrio (beige) y leiomioma (marrén) control. miometrio (beige) y leiomioma (marroén) tratados con UPA.

Comparando el tejido miometrial y leiomiomatoso por separado (Grafica 15 y 16), podemos
observar que, tras el tratamiento con UPA, tiene lugar un aumento del nimero de células CD68-
ir en el miometrio, mientras que en el leiomioma se produce una notable disminucion. Mientras
que las diferencias que encontramos en el miometrio sin y con tratamiento no son

estadisticamente significativas, si lo son en el leiomioma.
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Numero de células CD68-ir en miometrio Numero de células CD68-ir en leiomioma
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Grdfica 15. Niimero medio de macrofagos (células CD68-  Grdfica 16. Namero medio de macréfagos (células CD68-
ir) en miometrio en muestras control (gris) y tratadas con ir) en leiomioma en muestras control (gris) y tratadas con
UPA (beige). UPA (beige).

5. Analisis de la presencia de miofibroblastos como indicadores de inflamacion
cronica y produccion de fibrosis anormal en miometrio y leiomioma de

pacientes control y tratadas con UPA.

El andlisis de células CD34-ir/aSMA-ir pone de manifiesto la presencia de miofibroblastos en
la MEC del miometrio y el leiomioma, en las muestras de pacientes control (Figura 11) y
tratadas con UPA (Figura 12). Cualitativamente, no se observan miofibroblastos en el tejido

miometrial de pacientes control, mientras que si se observan en el tejido leiomiomatoso (Figura

).

Figura 11. Tejido miometrial (I) y de leiomioma (II), de pacientes control, analizado mediante inmunofluorescencia. a-Actina de
musculo en rojo, MEC en verde y nticleos celulares en azul (DAPI). Miofibroblastos indicados con flechas. Barra de escala: 100 pm, inserto
25 pm.

Por el contrario, tras el tratamiento con UPA, se observan miofibroblastos tanto en el tejido

miometrial como leiomiomatoso, siendo mas abundantes en este ultimo (Figura 12)
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Figura 12. Tejido miometrial (I) y de leiomioma (II), de pacientes tratadas con UPA, analizado mediante inmunofluorescencia. o-
Actina de mtisculo en rojo, MEC en verde y nucleos celulares en azul (DAPI). Miofibroblastos indicados con flechas. Barra de escala: 100
pm, insertos 25 pm.

6. Analisis de la presencia de Ki67 en miometrio y leiomioma de pacientes
control y tratadas con UPA.

a. Pacientes control

Cualitativamente, tanto el tejido miometrial como el leiomiomatoso, presentan células Ki67-ir.
La inmunorreactividad se observa tanto en el nicleo como en el citoplasma, siendo el tejido
leiomiomatoso el que presenta un mayor nimero de células con inmunorreaccion nuclear, asi
como mayor intensidad en la inmunorreaccion, comparado con el tejido miometrial (Figura 13).
El anélisis semicuantitativo muestra que el numero de células Ki67-ir es mayor en el miometrio
que en el leiomioma siendo estas diferencias estadisticamente significativas (Grafica 17).
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Figura 1 3 Expresmn de la protema Ki67 en miometrio (I) y leiomioma (II) en pacientes control Inmunohlstoqulmlca
(revelado con DAB). Células inmunorreactivas sefialadas con flechas. Circulo negro: célula con inmunorreaccion nuclear.
Circulo blanco: célula con inmunorreaccion citoplasmatica. Barra de escala: 100 pm.

b. Pacientes tratadas con UPA

En las pacientes tratadas con UPA, tanto el tejido miometrial como el leiomiomatoso presentan

células Ki67-ir, aunque en este caso, la intensidad de la inmunorreaccién es mayor en el
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miometrio que en el leiomioma (Figura 14). El andlisis semicuantitativo muestra resultados
similares a los obtenidos en las pacientes control, siendo el tejido miometrial el que presenta
mayor numero de células Ki67-ir (Grafica 18). El analisis estadistico muestra que las

diferencias observadas son estadisticamente significativas.

Figura 14. Expresion de la proteina Ki67 en miometrio (I) y leiomioma (II) en pacientes tratadas con UPA. Inmunohistoquimica (revelado
con DAB). Células inmunorreactivas sefialadas con flechas. Circulo negro: inmunorreaccion nuclear. Circulo blanco: inmunorreaccion
citoplasmatica. Barra de escala: 100 pm.
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Grdfica 17. Numero medio de células Ki67-ir en miometrio Grdfica 18. Numero medio de células Ki67-ir en miometrio
(marron claro) y leiomioma (marron oscuro) en muestras de (marron claro) y leiomioma (marron oscuro) en muestras de
pacientes control. pacientes tratadas con UPA

Cuando se comparan miometrio y leiomioma por separado (Graficas 19 y 20), vemos que el
tratamiento con UPA provoca una ligera disminucion en el nimero de células Ki67-ir en el

miometrio, mientras que en el leiomioma ocurre lo contrario.

Células Ki67-ir en miometrio Células Ki67-ir en leiomioma
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Grdfica 19. Namero medio de células Ki67-ir en miometrio en Grdfica 20. Namero medio de células Ki67-ir en leiomioma en
muestras de pacientes control (marrén claro) y tratadas con UPA muestras de pacientes control (marron claro) y tratadas con UPA
(marrén oscuro) (marrén oscuro)
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Discusion

Las principales aportaciones de este trabajo han sido: en leiomioma y miometrio adyacente de
pacientes control: 1. Confirmar que la MEC es mas abundante en el leiomioma que en el
miometrio adyacente si bien esto no se corresponde con una diferencia significativa en la
presencia de colageno I. 2. En cuanto a la presencia de células proinflamatorias, hubo
diferencias significativas en la presencia de células cebadas, mas abundantes en leiomioma,
pero no en la presencia de macrofagos. De la misma forma los miofibroblastos solo estuvieron
presentes en el tejido leiomiomatoso. 3. El numero de células Ki67-ir fue significativamente

mayor en el miometrio que en el leiomioma.

Después del tratamiento con UPA, en las muestras de leiomioma y miometrio adyacente
estudiadas observamos una respuesta diferencial al medicamento. Si bien la MEC y el coldgeno
I se redujeron en ambos tejidos, las células cebadas aumentaron ligeramente en el miometrio
disminuyendo en el leiomioma, de la misma forma que los macrofagos y los miofibroblastos.
Por otro lado, las células Ki67-ir disminuyeron ligeramente en el miometrio mientras que

aumentaron en el leiomioma.

Como se muestra en la literatura, la mayor acumulacion de MEC en el tejido leiomiomatoso en
comparacion con el miometrial, es una de las principales caracteristicas que presentan estas
neoplasias (Islam et al., 2018). Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que, a nivel
general, el porcentaje de area ocupada por la MEC es significativamente mayor en el tejido
leiomiomatoso. Nuestros resultados coinciden con lo observado por numerosos autores sobre
la presencia de MEC en leiomiomas, mayoritaria en relacion a las células musculares presentes

en el tejido (Malik et al., 2010).

Algunos estudios como el de Flake etal. en 2018 sobre la histologia de los leiomiomas,
muestran que la estructura organizada y la orientacion paralela de las células musculares en el
miometrio sano, contrasta con la disposicion desorganizada de estas células en el leiomioma, al
igual que la cantidad de MEC que las rodea. Esto parece estar en relacion con los cambios
fenotipicos de las células musculares leiomiomatosas durante el desarrollo del tumor. Nuestros
resultados guardan relacion con estos hechos ya que observamos que las células musculares del
miometrio presentan una orientacion similar y se disponen en grupos bien diferenciados, y

rodeados por MEC; mientras que en el tejido leiomiomatoso los grupos de células presentan
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una estructura desorganizada, en algunos casos incluso se presentan de forma aislada, y la

cantidad de MEC circundante es mayor.

Algunos autores (Fujisawa & Castellot, 2014), consideran que el aumento en la deposicion de
MEC se debe a una sobreproduccion de colageno I, uno de los principales componentes de la
MEC. Es por ello, que esta proteina es mas abundante en el tejido leiomiomatoso (Leppert et al.,
2004) que en el tejido miometrial. Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo
mostraron una cantidad mayor de coldgeno I en el tejido miometrial, si bien la diferencia con

el tejido leiomiomatoso no fue estadisticamente significativa.

El desarrollo de los leiomiomas a partir del miometrio puede originarse en respuesta a un estado
de inflamacion crénica en este tejido, con la participacion de diferentes células y factores
proinflamatorios (Chegini, 2010). Estos factores y células implicadas en la inflamacioén, como
las células cebadas y los macrofagos, fueron estudiados por Protic et al. en 2016. En este
estudio, los autores vieron que la presencia de células cebadas era mayor en el tejido
leiomiomatoso que en el miometrial, diferencias que no eran significativas debido a la
variabilidad entre las muestras procedentes de distintas pacientes. Estos investigadores también
mostraron que el nimero de macrofagos era mayor en el tejido leiomiomatoso que en el
miometrial, lo cual refuerza la teoria de que estas células juegan un papel importante en los
mecanismos que promueven el desarrollo de los leiomiomas (Protic ef al., 2016). En cuanto a
nuestros resultados, el analisis semicuantitativo mostrdo un aumento, estadisticamente
significativo, del nimero de células cebadas en el tejido leiomiomatoso, en comparacion con el
miometrial. No obstante, al examinar las muestras individualmente, la presencia de células
cebadas fue variable tanto entre las muestras de miometrio como de leiomioma, lo que puede
deberse a la variabilidad y heterogeneidad de los leiomiomas (Protic et al., 2016). Los
resultados mostraron que el niimero de macrofagos presente en el tejido leiomiomatoso fue
mayor que en el tejido miometrial, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa;
no obstante, es destacable el elevado numero de macrofagos presentes en el miometrio, lo que
podria ser debido a que se trata de miometrio adyacente, proximo al tumor, lo que fue también
observado por Protic et al. en 2016. En conjunto, los resultados obtenidos también indican la
presencia de un estado inflamatorio en el miometrio que podria dar lugar a la formacion de

leiomiomas.
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Los miofibroblastos juegan un papel importante en el desarrollo de fibrosis patologica, ya que
son los responsables de la produccion excesiva de MEC, promoviendo el crecimiento del tumor
(Islam et al., 2018). Es por ello por lo que en este trabajo analizamos la presencia de estas
células en las muestras de miometrio y leiomioma; como resultado, observamos que el tejido
miometrial de pacientes control carecia de miofibroblastos, si bien estaban presentes en el tejido
leiomiomatoso. La presencia de estas células en el leiomioma apoyaria el hecho de que un mal
funcionamiento de los miofibroblastos, que resulta en la sobreproduccion de MEC, contribuiria

al desarrollo del tumor (Protic et al., 2016).

Otro aspecto estudiado en este trabajo fue el nivel de proliferacion celular existente en el
miometrio y el leiomioma, para ello analizamos inmunohistoquimicamente la presencia del
antigeno Ki67, marcador de proliferacion celular y, por tanto, del crecimiento del tumor (Li
et al., 2015). Curiosamente, los resultados obtenidos mostraron un numero significativamente
mayor de células Ki67-ir en el tejido miometrial comparado con el leiomiomatoso. Este
resultado se contradice con lo expuesto por diferentes autores (Li et al., 2015; Eulalio Filho
et al., 2019), los cuales coinciden en que la mayor expresion de este antigeno, y, por tanto, la
tasa mas alta de proliferacion celular tiene lugar en el tejido leiomiomatoso. Sin embargo, el
estudio realizado por Flake et al. en 2018, propone la hipotesis de que el nivel de proliferacion
celular esta relacionado con la fase de crecimiento en la que se encuentra el leiomioma, de esta
forma, explican que la actividad mitética del tumor es mas frecuente en aquellos de pequefio
tamano, mientras que en los de gran tamafio la tasa de proliferacion celular se ve reducida, lo

que podria explicar los resultados obtenidos, al haber analizado tumores de gran tamaiio.

Actualmente, los tratamientos disponibles para el manejo clinico de los leiomiomas se basan
en modular la influencia de determinadas hormonas, como la progesterona, debido a su
implicacion en la proliferacion celular y, por lo tanto, en el desarrollo y crecimiento del tumor
(Szydtowska et al., 2021). Uno de los farmacos mas utilizados es el UPA, un modulador
selectivo de los receptores de progesterona (SPRMs), cuya eficacia, en tratamientos a largo
plazo, disminuye el volumen del tumor, principalmente debido a la reduccion de la MEC y del

indice de proliferacion celular (Shin et al., 2018; Szydlowska et al., 2021; Courtoy et al., 2015).

Escasa o nula informacion ha sido, sin embargo, reportada en cuanto a la accion del tratamiento
con UPA en miometrio. En algunos casos, Cox et al. 2018, los investigadores no observaron

ningun efecto, al menos en la presencia de Col I, del tratamiento sobre el miometrio. En el
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presente trabajo, con pacientes tratadas durante un periodo corto de tiempo, se analizaron los
efectos de este medicamento en el tejido miometrial y leiomiomatoso. Los resultados del
tratamiento con UPA mostraron una disminucion significativa en el porcentaje de MEC de un
11,68% y de un 14,31% en el miometrio y leiomioma, respectivamente. De igual forma, se
redujo el porcentaje de coldgeno I en un 2,20% en miometrio y un 4,92% en el leiomioma tras
el tratamiento con UPA, siendo la disminucion en el leiomioma, estadisticamente significativa.
A pesar de estos cambios, el tamafio de los leiomiomas se redujo levemente o no presento

reduccion después del tratamiento.

Un dato interesante obtenido en este trabajo es la diferencia observada entre miometrio y
leiomioma en cuanto a la presencia de células proinflamatorias después del tratamiento con
UPA. El nimero de células cebadas se vio ligeramente afectado por la administracion del UPA;
en el caso del tejido miometrial, la presencia de estas células aument6 en un 0,34%, mientras
que en el tejido leiomiomatoso se redujo en un 0,62%. En ninguno de los casos las diferencias
fueron significativas. En cuanto a los macrofagos, el tratamiento con UPA provocd un aumento
no significativo en el nimero de células CD68-ir en el miometrio, mientras que en el leiomioma
tuvo lugar una disminucion significativa de estas células. Aun observando el efecto del
tratamiento con UPA en ambos tejidos, en la actualidad, el papel de los SPRMs en la reduccion
de la fibrosis es algo incierto. No obstante, un estudio reciente realizado por Lewis et al., en
2019, demuestra que el tratamiento con UPA puede inhibir la fibrosis del leiomioma al reducir
los niveles de TGF-B3 activo y disminuir la sefializacion a través de la via candénica. Los
resultados obtenidos respaldan este hecho ya que el UPA provoca una disminucion del nimero
de macrofagos en el leiomioma, siendo el TGF-8 el principal factor de crecimiento liberado por

estas células (Protic et al., 2016).

Otro tipo celular importante en la produccién de fibrosis, son los miofibroblastos que se
encuentran presentes en el tejido leiomiomatoso (Islam et al., 2018); a pesar de ello, debido al
efecto de reduccion de la MEC causado por el tratamiento con UPA, se podria pensar que la
presencia de estas células se viese reducida tras el tratamiento, sin embargo, nuestros resultados
muestran la presencia de estas células tanto en el tejido leiomiomatoso como interesantemente,
en el tejido miometrial, después del tratamiento. El proceso de diferenciacion de los
miofibroblastos que tiene lugar durante la produccion de fibrosis, estd inducido por factores de
crecimiento como los TGF-Bs y la Activina-A (Islam et al., 2018); por lo que los resultados

obtenidos podrian estar relacionados con lo expuesto por Lewis etal. (2019). Asi, si el
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tratamiento con UPA no interrumpe la via de sefalizacion de TGF-B3, la formacion de los

miofibroblastos seguiria siendo posible, y por ello se encuentran en el tejido tratado.

En ultimo lugar, otro de los efectos que se conoce bien del tratamiento con UPA, es la
disminucién de la proliferacion celular mediante la estimulacion de la apoptosis y el aumento
de la expresion de las proteinas implicadas en la regulacion del ciclo celular (Szydlowska et al.,
2021). Por el contrario, los resultados muestran un aumento, no significativo, en el nimero de
células Ki67-ir en el tejido leiomiomatoso tras el tratamiento con UPA, lo que podria estar
causado por el corto periodo de tratamiento, que no influye practicamente en el crecimiento del
leiomioma, ademas de la distinta respuesta observada en distintas pacientes y/o en distintos

leiomiomas (Courtoy et al., 2015).

En conjunto, los resultados obtenidos y la bibliografia consultada muestran que, a pesar de la
alta incidencia, la investigacion sobre los leiomiomas sigue siendo insuficiente ya que aun se
desconocen los mecanismos exactos que desencadenan la formacion del tumor, aunque existen
numerosas hipotesis sobre este proceso. En lo que respecta a nuestro trabajo, parece existir una
relacion entre la inflamacion miometrial y la produccion de fibrosis, pudiendo ser una de las

vias principales que dan lugar al desarrollo de los leiomiomas, junto con la influencia hormonal.

Conclusiones
Las conclusiones extraidas del presente trabajo han sido las siguientes:

1. El tejido miometrial y leiomiomatoso presentan diferencias en cuanto a la organizacion de
las células de musculo liso y la distribucion de la MEC. Ademas, el leiomioma presenta un
porcentaje significativamente superior de MEC que el miometrio sano.

2. El porcentaje de area Col I-ir no mostré diferencias entre el tejido miometrial y
leiomiomatoso, aunque si se observaron diferencias en su distribucion en el tejido.

3. El tejido leiomiomatoso mostrd un mayor numero de células cebadas que el miometrial.
Asimismo, la presencia de estas células mostr6 variabilidad entre las muestras.

4. La presencia de macrofagos (células CD-68-ir) fue similar en miometrio y leiomioma.

5. Lapresencia de miofibroblastos en pacientes control solo se observo en el leiomioma.

6. El nimero de células Ki67-ir fue mayor en el tejido miometrial. No obstante, en el tejido

leiomiomatoso la intensidad de la inmunorreaccion fue superior.
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7.

8.

9.

El tratamiento con UPA caus6 una disminucion significativa en el porcentaje de MEC tanto
en el tejido miometrial como leiomiomatoso. De la misma forma, la presencia de colageno
I también se redujo, tras el tratamiento, principalmente en el leiomioma.

En el tejido leiomiomatoso, el tratamiento con UPA provoc6 una reduccién en el nlimero
de células cebadas y de macréfagos, aunque ambas aumentaron ligeramente en el tejido
miometrial.

Los miofibroblastos en muestras de pacientes tratadas con UPA no sélo estuvieron

presentes en el leiomioma, sino también en tejido miometrial.

10. Tras el tratamiento con UPA se observo un ligero aumento del nlimero de células Ki67-ir

en el tejido leiomiomatoso, mientras que en el tejido miometrial disminuyeron.

Conclusions

The conclusions drawn from this work have been the following:

1.

10.

Myometrial and leiomyomatous tissue have differences in the organization of smooth
muscle cells and the distribution of the ECM. In addition, leiomyoma has a significantly
higher percentage of ECM than healthy myometrium.

The percentage of Col I-ir area showed no differences between myometrial and
leiomyomatous tissue, although differences in tissue distribution were observed.
Leiomyomatous tissue showed a higher number of mast cells than myometrial. The
presence of these cells also showed variability between the samples.

The presence of macrophages (CD68-ir cells) was similar in myometrium and leiomyoma.
The presence of myofibroblasts in control patients was only observed in leiomyoma.

The number of Ki67-ir cells was higher in the myometrial tissue. However, in
leiomyomatous tissue the intensity of the immunoreaction was higher.

UPA treatment caused a significant decrease in the percentage of ECM in both myometrial
and leiomyomatous tissue. Similarly, the presence of collagen I was also reduced, after
treatment, mainly in leiomyoma.

In leiomyomatous tissue, UPA treatment led to a reduction in the number of mast cells and
of macrophages, although both increased slightly in the myometrial tissue.

Myofibroblasts in samples from patients treated with UPA were not only present in
leiomyoma, but also in myometrial tissue.

After UPA treatment, a slight increase in the number of Ki67-ir cells in lelomyomatous

tissue was observed, while in myometrial tissue they decreased.
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