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Resumen:

INTRODUCCION

Los tumores mesenquimales mas frecuentes en el Gtero, son los leiomiomas (LM). Esta
patologia tiene numerosas consecuencias médicas y sociales, siendo la causa mas
frecuente de histerectomia condicionando, en ocasiones, la fertilidad. Por otro lado su
contrapartida maligna, poco frecuente, los leiomiosarcomas (LMS), son tumores
agresivos, con escasas posibilidades terapéuticas tras la cirugia, y con una elevada
mortalidad. En la mayor parte de los casos, los LMS uterinos no surgen de un LM
previo, sino que son lesiones malignas de entrada.

Ambas entidades estan relacionadas con las fibras musculares lisas del miometrio y

presentan algunas semejanzas morfologicas e inmunohistoquimicas (IHQ).

Desde el punto de vista anatomopatoldgico, criterios como el pleomorfismo, el recuento
mitdtico, y la presencia de necrosis coagulativa son importantes en el diagndstico
diferencial. Asimismo, el crecimiento infiltrativo, y la invasion vascular son caracteres
sugestivos de malignidad, y, aunque de forma aislada, ningin criterio es definitivo de
malignidad, el conjunto de todos ellos permite en la mayor parte de los casos el correcto

diagndstico histopatologico.

A nivel inmunohistoquimico (IHQ), ambos grupos de tumores presentan marcadores de
diferenciacion de musculo liso (actina, desmina y h-caldesmoén); los LM suelen
presentar positividad frente a receptores de estrogenos (RREE) y menos frecuentemente
a receptores de progesterona (RRPP), siendo unicamente un tercio de los LMS positivos
frente a estos receptores hormonales. Otros hallazgos THQ, como la expresion de
proteinas reguladoras de la apoptosis (Bcl-2, Bax), del ciclo celular (p21, p27, pl6 y
p53) o de proliferacion (ki67) apoyan el diagndstico de malignidad. El receptor de
tirosinquinasa c-kit (CD117) suele ser negativo tanto en los LM como LMS, aunque se
han visto casos positivos en ambos grupos, con un patrén de positividad diferente y sin

relacion con la mutacion del gen c-kit ni con la supervivencia.

En cuanto a las alteraciones genéticas, los LM uterinos son procesos clonales en los que
aproximadamente el 60% de los casos no presentan alteraciones cromosoémicas. El 40%
restante presenta cambios genéticos no especificos de estos tumores, predominando la

traslocacion entre los cromosomas 12 y 14, deleciones de cromosoma 7,
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reorganizaciones de 6p21 y trisomias del cromosoma 12. Los LMS en cambio suelen
tener genotipos inespecificos mas complejos observandose en un subgrupo, mutaciones
somaticas en el ex6on 2 de la subunidad 12 del complejo mediador (gen MEDI2),

sugiriendo su desarrollo sobre un LM previo.

Mientras que el prondstico de los LM es excelente, en los LMS es poco favorable. El
factor pronostico fundamental en estos Gltimos tumores es el estadio quirtirgico, siendo
también significativa la edad y la invasion vascular. Algunos estudios han sugerido
como valor pronostico independiente, la expresion de receptores hormonales, y de las

proteinas p53, ki67 y Bel-2.

El tratamiento de los LM depende de multiples factores. La clinica, localizacion,
tamafo tumoral, la edad y los deseos reproductivos de la paciente, llevan a decidir entre
un abanico muy amplio de tratamientos. El tratamiento de los LMS uterinos, de entrada,
es quirurgico aunque completandolo en funcién del estadio, con la radioterapia (RT) y

la quimioterapia (QT).

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Nuestra hipotesis se basa en la existencia de patrones diferentes en LM y LMS uterinos

que intervienen en su comportamiento distinto y su prondstico diferente.

Nuestro objetivo principal es encontrar las caracteristicas clinicas, histopatologicas,
inmunohistoquimicas y citogenéticas que nos permitan no solo diagnosticar los tumores
mesenquimales de musculo liso uterinos, sino realizar un prondstico mas certero e

incluso poder predecir posibles dianas terapéuticas eficaces.

RESULTADOS

La mediana de edad de presentacion de los LMS uterinos fue de 56,6 afios, frente a la
de los grupos de LM, que estuvieron entre los 42 afios en los leiomiomas celulares
(LMC) y los 48 afos en los leiomiomas usuales (LMU). La mayor parte de los LMS
uterinos se diagnosticaron en la menopausia, mientras que los LM predominaron en
mujeres fértiles.

El tamaiio tumoral fue mayor en los LMS frente a los LM, con una media de 9,38 cm

(en un rango entre 0,5 y 20 cm) y 5,6 cm (en un rango entre 0,5 y 11 cm)



respectivamente. Un tamafio tumoral de 10 cm o superior, supuso un criterio de mal
prondstico en los LMS.

Mientras que los grupos de LM presentaron en todos los casos un recuento mitdtico
por debajo de 10 mitosis en 10 campos de gran aumento (CGA), en el 70% de los LMS
se evidencié un numero de mitosis por encima de 10 mitosis en 10 CGA. Encontramos
que un contaje mitotico por encima de 15 era un factor de mal pronostico en los LMS

(p< 0,05).

El indice proliferativo con la expresion de ki-67, fue superior en el grupo de los LMS
frente a los grupos de tumores benignos, asi como frente al grupo control.

Se observd mayor expresion de Bel-2 en los LM frente a los LMS; en cambio, otro
marcador de apoptosis, Bax, no presentdé diferencias notables entre los grupos
tumorales.

Las proteinas relacionadas con el ciclo celular p53, p16 y p21, se expresaron de forma
significativa en mayor medida en los tumores malignos.

Otras proteinas como el c-kit, c-erb-B2 y B-catenina, también se expresaron mas
frecuentemente en los tumores malignos.

Los receptores hormonales estudiados, estrogenos y progesterona se encontraron en

todos los tumores benignos y en la mitad de los casos de LMS.

Los hallazgos citogenéticos en los LM y LMS fueron muy diferentes. Con la sonda
Urovysion, en los controles de miometrio sano y en los LM no observamos ningun
cambio numérico de los cromosomas 3, 7 ni 17 ni en el locus especifico 9p21. Sin
embargo, todos los LMS, a excepcion de un caso, presentaron alteraciones
cromosomicas numéricas. La mas frecuente fue la ganancia del cromosoma 3, en un
87,5% de los casos, seguida de la ganancia del cromosoma 17, en un 62,5% de los
casos, y ganancias de 7 en un 37,5% de los casos. No observamos pérdidas numéricas
en estos cromosomas 3, 7y 17. Asi mismo, el 37,5% de los LMS presentaron ganancias
del locus 9p21, y un tnico caso presentd perdida de esta region (6,3%). En el estudio
con la técnica de SNP llevado a cabo en 7 casos, incluyendo 3 leiomiomas atipicos
(LMA) y 4 LMS pudimos observar numerosas alteraciones cromosdmicas segmentarias.
En los 3 LMA, los cambios cromosomicos segmentarios detectados por SNP afectaban
a un maximo de 2 cromosomas aunque con multiples rupturas, independientemente del
tamafio tumoral. En los 3 LMS estudiados, los cambios cromosdémicos segmentarios
detectados afectaban a un niimero muy variable de cromosomas (hasta un maximo de
9), estando en relacion el nimero de cromosomas afectos con cambios segmentarios y el

tamafo tumoral.
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En cuanto a la relacion de las variables estudiadas con el intervalo libre de enfermedad
(ILE) y la supervivencia global (SG) en el grupo de los LMS, el escaso nimero de casos
solo permite valorar de forma orientativa los resultados. Se observo una tendencia a un
mayor ILE en pacientes con tumores positivos frente a las proteinas p53 y c-kit y una
tendencia a una mayor SG en aquellos casos que combinaban tumores con un niimero
de mitosis inferior a 15 en 10 CGA y un tamafio tumoral inferior a 10 cm. En el estudio
computacional, observamos con tres modelos distintos, que utilizando dos variables, el
numero de mitosis combinado con la expresion de c-kit, pS3 o ki67 el programa

permitia con una precision aproximada del 80%, diferenciar correctamente LM y LMS.

CONCLUSIONES

La edad al diagnostico y el tamafio pueden permitir al clinico sospechar si se trata de un
tumor mesenquimal benigno o maligno de forma inicial, consideramos como factores de
riesgo de malignidad una edad por encima de 50 afios y un tamafio tumoral por encima

de 10 cm.

A nivel anatomopatologico, un recuento de mas de 10 mitosis en 10 CGA es un criterio

importante de malignidad.

Vemos adecuado, por los resultados obtenidos en este trabajo, realizar estudios de
expresion de ki67, Bel-2, p53, pl6, p21, c-kit y RRPP, como marcadores de diagnostico
diferencial Seria interesante estudiar la relacion entre la expresion de c-kit y el ILE y de
parametros como la edad, el tamafo, el nimero de mitosis y su relacion con la SG en

los LMS.

Genéticamente, utilizando la técnica de FISH, son frecuentes las alteraciones numéricas
encontradas en los cromosomas 3, 7 y 17, asi como del locus 9p21 en los LMS, a
diferencia de lo observado en los LM. Los estudios realizados con la técnica de SNP
mostraron alteraciones cromosomicas segmentarias variadas tanto en los LMA como en
los LMS, observandose una relacion entre el tamafio tumoral y el numero de

cromosomas con alteraciones segmentarias inicamente en los LMS.



Summary:

INTRODUCTION

The most common mesenchymal tumors in the uterus are leiomyomas (LM). This condition has
numerous medical and social consequences, being the most common cause of hysterectomy, and
sometimes conditioning fertility. On the other hand, the leiomyosarcoma (LMS), are aggressive
and rare tumors, with few therapeutic options after surgery, and with high mortality. In most
cases, uterine LMS not arise from a previous LM but are malignant lesions from the beginning.

Both entities have are related to the smooth muscle fibers of the myometrium and have some

morphological and immunohistochemical (IHQ) similarities.

Morphologically, criteria as pleomorphism, mitotic count, and the presence of coagulative
necrosis are essential in the differential diagnosis. Also, the infiltrative growth, and vascular
invasion features are suggestive of malignancy. Although isolated results are not definitive
criterion of malignancy, the set of all data permits in most cases the correct histopathological

diagnosis.

At immunohistochemistry (IHQ) level, both groups of tumors express differentiation markers of
smooth muscle (actin, desmin and h-caldesmon); the LM usually present positivity for estrogen
receptor (RREE) and less frequently for progesterone receptor (RRPP), with only a third of the
LMS positive against these hormone receptors. Other IHQ findings as the positivity for
apoptosis regulatory proteins (Bcl-2, Bax), cell cycle (p21, p27, pl6 and p53) or proliferation
(Ki67) proteins support the diagnosis of malignancy. The c-kit is often negative for both LM
and LMS, although there have been positive cases in both groups, with a different pattern of

positivity and unrelated to the c-kit gene mutation or survival.

Regarding genetic alterations in uterine LM was found to be clonal processes in which
approximately 60% of cases not present chromosomal alterations. The remaining 40% have no
specific genetic tumor changes where predominates translocation between chromosomes 12 and
14, deletions of chromosome 7, 6p21 reorganizations and trisomy of chromosome 12. LMS
however often have more complex nonspecific genotypes, being observed in a tumor subset
genetic changes, somatic mutations in exon 2 of the mediator complex subunit 12 (MEDI2

gene), suggesting its development in a previous LM.
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While the prognosis of LM is excellent, in the LMS it is unfavorable. The primary risk factor in
these tumors is surgical stage and also significant age and vascular invasion. Some studies have
suggested as an independent prognostic value, the hormone receptor and protein p53, Ki67 and

Bcl-2 expression.

The treatment of the LM depends on multiple factors. Clinic aspects, location, tumor size, age
and reproductive expectatives of the patient, leading to decide between a very wide range of
treatments. The treatment of uterine LMS is surgical, and/or complemented with radiotherapy

(RT) and chemotherapy (QT) depending of the stage.

HYPOTHESIS AND OBJECTIVES

Our hypothesis was based on the existence of different patterns between uterine LMS and LM

that generate their different behavior and prognosis.

Our main objective is to find the clinical, histological, immunohistochemical and cytogenetic
characteristics that allows us to not only diagnose mesenchymal uterine smooth muscle tumors,

but a more accurate prognosis and even to predict effective therapeutic targets.

RESULTS

The median age of onset of uterine LMS was 56.6 years, compared to the LM groups, who were
among the 42 years in the cellular leiomyomas (LMC) and 48 years in the usual leiomyomas
(LMU). Most of uterine LMS presented in menopause, while LM predominated in fertile
women.

Tumor size was higher in the LMS versus LM, with an average of 9.38 cm (range 0.5 to 20 cm)
and 5.6 cm (range 0.5 to 11 cm) respectively. A tumor size of 10 cm or more, was a criterion of
poor prognosis in the LMS.

While LM groups showed in all cases a mitotic count below 10 mitoses in 10 high power fields
(HPF), 70% of the LMS presented a number of mitosis above 10 in 10 CGA. We found that

mitotic count above 15 was a poor prognostic factor in the LMS (p <0.05).

The proliferation index, highlighted with ki-67 was higher in the group of LMS versus groups
of benign tumors and compared to the control group.
Increased expression were observed of Bcl-2 in the LM against the LMS, however, another

marker of apoptosis, Bax, presented no significant differences between groups.
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Proteins related to cell cycle p53, p16 and p21 were expressed significantly in a greater extent in
malignant tumors.
Other proteins such as c-kit, c-erb-B2 and B-catenin, also are more frequently expressed in
malignant tumors.
The estrogen and progesterone receptors were found in all benign tumors and in half of the

LMS.

Cytogenetic findings of LM and LMS were very different. With UroVysion probe in the healthy
myometrium and in the LM we did not observe any numerical change of chromosomes 3, 7 or
17 or the specific locus 9p21. However, the entire group of LMS, except for one case, presented
numerical chromosomal abnormalities. The most frequent was the gain of chromosome 3 in
87.5% of cases, followed by the gain of chromosome 17, in 62.5% of cases, and gain of
chromosome 7 in 37.5% of cases. We observed no numerical chromosomal losses of
chromosomes 3, 7 or 17. Likewise, 37.5% of LMS presented gain of 9p21 locus, and one case
had loss of this region (6.3%). In the study with the technique SNP carried out in 7 cases,
including 3 atypical leiomyomas (LMA) and 4 LMS we could observe numerous segmental
chromosomal alterations. In the 3 LMA, studied segmental chromosomal changes detected by
SNP affected up to 2 chromosomes but with multiple breaks, regardless of tumor size. In the 3
studied LMS, segmental chromosomal changes, detected, affected a variable number of
chromosomes (up to 9), being related the number of affected chromosomes with segmental

changes and tumor size.

Regarding the relationship of these studied variables with the disease-free interval (ILE) and
overall survival (SG), the small number of cases only allows evaluating the results orientation in
the group of LMS. A higher ILE tendency was observed with positive tumors against p53 and c-
kit protein and a trend towards increased SG when combining tumors with fewer than 15
mitosis in 10 CGA and tumor size less than 10 cm. In the computational study, we observed
with three different models, that using two variables, the number of mitosis combined with the
expression of c-kit, p53 or Ki67 the program allowed with an accuracy of 80% correctly

classifiy between LM and LMS.

CONCLUSIONS

Age at diagnosis and size tumor can allow the clinician to suspect whether it is a benign or
malignant mesenchymal tumor at initial level, we consider as risk factors for malignancy an age

above 50 years old and a tumor size above 10 cm.
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Regarding pathologic aspects, a count of more than 10 mitosis in 10 CGA is an important

criterion for malignancy.

We consider appropriate, by the results obtained in this work, IHQ studies of expression of
Ki67, Bcl-2, p53, pl6, p21, c-kit and RRPP, as markers for differential diagnosis. It would be
interesting to study the relationship between the expression of c-kit and the ILE and parameters

such the age, the size, the number of mitosis and its relationship with the SG in the LMS.

Genetically, using FISH technique, there are frequent numerical alterations found on
chromosomes 3, 7 and 17, and the 9p21 locus in the LMS, unlike that observed in LM. Studies
with SNP technique showed segmental chromosomal alterations varied both in LMA and LMS,
showing a relationship between tumor size and number of chromosomes with segmental

alterations only in the LMS.
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1. INTRODUCCION

“La Uinica cosa peor a empezar algo y fracasar... es no empezar

algo”. Seth Godin
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Introduccién

1.1 GENERALIDADES:

En el desarrollo embriologico del aparato genital femenino son fundamentales el
mesonefros y los conductos mesonéfricos de Wolff, que derivan del mesodermo intermedio, de
los segmentos toracicos superiores a los lumbares superiores (L3). El tracto genital se diferencia
después de las goénadas. A mediados del segundo mes de desarrollo (semana 5 a 8), el
mesonefros da lugar a un 6rgano ovoide voluminoso a cada lado de la linea media. Como la
gbénada en desarrollo estd situada en el lado interno del mesonefros, el relieve producido por

ambos organos se denomina cresta urogenital [1, 2].

Los conductos paramesonéfricos de Miiller aparecen (en el embrion de 4 a 5 mm de
longitud) como una invaginacion longitudinal del epitelio celomico superficial en la cara
anterolateral de la cresta urogenital y se rodea de una capa de mesénquima esplacnico. En un
principio en los conductos paramesonéfricos se identifican tres porciones: una porcion craneal
vertical que desemboca en el celoma, una porcion horizontal que cruza el conducto
mesonéfrico, y una porcion caudal vertical que se fusiona con la correspondiente del lado
opuesto. Las dos primeras porciones se transforman en la trompa de Falopio, mientras que de la
ultima porcion, o caudal, deriva el conducto uterino y la parte mas alta de la vagina. Con el
transcurso del tiempo, el mesénquima que rodea los conductos paramesonéfricos constituye la
tunica muscular del ttero, o miometrio, y el estroma endometrial, asi como su revestimiento
peritoneal. La formacion de la estructura uterina, vagina, trompas y cérvix viene determinada

por la interaccidon estroma-epitelio [1, 2].

Los estrogenos, que provienen tanto de la madre como de la placenta (los ovarios embrionarios,
a diferencia de los testiculos no forman hormonas esteroideas), intervienen en la diferenciacion
sexual, estimulando a los conductos paramesonéfricos a formar las trompas uterinas, el ttero, el
cérvix y la porciéon superior de la vagina, sin embargo su papel en la diferenciaciéon de los
derivados Mullerianos es limitada, pues experimentalmente en los ratones manipulados que no
expresan receptores de estrogenos (Era y Erf) la diferenciacion es normal aunque
postnatalmente los 6rganos derivados quedan hipoplasicos [1-3].

El cuerpo uterino es un o6rgano en forma de pera, alojado en la pelvis mayor (figura 1). A la
seccion presenta 3 capas, el endometrio formado por epitelio glandular de células columnares,
cuyo origen es el epitelio celomico que tapizo los conductos de Miiller, y el estroma muy celular
constituido por células fusiformes, monomorfas de niticleos redondeados u ovoides de cromatina
fina y nucleolo inaparente, cuyo origen es el mesénquima mesonéfrico subyacente; el

miometrio, formado principalmente por musculo liso en haces entrecruzados en distintas capas
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(figura 2 y 3) de células fusiformes de nticleos ovoides de bordes romos y la serosa, formada por

peritoneo y parametrios.

HISTERECTOMIA SIMPLE PIEZA QUIRURGICA ABIERTA

Figura 1: Imagenes macroscdpicas del utero
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Figura 2: Imagenes microscopicas con Hematoxilina-Eosina (H&E) del tejido uterino

El utero esta irrigado por las arterias uterinas, ramas de la arteria hipogéstrica e inervado por los
plexos hipogastrico superior e inferior. El drenaje linfatico se dirige principalmente a los
ganglios linfaticos iliacos internos y externos y obturadores y después, hacia los paraaorticos.

Esta sometido a partir de la menarquia y hasta la menopausia a estimulos constantes y ciclicos
hormonales, preparandolo para una posible concepcion. Ademas tiene propiedades
excepcionales para poder llevar a término el embarazo y llevar a cabo tras el parto, la posterior
recuperacion de los tejidos. A partir de la menopausia los estimulos hormonales son mucho

menores (no ausentes), dejando de ser ciclicos [2].
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Organizacion del miometrio
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i | Fibras longitudinales
M Serosa peritoneal ( perimetrium )

Plexiforme o D\ Fascicnl
Subserosa -E‘-\ 25 '+ Fasciculos
= ansiformes
n . Fibras enZ
£
4
g
E """ Fibras
% Ttero.
vaginales
=
Capa_superficial
g f Lapa superficial
Capa profunda g subserosa
H
g‘ Fibras transversales
Fibras de
Fibras / : conexion con
circulares Y\ .
P G‘,'& 0y V| los ligamentos
- f | de sostén
) h\ﬁpﬂ,’m
3

.| Mucosa endometrial

Figura 3: Organizacion del miometrio

A nivel central, la corteza cerebral manda estimulos al hipotdlamo. El nucleo arqueado, situado
en la fosita olfatoria posterior, segrega de forma pulsatil un decapéptido, GnRh (hormona
estimulante de las gonadotropinas) que estimula la hipofisis, provocando la secrecion de LH y

FSH, glucoproteinas segregadas por las células gonadotropas (basoéfilas) de la hipofisis anterior.
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1.2 VISION HISTORICA

En referencia a los tumores mesenquimales, los LM uterinos son tumores benignos
conocidos desde hace mas de doscientos afios, aunque a pesar de ello las causas de su aparicion
permanecen poco claras y su patogenia esta solo parcialmente aclarada [4]. La nuliparidad, la
raza afroamericana, la diabetes mellitus, la hipertension y la obesidad, son factores de riesgo
conocidos [5-7], mientras que el papel de los anticonceptivos hormonales sigue estando poco

claro.

Los sarcomas uterinos son tumores conocidos desde el siglo XIX. El primer caso fue
descrito en 1860 por C.Mayer, siendo Virchow quien realizo la descripcion microscopica [8].
Posteriormente se describieron mas casos aislados o en pequenas series como Keegar y cols en
1871 con 9 casos. Todos ellos mantenian la uniformidad en la clinica, apareciendo con sangrado
y/o dolor abdominal, siendo tratados quirGirgicamente con histerectomia y doble anexectomia.
Macroscopicamente se describieron como tumores mal delimitados y claramente infiltrantes,
con una histologia caracteristica de células fusocelulares con escasa matriz intercelular y
acompafado todo ello de un mal prondstico, asociado en alguna ocasion con metastasis. Hasta
el ano 1901 estos tumores se clasificaron segun su origen, ya fuese en la mucosa, en la pared del
cuerpo uterino, o en el cérvix recogiéndose series de estas localizaciones de hasta 144 casos, la

mas amplia de Williams y cols en 1894 [8].

Los LMS uterinos se definieron a principios del siglo pasado, como un grupo
delimitado de sarcomas uterinos. En 1905 Pequand describiéo de forma sencilla las diferentes
variedades de sarcomas uterinos [9], considerando que practicamente todos los LMS surgian de
la transformacion maligna de LM preexistentes . Describio también que los sarcomas podian
aparecer en el tejido muscular liso sin un tumor preexistente, y realizd un listado de las
diferentes teorias del origen de estas neoplasias: 1- Proliferacion del tejido conectivo
intramuscular. 2- Proliferacion de los vasos sanguineos o linfaticos. 3-Transformacion de las
fibras musculares. En un principio, estos tumores se clasificaron en el grupo llamado
“leiomioblastomas” definido segiin Mallory como “tumores de origen mesenquimal en el que
las células tienden a diferenciarse en células musculares lisas” siguiendo unos criterios
morfologicos basicos. En este grupo de “leiomioblastomas” se encontraban los LM, de
crecimiento lento, y diferenciacion perfecta y los LMS, de crecimiento rapido con un elevado
numero de mitosis, y diferenciacion menos evidente, observando su agresividad local y su
capacidad metastasica, mas frecuentemente por via linfatica, y en menor grado por via hematica

[10]. En los primeros trabajos, ciertas caracteristicas, como los signos de invasion en un LM
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fueron datos concluyentes de malignidad [11]. Mas adelante se establecieron numerosos
criterios para diferenciar tanto los LM y los tumores de musculo liso con potencial de
malignidad incierto de los LMS asi como para clasificar los LMS en diferentes grados,
utilizando datos morfolégicos (densidad celular, pleomorfismo, hipercromatismo, anaplasia,
multinucleacion, mitosis, necrosis, etc.). Fue Evans en 1920 el primero en documentar la
importancia del nimero de mitosis, poniendo en relevancia la importancia del diagnostico
histologico y de la toma de muestras. [9, 12]. Actualmente sabemos que menos del 5% de los

LMS surgen de una transformacion maligna de un LM preexistente [13] .

De los tejidos uterinos surgen multitud de tumores, los mas frecuentes son los LM, tumores
benignos de musculo liso, que histologicamente pueden encontrarse en el 70 % de las mujeres

proximas a la menopausia. Otros muchos tienen caracter maligno, surgiendo:

- del componente epitelial de la mucosa endometrial: Adenocarcinomas, que son los canceres
ginecoldgicos pélvicos mas frecuentes y constituyen el 95 % de las neoplasias malignas
uterinas. Otros tumores menos frecuentes son los tumores mixtos mullerianos (TMM) también

llamados carcinosarcomas (reconocido ya su origen epitelial).

- del componente estromal de la mucosa endometrial, surgen los sarcomas del estroma
endometrial (SEE) que representan aproximadamente el 20 % de los sarcomas de localizacion
uterina, son lesiones de bajo grado; otros tumores monofasicos son los sarcomas endometriales
indiferenciados, neoplasias de alto grado, representando aproximadamente el 6% de los

sarcomas uterinos [14].

- de las fibras musculares, los LMS que constituyen el 40-50 % de los sarcomas uterinos.

-de otros componentes del mesénquima, como los vasos sanguineos o de los linfaticos,
(angiosarcomas) aunque muy poco frecuentes en estas localizaciones. Y los de origen

desconocido como los PEComas, tumores raros, asociados en alrededor del 9% de los casos a la

esclerosis tuberosa.
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1.3 EPIDEMIOLOGIA, MANIFESTACIONES CLINICAS E IMAGEN
RADIOLOGICA

Los LM son los tumores ginecologicos mas frecuentes. Son neoplasias originadas en el
miometrio uterino con una etiologia incierta. Se presentan segin las series hasta en el 70% de
las mujeres en edad fértil [5] en las piezas de histerectomia, y en necropsias, estimandose su
incidencia basada en la clinica hasta en el 33% y en las exploraciones por imagen hasta en el
50% de este grupo de edad. Estas neoplasias, aunque benignas producen una morbilidad
significativa. Pueden ser de gran tamafio y multiples observandose un promedio en algunos
estudios de 6,5 tumores por utero [5]; y aunque muchos LM son asintomaticos, un tercio pueden
producir, segin su localizacion, diferente sintomatologia como menorragia y anemia sobretodo
en los submucosos, y debido al efecto masa local sobre todo los de mayor tamaiio, incontinencia
urinaria, hidronefrosis, dolor y molestias pélvicas o estrefiimiento. Los de localizacion
submucosa se caracterizan por presentar metrorragias, problemas de infertilidad, abortos de
repeticion [15], y si coinciden con un embarazo aumenta el riesgo de partos pretérmino [16];
siendo estos tumores la causa mas frecuente de histerectomia [17, 18], teniendo un coste
elevado para la sanidad. Los LM tienen una etiologia incierta en la que convergen la
predisposicion genética, las acciones hormonales incluyendo la menarquia precoz [19], el
aumento del indice de masa corporal y la nuliparidad [20-22]. Hay otros factores de riesgo como
la diabetes, la hipertension, la obesidad [5, 6], o el predominio en mujeres de raza negra [7].
También el consumo de alcohol y la cafeina se asocian con un aumento del riesgo de LM
uterinos [23, 24].

El diagnostico primario es clinico, los casos asintomaticos son hallazgos casuales en una
revision ginecologica o en exploraciones por imagen realizadas por otras patologias.

La ecografia pélvica, en especial la ecografia transvaginal, los identifica con facilidad, como
masas de ecogenicidad variable, mas frecuentemente hipoecoicos, de limites precisos. Su
aglomeracion puede confundir en su nimero y localizacién. La ecografia transvaginal
contrastada con la perfusion intrauterina de suero fisioldgico (la sonohisterografia) permite
definir bien a los LM submucosos, cuya masa resalta entre el suero fisiologico, pudiendo
diferenciarse de los polipos endometriales si se estudia la vascularizacién con Doppler color,
pues el poélipo tiene un eje central vascular en tanto que los miomas presentan una
vascularizacion periférica. En ambos casos las resistencias al flujo sanguineo son elevadas,
propias de los procesos benignos. En la histerosalpingografia los LM submucosos se presentan
como una alteracion de llenado de la cavidad uterina, semejante a la de los polipos

endometriales.
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La mejor opcidon para una correcta visualizacion y determinacion de su numero, tamafio y
localizacion es la resonancia magnética [25], observandose una masa homogénea, bien

delimitada de baja sefial [26].

Los LMS son los sarcomas uterinos mas frecuentes representando el 40-50% del total de
sarcomas uterinos y el 1-3% de todas las neoplasias malignas uterinas [27] . Estos tumores
suelen ser unicos, excepcionales en mujeres jovenes, su frecuencia aumenta a partir de los 45
aflos, pero la mayoria afectan a mujeres postmenopausicas, con una edad media de entre 51 a 56
afios [14, 28]. Su presentacion clinica inicial es similar a la de los LM uterinos: metrorragias
(56%), masa pélvica palpable (54%), y dolor pélvico (22%), y muy rara vez se presentan con
clinica de rotura uterina y hemoperitoneo. Los LMS son tumores muy agresivos con tendencia a
la recidiva local y las metastasis, aunque raramente se extienden a los ganglios linfaticos [28].
Su etiopatogenia en relacion con los LM no esta clara aunque algunos LMS pudieran provenir
de una transformacion maligna de LM atipicos (LMA) o mitdticamente activos, en los que se
observa un idéntico patréon de inactivacion del cromosoma X en la porcion benigna y la
sarcomatosa. Seguramente la mayoria de los LMS surgen como tales desde el inicio, sin
relaciéon a LM preexistentes, aunque existe una minoria que proceden de una malignizacion de
lesiones previas [29]. Esta hipotesis se sostiene por el reciente estudio de microRNAs en los
cuales el perfil de expresion entre los LM y LMS es diferente [30, 31].

Los hallazgos por resonancia magnética de los LMS suelen ser una gran masa heterogénea, con
imagen hiperintensa en T2 que suele indicar zona de necrosis. La hemorragia es frecuente y se
pueden encontrar calcificaciones. A veces, los LMS pueden mostrar una masa homogénea de
baja sefial similar a la de un LM [26, 32]. También se han visto otros signos por imagen para
diferenciar los LM de los LMS, como la vascularizacién por Doppler (aumentada, heterogénea
y de baja resistencia), la TAC (en la identificacion de metastasis a distancia) o el PET (por el
metabolismo acelerado de las células sarcomatosas), aunque siempre se necesita la confirmacion

histopatoldgica para el diagnostico de certeza.
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1.4 CARACTERIZACION HISTOPATOLOGICA

1.4.1: MORFOLOGIA MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA

Los LM uterinos son tumores bien delimitados, no encapsulados, aunque la presion de su
crecimiento en el miometrio adyacente genera un espacio virtual que actiia como pseudocapsula.
Son frecuentemente multiples y de tamafio variable, habitualmente entre 3 a 5 cm [2]. Presentan
una consistencia fibrosa, de coloracion blanquecina y aspecto arremolinado, constituidos
mayoritariamente por c€lulas fusiformes, homogéneas, de citoplasma eosinofilo mal delimitado,
nucleo ovoide de bordes romos y nucleolo inconspicuo, que crecen en haces entrecruzados,
observandose raramente necrosis y mitosis [33] (figura 4). Son tumores benignos de células
musculares lisas, y contienen abundante matriz extracelular constituida por colageno, fibronectina
y proteoglicanos [34, 35]. En algunos casos la celularidad puede ser epitelioide o presentar
aspecto serpinginoso. Ademas no es extrafio observar aéreas de degeneracion mixoide o zonas de

esclerosis.

Figura 4: Imagenes macroscopicas y microscopicas del leiomioma uterino
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Los LMS uterinos son usualmente masas unicas, presentan macroscopicamente un aspecto
irregular, carnoso, blando “en carne de pescado”, de coloracion amarillenta a grisicea,
observandose microscopicamente aspecto infiltrativo, con bordes mal delimitados. Algunas
veces se pueden detectar macroscopicamente areas de hemorragia e incluso de necrosis. El
diagndstico anatomopatologico de LMS se efectua con 3 hallazgos: la atipia citologica;
basandonos en el pleomorfismo, la irregularidad nuclear, la hipercromasia y el tamafio de los
nucléolos; la necrosis tumoral, y el nimero de mitosis [2, 36].

La celularidad es frecuentemente fusiforme, heterogénea y pleomorfica, de nicleos grandes, con
atipia celular que puede variar de leve a intensa (figura 5) y en gran parte de los casos un alto
indice mitotico (superior a 15 mitosis en 10 CGA) con mitosis atipicas y necrosis coagulativa.
En los LMS de células fusiformes convencionales, el diagndstico se puede realizar cumpliendo
dos de los tres criterios morfologicos siguientes: atipia citologica de moderada a severa, necrosis
tumoral, y >10 mitosis en 10 CGA [37]. En cambio para los LMS mixoides o LMS epitelioides
no se requiere un gran recuento mitotico. La distribucién perivascular de la celularidad tumoral
viable suele ser caracteristica de la necrosis tumoral que no hay que confundirla con areas de
infarto [12].

Ademads, los LMS suelen presentar alguno de estos datos clinicopatologicos: edad peri o
postmenopausica, extension extrauterina, gran tamafio (superior a 10 cm), y crecimiento muy
rapido [38]. Aunque no es lo mas frecuente, se pueden encontrar LMS surgiendo de LM
uterinos, con zonas claramente benignas y areas de transformacion con criterios objetivos de
malignidad por lo que es de vital importancia el correcto muestreo, tomando material de las
diferentes zonas observadas (como areas de hemorragia, necrosis, degeneracion mixoide) [12] y
al menos una muestra por cm” de tumor en todas las lesiones uterinas, incluso sin sospecha de

malignidad.

Figura 5: Imagenes microscopicas de leiomiosarcomas uterinos
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1.4.2 CLASIFICACION DE LOS LEIOMIOMAS UTERINOS

Los LM uterinos (figura 6) se clasifican en primer lugar por su localizacién anatémica, lo que
condiciona la clinica y el tratamiento. Asi pues tenemos:

-LM submucosos: localizados bajo del endometrio, con una clinica frecuente de sangrados y de
infertilidad.

-LM intramurales: que suelen expresarse clinicamente por menorragias, no suelen alcanzar
grandes tamafios pero comprometen la fertilidad.

-LM subserosos: frecuentemente asintomaticos, pero si alcanzan grandes tamafios pueden
provocar un abombamiento del hemiabdomen inferior y sintomas compresivos (polaquiuria,

tenesmo rectal pesadez) y dolor abdominal. No provocan ni menorragias ni metrorragias.

También existe una tipificacion histolégica basandose en las caracteristicas histopatoldgicas de
la celularidad y del estroma, utilizandose desde la densidad celular (LM celulares), la
morfologia celular (LM epitelioides, LM atipicos o pleomorficos), la vascularizacion, el
predominio de algiin componente del estroma y los cambios degenerativos (angioleiomiomas,

LM mixoides, lipoleiomiomas), y la cantidad de mitosis (LM mitdticamente activos).

Figura 6: Imagenes microscopicas de leiomioma uterino usual

Subtipos histopatologicos especificos de LM [2]:

-LM mitéticamente activo. Se observan en mujeres premenopausicas. Hay que tener en cuenta
que en la fase secretora, en el embarazo y con la toma de progestigenos aumenta la actividad
mitdtica en los LM [12]. La toma de progestagenos produce en los LM un aumento de la
actividad mitética superior a la inducida por los tratamientos que combinan estrogenos y
progestagenos. E1 LM mitoticamente activo presenta en general un recuento mitotico de entre 5

y 9 mitosis en 10 CGA, aunque excepcionalmente pueden tener entre 10 y 15 mitosis en 10
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CGA vy en alguna serie se han descrito hasta 19 mitosis en 10 CGA [39-41]. Este tumor no tiene
atipia citologica significativa. Puede presentar en la superficie endometrial ulceracion con
necrosis en la superficie endometrial y cambios reactivos y regenerativos asociados ya que
habitualmente es submucoso, aunque no se observa necrosis tumoral. Es raro detectar en estos
tumores mas de 20 mitosis en 10 CGA, y no marca un peor prondstico, aunque este hallazgo
clasifica a este tumor como un “LM con aumento de la actividad mitética, siendo la experiencia
limitada”, aunque algunos autores prefieren incluirlo en los tumores de musculo liso de incierto

potencial de malignidad [42].

-Leiomioma apopléjico. Se observa en mujeres en edad fértil, con la toma de anticonceptivos
orales, en el embarazo o en el post-parto [43-45]. Existen hemorragias multiples de morfologia
estrellada junto a zonas hipercelulares, edema, cambios quisticos y un discreto aumento de la
actividad mitotica cerca de estas zonas. No tiene mitosis atipicas ni atipia celular significativa y
suelen presentar los bordes netos. La isquemia produce una densa eosinofilia citoplasmatica con
aumento de la relacion nucleo-citoplasma, aumento de la actividad mitdtica y cambios mixoides

focales. Fuera de las zonas de isquemia el aspecto es similar al de un LM convencional [36].

-Leiomioma celular (LMC). Presenta haces celulares densos de células musculares con escaso
colageno (figura 7). Se pueden observar empalizadas de nucleos que recuerdan los Cuerpos de
Verocay del schwanoma. La hipercelularidad puede plantear el diagnostico diferencial con el
LMS, pero el recuento mitdtico es muy bajo [46], menor de 5 mitosis en 10 CGA, no presenta
necrosis tumoral y no tiene atipia citologica. En el diagndstico diferencial con los tumores del
estroma endometrial, los ntcleos fusiformes, los citoplasmas alargados, el patron de la reticulina

y la ausencia de la distribucion uniforme de los vasos sanguineos nos pueden ayudar.
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Figura 7: Imagenes microscopicas de leiomiomas celulares
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-Leiomioma atipico (LMA). Presenta atipia citologica, a veces marcada, con células gigantes
atipicas, mono o multinucleadas, fendémenos de carriorrexis, nucleolo prominente y
pseudoinclusiones nucleares. El recuento mitotico esta habitualmente por debajo de 5 mitosis en
10 CGA, aunque se han observado hasta 7 mitosis en 10 CGA [47]. Las células multinucleadas
suelen tener una distribucion parcheada, raramente difusa, dificultando el diagnostico. Fuera de
estas zonas se observa escasa atipia citologica, sin necrosis y un recuento mitotico muy bajo

(con menos de 2 mitosis en 10 CGA) [47]. El prondstico de este tumor es excelente.

-Leiomioma epitelioide. Aqui se engloban los leiomioblastomas, los LM de células claras y los
LM plexiformes. Son de coloracion amarillenta a grisacea y pueden contener areas de
hemorragia y necrosis. Suelen ser lesiones unicas y las células son variables, de redondeadas a
poligonales formando nidos o cordones. Tiene pocas mitosis y no se observa atipia celular
significativa [2, 48]. Las caracteristicas de los diversos subtipos son las siguientes:

-Leiomioblastomas, estan formados por células redondeadas con citoplasma
eosinofilico.

-LM de células claras, presentan células poligonales de citoplasmas netos y claros, de
contenido glucdgeno y escasamente lipidico sin mucina.

-LM plexiformes, son grupos o cordones de células redondeadas con escaso a

moderado citoplasma, junto con zonas de LM convencional [2]

- LM mixoide. Es blando, gris, gelatinoso y translucido, usualmente bien delimitado, con

abundante material mixoide entre las células musculares, sin mitosis ni atipia citologica [12].

-LM vascular. Presenta numerosos vasos sanguineos de gran calibre con paredes musculares

prominentes [2].

-Lipoleiomioma. Contiene abundante tejido adiposo en su interior, y si ademas contiene

numerosos vasos sanguineos se denomina angiolipoleiomioma [2].

-No hay que olvidar entidades como los LM con otros elementos, menos frecuentes: los LM con
c¢lulas hematopoyéticas presenta una infiltracion por esta celularidad, generalmente, sin causa
conocida. A veces se pueden observar focos de hematopoyesis extramedular sin patologia
sistémica acompanante [49], la presencia de histiocitos [50], eosindfilos [S1] y sobre todo
linfocitos puede llevar al diagnostico diferencial con un linfoma [52]. También se pueden

producir abscesos por infeccion bacteriana.
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-La leiomiomatosis difusa es una patologia poco frecuente, observandose numerosos LM
pequefios (de hasta 3 c¢cm, aunque muchos son menores de 1 cm) que aumentan el tamafio

uterino [2].

- La leiomiomatosis intravenosa y el LM con invasion vascular, son muy poco frecuentes. Son
tumores benignos que crecen en el interior de estructuras venosas, extendiéndose hasta la vena
cava en mas del 10% de las pacientes, pudiendo llegar hasta el corazon [53-55]. Por este

peculiar crecimiento el diagndstico diferencial morfologico con el LMS es fundamental.

-El LM metastatizante benigno consiste en la presencia de LM en localizaciones a distancia,
procedentes de un LM uterino. Se encuentran mas frecuentemente en el pulmén, aunque
también se han descrito en ganglios linfaticos y abdomen. Algunos seran la consecuencia de LM
intravenosos [56], otros seran la consecuencia de la proliferacion multifocal de musculo liso
intra y extrauterino [57]. Los hallazgos citogenéticos sugieren un origen monoclonal entre los
tumores uterinos y pulmonares, interpretindose los tumores pulmonares como metastasicos

[58].
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1.4.3 CLASIFICACION DE LOS LEIOMIOSARCOMAS UTERINOS

Al igual que en los LM, los LMS uterinos se pueden clasificar por sus caracteristicas
histopatolégicas. El LMS mas frecuente es el de células fusiformes y suele tener atipia
citologica y mas de 10 mitosis en 10 CGA y/o necrosis tumoral. En cambio, los de morfologia
epitelioide o mixoide se diagnostican con un menor recuento mitotico. Los epitelioides
presentan células redondas a poligonales, y citoplasma eosinofilo o claro [59]. Los LMS
mixoides presentan un estroma mixoide muy abundante, con aisladas células fusiformes [60].

La clasificacion histopatoldgica de los LMS uterinos queda esquematizada en la tabla 1 que

sigue:

Tabla 1: Clasificacion histopatologica de los leiomiosarcomas uterinos [31, 61-63].

Subtipo histolégico Criterios diagnésticos Caracteristicas adicionales

Células fusiformes Atipia citolégica moderada a
(usual) severa.
>10 mitosis por 10 CGA

0 necrosis tumoral.

Epitelioide Atipia moderada a severa y >5 >50% de las células epitelioides
mitosis en 10 CGA

0 necrosis tumoral y >5 mitosis

10CGA.

Mixoide Atipia moderada a severa o >2 Hipocelular, tincion estroma con
mitosis en 10 CGA o necrosis azul alcian. Usualmente bordes
tumoral. infiltrativos.

Otros Cualquiera de los subtipos puede

tener areas con elementos
cordones sexuales- like, células
xantomatosas. rabdomioblastos,
células gigantes osteoclastos-like

y lipoblastos.

CGA: campos de gran aumento

El grado de la neoplasia (segun la celularidad, la diferenciacion, el pleomorfismo, la presencia
de necrosis y el nimero de mitosis) es importante para el pronodstico. Sin embargo, no hay

acuerdo en relacion con el mejor sistema de clasificacion. El American Joint Committee of

40



Introduccién

Cancer (AJCC) establece 3 grados (bajo, intermedio y alto), mientras que el Memorial Sloan-
Kettering Center (MSKCC) considera 2 grados (bajo y alto). La ausencia de criterios
morfologicos consensuados para establecer el diagnostico de LMS de bajo grado, hace que este
diagndstico no sea frecuente [37].

El factor que mejor define el pronostico clinico de las tumoraciones malignas uterinas es su
estadio quirtrgico, donde los criterios definidos por la Federacion Internacional de Ginecologia
y Obstetricia (FIGO) en 2009 son los mas utilizados; a pesar de esto, las clasificaciones de la
AJCC y el MSKCC han mostrado ser mejores predictores a nivel prondstico en estudios
recientes [64-66]. En la tabla 2 observamos la comparacion entre la antigua clasificacion de la
FIGO de los LMS uterinos y la nueva clasificacion para los LMS. En esta nueva clasificacion se
incorporaron nuevos parametros, ya que los LMS tienen un comportamiento biologico distinto
al de los carcinomas uterinos. A pesar de ello, se ha observado en estudios recientes como el de
Lim y cols en 2012 que ninguno de los dos sistemas es ideal para la clasificacion en cuatro fases

clinicas con correlacion con la SG [67].

Tabla 2: Estadiaje antiguo y nuevo de la FIGO [67].

ESTADIO ANTIGUA FIGO NUEVA FIGO

I Tumor limitado a titero Tumor limitado al utero
IA: confinado a endometrio IA inferior o igual a 5 cm
IB Invasion < del 50% de la pared miometrial IB mayor de 5 cm

IC > invasion del 50% de la pared miometrial.

11 Tumor afectando a cérvix Extension a pelvis

ITA extension al epitelio endocervical o IIA afectacion anexial

glandulas IIB extension extrauterina a tejidos
[IB infiltracion del estroma endocervical pélvicos
11 Extension fuera del utero Invasion de tejidos abdominales

IITIA invasion de la serosa y/o anexos y/o ( no solo protrusion abdominal)

c¢lulas tumorales IITA en una localizacion
en ascitis o lavado peritoneal I1IB en mas de una localizacion
IIIB extension directa a vagina 1Ic metastasis en

IIIC metastasis pélvica y/o en ganglios paraadrticosy /o pélvicos

linfaticos paraadrticos

v IVA invasion de la mucosa vesical y/o mucosa IVA invasion de vejiga y/o recto

intestinal IVB metastasis a distancia

IVB metastasis a distancia
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1.4.4 INMUNOHISTOQUIMICA

Los LM en el diagnostico convencional no suelen necesitar técnicas IHQ, siendo suficiente el
estudio morfologico con H&E. Estos tumores benignos mantienen los marcadores de
diferenciacion de musculo liso, siendo actina de musculo liso, desmina, h-caldesmon positivos
(al menos 2 de ellos) y histona deacetilasa 8 [68]. Tienen una dependencia hormonal y
frecuentemente una positividad intensa y difusa frente a RREE, siendo menos intensa la
positividad frente a RRPP. También suelen expresar WT-1, y receptores de oxitocina. La
positividad frente a ki67 suele ser inferior al 5% mostrando un bajo indice de proliferacion en la

mayor parte de los LM.

Los LMS suelen expresar marcadores de musculo liso como desmina, h-caldesmon, actina de
musculo liso e histona deacetilasa 8 [68], aunque algunos tipos de LMS como el epitelioide o el
mixoide pueden ser negativos para algunos de dichos marcadores [37]. Pueden expresar CD10 y
marcadores epiteliales, como la citoqueratina y el antigeno epitelial de membrana (EMA),
siendo mas frecuente dichas expresiones en el tipo epitelioide. Hasta un 60% estos tumores
expresan también receptores hormonales (estrogenos, progesterona y androgenos) [69-75],
sirviendo la positividad frente a RREE para apoyar un origen ginecologico del tumor [76], pero
el porcentaje es significativamente menor al hallado en los LM uterinos. En algunos estudios se
vio que la expresion de RRPP y receptores de androgenos parecian estar asociados con el
intervalo libre de enfermedad (ILE), aunque sin observarse correlacion con la SG [71]. Se ha
descrito también en otros estudios una expresion de ki67 en estos tumores mayor a la observada
en su variante benigna [77].

Entre un 25-47% de los LMS sobreexpresan también la proteina p53, algo que no se ha
observado en los LM convencionales, y muy puntualmente en algunos casos de LMA [77-79].
Se ha observado una diferencia significativa en la expresion de marcadores de las proteinas
reguladoras de la apoptosis y del ciclo celular, como Bcl-2, Bax, p21, p27 y p53 [80]. La
sobreexpresion de pl6 se ha utilizado para diferenciar entre lesiéon benigna y maligna en los
tumores de musculo liso, siendo difusa en los LMS [81, 82].

Hasta un 90% de los LMS y un 50% de los tumores estromales uterinos de malignidad
indeterminada presentan expresion de fascina (proteina de unién a la actina que participa en la
formacion de haces de microfilamentos), siendo ésta excepcional en los LM, y por tanto
sirviendo de marcador para diagnosticos complicados [83, 84].

Estudios recientes han demostrado la relacion entre la expresion de ki67 y el prondstico, con
una disminucién de la SG, sin observarse relacion significativa con la expresion de p53, pl6y

CD163 [85]. En estas neoplasias ha sido estudiada la expresion de c-kit, escasas veces positivo,
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y en esos casos no se observa mutacion del oncogén, asi como la expresion de CD99, inhibina,
calretinina, HMB-45 y Melan-A, todos ellos negativos en la mayoria de los casos [86]. Adams y
cols en 2007 describieron en un grupo heterogéneo de sarcomas uterinos, que incluia SEE, LMS
y carcinosarcomas, la negatividad inmunohistoquimica frente a c-kit, siendo negativos o muy
débilmente positivos frente a PDGFRS. Por otra parte, encontraron una positividad intensa en el
70% de los casos frente a PDGFRa, con el miometrio y el endometrio sano negativos frente a
esta proteina [87]. Se ha publicado la positividad tanto en el miometrio sano como en los
tumores de musculo liso de receptores de oxitocina, siendo de ayuda en el diagnostico
diferencial con los SEE, ya que en estos Gltimos no expresan estos receptores [88]. Jeffers y cols
en 1995 pusieron en evidencia la sobreexpresion del protooncogen c-myc mediante estudios
inmunohistoquimicos en muchos LMS y en la mayoria de los TMM, teniendo algunos tumores
benignos de musculo liso una sobreexpresion evidente, con un patron diferente al de los tumores
malignos. Esta sobreexpresion tiene un significado incierto y no se correlacioné con la SG [89].
Finalmente, se ha observado positividad intensa frente a PDGFRa en un porcentaje destacable
de casos, siendo negativos en general o de tincion deébil frente a PDGFRB [87]. Se ha hecho
hincapié en la positividad de los sarcomas uterinos (incluyendo SEE, LMS y TMM) para la
calpaina 6, y su negatividad en el tejido sano, sin observarse relacion con la SG ni con el estadio
[90].

A continuacion realizaremos una revision bibliografica de distintos anticuerpos que podrian ser
de utilidad en el diagndstico o lineas de investigacion para posibles terapias en los distintos

grupos de neoplasias mesenquimales de musculo liso uterinas.

1. Proliferacion:

Ki67. El antigeno ki67 es una proteina nuclear codificada por un gen localizado en el
cromosoma 10; definida por su reactividad con el anticuerpo monoclonal MIB-1 (ki67) , se han
identificado dos isoformas de 345 y 395 kDa [91]. Presentan funcidon relacionada con la
reorganizacion de la cromatina, determinando la actividad proliferativa celular; se expresa en
todas las células en cualquier fase del ciclo celular, excepto la fase GO (fase quiescente de la
célula) [92], asi que es un marcador del potencial de las células para la division mitdtica,
poniendo en evidencia el indice de proliferacion celular [93, 94]. Durante la interfase, el
antigeno se localiza en el nucleo, mientras que durante la mitosis la proteina se detecta en la
superficie de los cromosomas. La proteina se degrada rapidamente al pasar al estado de reposo,
y no se observa expresion de ki67 durante la reparacion de ADN [95].

Wong y cols en 2003 analizaron el valor pronostico del marcador de proliferacion ki67 en GIST
del estomago comparandolo con el nimero de mitosis, siendo este ultimo mejor predictor [96].

Aunque es un excelente marcador nuclear de las células en ciclo proliferativo, los estudios
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comparativos frente al indice mitotico efectuado en tincion por H&E no ofrecen resultados
ventajosos, superponiéndose entre si, por lo que puede ser un medio de confirmaciéon en

aquellos casos en que el recuento del indice mitdtico evaluado con H&E presente dificultades.

2. Apoptosis:

Bcel-2. Es un proto-oncogén localizado en la membrana del reticulo endoplasmatico, en la
envoltura nuclear y en otras membranas como las de las mitocondrias. Esta proteina esta
codificada por un gen localizado en el cromosoma 18, y se observa una intensa expresion en
muchas leucemias y linfomas de células B debido a la traslocacion del gen Bc/-2 a cromosomas
diferentes. La funcion de la proteina es evitar la apoptosis, por lo que en neoplasias su
sobreexpresion evita la muerte celular [97, 98]. Asimismo, esta proteina puede promover la
angiogénesis en algunos tumores por medio de la activacion de los genes HIFI y VEGF [99]. A
diferencia de otros oncogenes estudiados hasta la fecha, Bcl-2 no estd implicado en el control de
la proliferacion celular sino en el bloqueo de la muerte celular, mas especificamente de los
procesos de contraccion citoplasmatica, condensacion nuclear, desorganizacion de la membrana

citoplasmatica y ruptura endonucleolitica del ADN.

Bax (Bcl-2 associated X protein). Es una proteina cuyo gen codificador se encuentra en el
cromosoma 19. Gen pro-apoptotico, que pertenece a la familia Bcl-2 con quien posee una gran
homologia, aunque Bax carece del dominio BH4. Esta proteina participa en la ruta de la
apoptosis al asociarse con el complejo del poro de la mitocondria que participa en la regulacion
del calcio. La proteina Bax, al unirse a este complejo, induce su apertura y rotura de la
membrana con la liberaciéon de moléculas proapoptoticas como el citocromo C [100, 101]. Su

expresion se ve incrementada por la proteina supresora tumoral p53.

3. Ciclo celular:

p53. También llamado “el guardian del genoma”, este gen se encuentra en el brazo corto del
cromosoma 17 (17p13) y codifica un factor de transcripcion nuclear de 53.7 KDa, es decir, un
modulador que puede activar o desactivar genes de gran importancia. Este gen detiene el ciclo
celular ante un dafio del ADN (figura 8). Es un gen supresor tumoral que participa de forma
importante en el ciclo celular y la apoptosis [102]. Alrededor del 50% de los tumores tienen
mutaciones en el p53. El producto del gen es una proteina nuclear que participa en el control del
ciclo celular, apoptosis y en el mantenimiento de la estabilidad genomica. La proteina p53 de
tipo natural o “wild type”, estd presente en una amplia variedad de células normales, pero tiene

una vida media muy corta, y por lo tanto, s6lo esta presente en cantidades muy pequefias [103],
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generalmente por debajo de los niveles de deteccion de los métodos inmunocitoquimicos [104].
La proteina mutada es mas estable y tiene una vida media mayor que la de la proteina normal, se
acumula y se detecta por las técnicas IHQ [103]. Se encuentra sobreexpresada en muchos
tumores, por la inactivacion de p53, por la pérdida de un alelo o por una mutacion [105] y se
existe relacion entre la expresion de p53 y la agresividad tumoral; sin embargo la
sobreexpresion de p53 de forma aislada no es sinénimo de malignidad por si mismo [105]. En
general, los datos prondsticos no dependen tUnicamente de marcadores del ciclo celular como
son la p53, MDM2 y p16, cuya expresion es variable [106].

Ciclina D1. Es una proteina de 36 kDa. El gen que la codifica esta situado en el cromosoma 11
en la localizacion 11ql13. Sintetizada a partir de prooncogenes, participa en el ciclo celular
como inhibidora. La ciclina D1 forma parte de la regulacion del ciclo celular y de la
transformacion oncogénica de las células de los mamiferos. La sobreexpresion de esta proteina
se ha demostrado en gran variedad de tumores. La puesta en evidencia IHQ de esta proteina es
de gran utilidad especialmente en la identificacion de los linfomas de células del manto [107-
109].

p16. Es una proteina de 16 KDa codificada por el gen CDKN2A4 [110] localizado en el brazo
corto del cromosoma 9 (9p21). Es una proteina supresora de tumores, reguladora del ciclo
celular como complejo inhibidor 2A de la quinasa dependiente de ciclina CDK4 y CDK6
conjuntamente con pl4 y pl5. El pl6 es un efector en la via de la proteina supresora de
retinoblastoma (Rb); por lo que en células normales se expresa y en las cancerigenas se pierde,
asociado a cambios genéticos en el locus especifico.

p21. Es una proteina de 21kDa que pertenece a la familia Cip/Kip dependiente de inhibidores
ciclina quinasa. Este gen se localiza en el cromosoma 6 (6p21.2), esta regulado por el gen
supresor p33 y codifica una proteina inhibidora de la quinasa dependiente de ciclina. p21 regula
la progresion de la fase S del ciclo celular. La reduccion o total ausencia de expresion de p21 se
ha observado en tumores de lineas celulares que carecian de p53 o que contenian una p53
mutada no funcionante. Ademas, numerosos estudios han revelado la disminucion de la
expresion de p21 en canceres humanos, incluyendo neoplasias gastricas, de vesicula biliar,
colorrectal, o de endometrio [111, 112].

p27. Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina. Codifica una proteina de la familia Cip/Kip.
Esta relacionada con el ciclo celular y la progresion de la fase G1 ala S [113, 114]. P27 muestra
similitudes estructurales y funcionales con la proteina p27 [113]. Los niveles y la actividad de la
proteina p27 estan regulados por inhibidores de crecimiento de citoquinas incluyendo el factor
de crecimiento transformante beta (TGFP) y esto otorga una importante relacion entre los
reguladores extracelulares y el ciclo celular [114]. Su funcién es predominantemente disminuir
la division celular. La perdida de la funcion de p27 puede contribuir a la oncogénesis y a la

progresion tumoral. Algunos estudios implican a esta proteina como regulador de la resistencia

45



Introduccion

a drogas en tumores solidos y sugieren que antagonistas hacia esta diana podrian ser ttiles en el
tratamiento de determinadas neoplasias [115]. Ademas, se ha observado la utilidad de su
determinacion THQ como factor prondstico en neoplasias como el carcinoma de mama, colon,

estomago, pulmon o pituitaria [116-122].
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Figura 8: Esquema abreviado del ciclo celular [123]

4. Dianas terapéuticas:

C-kit. El gen c-kit se localiza en el cromosoma 4 (4q12). Es una molécula CD (CD117) receptor
de citoquinas, tirosina quinasa tipo III, expresado en la membrana de las células madre
hematopoyéticas asi como en otros tipos de células como las células intersticiales de Cajal, y en
diversos tumores como los GIST [124], seminomas, tumor de Ewing, etc.., tiene una funcién
antiapoptotica, de proliferacion y diferenciacion. Algunos farmacos utilizados frente a esta
alteracion genética son por ejemplo Imatinib (Glivec®), Sunitinib (Sutent®), Axitinib
(Inlyta©), Pazopanib (Votrient®).

PDGFRoe. El gen PDGFRa, localizado en el cromosoma 4 (4q12), presenta un tamafio de 65

Kb con 23 exones. Codifica una proteina glucosilada con actividad tirosinquinasa de 40 kDa.
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Tiene un dominio extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular con dos
subdominios (uno de uniéon ATP y uno catalitico donde se produce la fosfotransferencia). La
activacion de esta proteina promueve también la activacion de la fatidil-inositol 3 quinasa. Se
expresa en los cuerpos ganglionares del plexo mientérico y en las células de Schwann pero no se
observa expresion IHQ en las células intersticiales de Cajal. Tratamientos comercializados
frente a esta proteina son por ejemplo Imatinib (Glivec®), Sunitinib (Sutent®), Axitinib
(Inlyta©), Pazopanib (Votrient®).

IGFR-1. Codificado por un gen situado en el cromosoma 19, es un receptor tirosina quinasa de
membrana responsable de los efectos de crecimiento de IGF-1 e IGF-2, que presenta una mayor
afinidad frente a IGF-1. IGF-1 es uno de los activadores de la via AKT mas potentes, siendo un
estimulador de la proliferacion [125, 126] y del crecimiento celular y un inhibidor de la muerte
celular programada. Todas las células del organismo presentan influencia de IGF-1, en especial
en musculo, cartilago, hueso, higado, rifidén, células nerviosas, piel y pulmoén. Se ha observado la
implicacion de esta proteina en multiples neoplasias como mama, pulmén y prostata [127, 128].
Se han sintetizado algunos farmacos que tienen como diana terapéutica IGFR-1, entre otros, los
anticuerpos monoclonales R1507, Ganitumab, Figitumumab, en estudios sobre sarcomas de
Ewing, con resultados modestos aunque esperanzadores [124].

C-erb-B2. El gen HER2 es un proto-oncogén situado en el brazo largo del cromosoma 17
(17921-q22). Da lugar a un receptor de membrana tirosinquinasa , una glicoproteina de 185
kDa, relacionada con la transduccion de la sefial en vias importantes de crecimiento y
diferenciacion celular. Esta oncoproteina es muy similar en su estructura a EGFR. Se puede
sobreexpresar en numerosos tumores como el de mama, ovario, estomago, colorrectal,
pancreatico y endometrial. La sobreexpresion del receptor del HER2/neu en el cancer se observa
en 30% de las neoplasias de mama invasivas y prevé una posible resistencia al tamoxifeno y es
sensible al anticuerpo monoclonal trastuzumab (Herceptin) que se dirige contra el dominio
extracelular del receptor HER2/neu [129], aumentando la tasa de supervivencia de estas
pacientes. La sobreexpresion de este gen se puede suprimir por la activacidon de otros genes y la
utilizacion de Herceptin. La expresion de la proteina esta regulada por los estrogenos; el
estradiol y el tamoxifeno, actuando a través de los RREE disminuyen la actividad de HER2/neu.
Otros tratamientos comercializados frente a HER2 son Pertuzumab (Omnitarg®) y Lapatinib

(Tyverb®).

5. Transicion epitelio mesénquima:

E-caderina (ivomorulina). Es una glicoproteina transmembrana, una molécula de adhesioén
celular [130] que juega un papel fundamental en el mantenimiento de la integridad epitelial. El

gen de la E-caderina se encuentra en el cromosoma 16 (16q22.1)
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Slug. Es un gen situado en el cromosoma 8 (8q11.21), que codifica la “zinc finger protein” de la
familia de los factores transcripcionales Snail, reprime la trascripcion del gen de la E-caderina 'y
es un mediador de la transicion epitelio mesénquima. Ademas se ha asociado con un peor
pronostico en algunas neoplasias debido a su posible papel en la migracion, invasion y
metastasis de las células tumorales [131, 132].

Snail. El gen situado en el cromosoma 8, actia como factor de transcripcion. La familia de los
transcriptores Snail estd implicada en el desarrollo embriologico, la diferenciacion
mesodérmica, la apoptosis y la transicion epitelio-mesénquima neoplasica [133].

La sobreexpresion de los transcriptores Snail y Slug causa inactivacion de la E-caderina en la
transicion epitelio-mesénquima, y de igual modo, la represion de estos, resulta en una activacion
de la E-caderina induciendo la transicion epitelial-mesenquimal [134]

Bcatenina. Gen situado en el cromosoma 3. La fBcatenina es una molécula de adhesion celular y
un activador transcripcional de los puntos terminales de la sefializacion de la via Wnt mediante
la formacién de complejos con las proteinas de uniones al DNA como los factores de
transcripcion de células T (TCF) y activadores linfoides (LEF) [135, 136]. La via Wnt/Bcatenina
induce la transicion epitelio-mesénquima mediante la activacion de Slug y la estabilizacion de
Snail a través de la inhibicion de su fosforilacion y su degradacion [137].

AKT. Proteina serina/treonina quinasa, inicialmente descrita como oncogen. El gen AKTI esta
directamente relacionado con el ciclo celular, inhibiendo los procesos de apoptosis. La
activacion de AKT puede promover la proliferacion y supervivencia de las células con
mutaciones, favoreciendo la proliferacion celular, la progresion del ciclo celular y la transicion
epitelio-mesénquima. La produccion de AKT en las células epiteliales conlleva dos efectos
basicos en el estado de la E-caderina: la represion de la transcripcion de la E-caderina,
probablemente por una activacion de la expresion del Snail; y minimas cantidades de E-caderina
producidas por las células que se concentran en las organelas perinucleares debido a una
activacion de AKT de la proteina Rab5 terminando todo ello en una transicion epitelio-
mesénquima [138]. AKT esta también implicado en la angiogénesis y el desarrollo tumoral. El
locus de AKT! se encuentra en el cromosoma 14 en la localizacion 14q32.32 y el AKT2 en

cromosoma 19 en la localizacién 19q13.1-q13.2.

6. Estatus hormonal:

Receptores de estrogenos (RREE). Pertenecen a un grupo de receptores nucleares que son
activados por la hormona denominada 17§ estradiol. Se han descrito dos tipos de RREE: el de la
familia de receptores nucleares y el receptor de estrogenos acoplado a proteinas G (GPR30). En
nuestro trabajo, se hace referencia al primer grupo, a los RREEa, cuyo gen (ESR/) se encuentra

situado en el cromosoma 6 (6g25.1). Su importancia fundamental se aprecia en el carcinoma
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mamario, donde es un parametro en la prediccion del pronoéstico y de la respuesta al tratamiento
endocrino. En los tumores malignos de mama se realiza su determinacion de rutina en los
laboratorios de Anatomia Patologica. En nuestro estudio es importante, ya que esta demostrada
la relacion entre el aparato genital femenino y muchos de sus tumores y el estatus hormonal,
sirviendo como tejidos control para la técnica IHQ tanto las células no tumorales del
endometrio, miometrio, ovario y el tejido mamario [139].

Receptores de progesterona (RRPP). También conocidos como NR3C3 (receptor nuclear
subfamilia 3, grupo C, miembro 3), son receptores esteroideos que se unen especificamente a la
progesterona. En los seres humanos estan codificados por un tUnico gen situado en el
cromosoma 11 en la localizacién 11g22 [140, 141] y tienen 2 formas principales A y B que se
diferencian por su peso molecular [141]. Al igual que los RREE, los RRPP estan intimamente
relacionados con el prondstico y tratamiento de los carcinomas mamarios, por lo que se realiza
su determinacion de rutina en el diagnéstico de estas neoplasias. Asi mismo, la expresion de
ambos receptores hormonales ayuda en el diagnostico diferencial de los adenocarcinomas
endometrioides y los carcinomas serosos papilares, siendo escasamente positivos en estos

ultimos [86].

7. Angiogénesis e hipoxia:

CD31. Llamada también PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion mollecule), la codifica un
gen situado en el cromosoma 17. Esta proteina se encuentra en la superficie de células
endoteliales, plaquetas, macrofagos, células de Kupffer, megacariocitos, neutrofilos,
osteoclastos y células NK. También se expresa en tumores, mayoritariamente de estirpe vascular
y hematopoyética. Es una proteina de membrana miembro de la familia de las
inmunoglobulinas, que media en la adhesion celular. Se expresa en células endoteliales adultas
y embrionarias. Esta relacionada con la emigracion transendotelial de los neutréfilos, y esta
subexpresada tras la extravasacion en los tejidos inflamados. Este marcador ayuda en la
evaluacion de la densidad vascular tumoral [142].

CD34. El CD34 es una glicoproteina transmembranosa con un peso molecular de
aproximadamente 115 kDa, el gen que la codifica se encuentra en el cromosoma 1 (1q32).
Inicialmente se detect6 en las células linfohematopoyéticas, precursoras de la serie mieloide y
presentes en la médula 6sea; este antigeno se observa también en el endotelio vascular, en las
células dendriticas de la dermis superficial, en el endoneuro, en subpoblaciones de fibroblastos
y en diversos tumores de partes blandas como sarcoma de el Kaposi, 50% de angiosarcomas,
dermatofibrosarcoma protuberans, GIST, lipomas atipicos y fusocelulares y el tumor fibroso
solitario. El tipo de marcaje es similar al del CD117. CD34 un antigeno de células precursoras

del sistema hematopoyético cuya deteccion a través de la IHQ puede ser util para identificar
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células leucémicas y tumores vasculares [139], pero igualmente ha servido para precisar el

diagndstico de numerosos tumores de partes blandas con apariencia fusocelular .

8. Otros:

CD44. Esta proteina es una molécula de adhesion transmembrana de 85-90 KDa, y el gen CD44
se localiza en el cromosoma 11 (11p13). Es un receptor celular de superficie para el hialuronato
lo que sugiere su papel en la regulacion celular, en las interacciones entre célula y substrato y en
el proceso de la migracion celular [143]. Se expresa en multitud de células: en las células
hematopoyéticas, en los monocitos, los granulocitos, los eritrocitos, en las células B y T
maduras [144], también en las células epiteliales, fibroblastos, células del Sistema Nervioso
Central, células del sistema musculo esquelético, y en distintas neoplasias [145, 146]. Ademas
se ha observado en algunos estudios que la expresion de algunas isoformas de CD44 se
relaciona con la progresion tumoral y la capacidad metastésica [147, 148].

OCT3/4. Factor de transcripcion, miembro de la familia POU. Esta proteina se expresa en
células madre embrionarias y su pérdida se asocia con la pérdida de pluripotencia. Este
marcador es util para algunos tumores de células germinativas y para establecer el origen de
célula germinativa en tumores metastasicos de primario desconocido. OCT3/4 junto a SOX2
forman un complejo regulador que mantiene el estado de pluripotencialidad celular, al controlar

la expresion de ciertos genes [149]. El gen esta ubicado en el cromosoma 6 (6p21.33).

1.4.5 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

Las dificultades para el diagnostico diferencial desde el punto de vista anatomopatoldgico entre
los tumores mesenquimales uterinos, se presentan sobre todo cuando la técnica de biopsia es el
legrado. Esta técnica menos invasiva que la histerectomia o la tumorectomia y algunas veces
punto de partida para el diagnostico, presenta limitaciones por proporcionar muestras escasas y
parciales. Es importante un amplio muestreo de las lesiones, en especial de las zonas inusuales
[12] (al menos una muestra por centimetro cuadrado de lesion), respetar los criterios estrictos
para el diagnodstico de los LMS, consultar la historia clinica, y utilizar técnicas IHQ en los casos
necesarios.

El diagnostico diferencial de la mayor parte de las lesiones se realiza con la técnica histologica
convencional de H&E, valorando en estos tumores la morfologia celular, el pleomorfismo, la
actividad mitdtica, la presencia o no de necrosis y por supuesto la sospecha clinica. Distinguir

los LMS de los LM es determinante para el tratamiento y el prondstico [12].
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La contribucion de las técnicas IHQ en casos complejos es limitada. La expresion de MIB-1
(ki67) y p53 es mayor en LMS que en LM, siendo menor la expresion de receptores hormonales
(estrogenos y progesterona) y Bcl-2 en LMS, pero a pesar de todo no siempre ayudan al
diagndstico morfologico. La disminucion de la expresion de receptores hormonales (estrogenos
y progesterona) ayudan en el diagnostico diferencial entre los LMS uterinos y LM celulares y
bizarros. El numero de mastocitos puede ser de ayuda en el diagnostico diferencial de los LMS
uterinos con una alta sensibilidad y especificidad [139, 150]. La angiogénesis marcada con

CD34 y CD31, también suele ser menor en lesiones benignas.

A continuacion introducimos los tumores de musculo liso con los que pueden existir problemas

a la hora del diagnostico diferencial, resumidos en la tabla 3.

En el caso de los LM mitéticamente activos, se observa un aumento de la actividad mitética en
el tumor sin otra caracteristica que lo distinga de un LM convencional. Suele ocurrir en mujeres
en edad fértil, asociandose a la fase secretora del ciclo, al embarazo o al uso de terapia hormonal
exogena. Macroscopicamente, tiene un aspecto homogéneo y suele ser submucoso a diferencia
del LMS (2/3 son intramurales). Lo mas importante es que atn con la presencia de actividad
mitdtica, estos LM no presentan atipia citologica (o muy discreta). Pueden tener zonas de
necrosis mucosa, inflamacion y cambios reactivos o regenerativos, pero no suelen apreciarse

necrosis tumoral [2, 12].

El LM celular (LMC), por el aumento de la densidad celular y en muy pocos casos por la
presencia de atipia citoldgica focal, puede presentar un problema diagnostico con el LMS
convencional. Usualmente no existe atipia citoldgica y la actividad mitotica es muy baja.

Tampoco presenta areas de necrosis [46].

El LM apopléjico (o hemorragico) puede presentar problemas de diagndstico diferencial con
el LMS tradicional. Es un LMC con 4areas de hemorragia, cambios quisticos y mixoides y zonas
de isquemia, asociando alteraciones morfologicas en esas zonas como aumento de la eosinofilia,
aumento del tamafio nuclear e incremento de la actividad mitdtica. El ntimero de mitosis
raramente supera las 8 mitosis en 10 CGA, y se limita a las zonas adyacentes a las areas de
isquemia, por lo que hay que valorar zonas mas alejadas, para comprobar que la apariencia es la
de un LM tradicional, con nula o escasa actividad mitética y ausencia de atipia.

Algunos LM convencionales tratados con analogos de la GnRH para disminuir el tamafio y
facilitar la reseccion quirargica, pueden presentar areas de necrosis isquémica pero sin aumento

de la actividad mitdtica, ni atipia citologica [151-153].
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El LMA (o bizarro) puede suponer un problema diagnodstico frente al LMS convencional. Este
tumor presenta células atipicas, gigantes, muchas veces multinucleadas. Esta celularidad se
presenta la mayor parte de las veces en zonas parcheadas, a diferencia del LMS convencional
que presenta atipia difusa, y no se observan areas de necrosis. Aparte de algunas células muchas
veces “monstruosas”, en resto de las células no presentan practicamente atipia citologica. Hay
que tener un especial cuidado con la cariorrexis y no confundirla con figuras de mitosis, que en
algunos casos se encuentra por encima de las 7 mitosis en 10 CGA. Técnicas IHQ como la

expresion de ki67 y p53 pueden resultar utiles [154].

El LM mixoide presenta como el LMS mixoide una apariencia macroscopica similar, blanda y
gelatinosa. El examen microscopico con bordes bien delimitados, hipocelularidad, escasa atipia
y bajo indice mitotico puede llevarnos a un diagnostico erroneo. Sin la presencia de necrosis o
atipia severa, un recuento de 2 o mas mitosis en 10 CGA es la clave del diagnostico de LMS
mixoide. El tamafo tumoral mayor de pocos centimetros en un tumor mixoide, los margenes
infiltrativos y la presencia de mitosis tienen que hacernos pensar en un tumor potencialmente

agresivo [155].

El LM epitelioide, puede tener areas de hemorragia, y son de coloracion grisacea-amarillenta, y
de menor consistencia que los LM convencionales. Sus células redondas o poligonales, y la
disposicion en cordones o nidos generan algunas veces problemas diagndsticos en cuanto a
tumores epiteliales se refiere, sobre todo en muestras parciales. Sin embargo, la escasa o nula
atipia citologica y la ausencia de mitosis asi como de necrosis tumoral, permiten el diagnostico
diferencial. También son de ayuda las técnicas IHQ para comprobar el caracter miogénico de la

celularidad [156, 157].

El LM con masiva infiltracién linfoide puede simular algunas veces un linfoma debido a la
gran cantidad de células linfoides que puede albergar [52]. Mediante el estudio clinico,
morfologico y en muchas ocasiones, con el apoyo de técnicas IHQ, se descarta el caracter clonal

del infiltrado linfocitario.

La leiomiomatosis peritoneal diseminada es poco frecuente, se presenta como multiples
nddulos (generalmente de menos de lcm) en la superficie peritoneal de mujeres en edad fértil,
constituidos por células musculares lisas o miofibroblasticas. El diagndstico diferencial con un
tumor maligno es frecuente, sobre todo en el momento del hallazgo, que suele ser intra
operatorio. El tamafio, la cantidad de lesiones y la edad de la paciente suelen sugerir benignidad.

El examen microscopico revelara la escasa o nula atipia citologica. También presenta
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dependencia hormonal que es la base del tratamiento con agonistas GnRH [158]. Han sido

descritos algunos casos de leiomiomatosis peritoneal diseminada maligna [159].

El LM benigno metastatizante, al igual que la leiomiomatosis intravascular puede propiciar
el diagnostico diferencial con el LMS por su localizacion a distancia y en vasos venosos
respectivamente. Sin embargo, con el analisis microscopico, la falta de criterios morfologicos de
malignidad permite el diagndstico en la mayor parte de los casos [2].

La leiomiomatosis intravascular presenta microscopicamente celularidad muscular en cantidad
variable, con frecuentes areas de hialinizacion y fibrosis. Cualquiera de los subtipos de LM
puede estar presente, como el celular, el atipico o el epitelioide, sin observarse criterios
histopatologicos definitivos de malignidad, y sin que esto cambie el prondstico. El examen
microscopico es usualmente suficiente para realizar el diagnostico diferencial con una invasion

vascular por un LMS [2].

Otra patologia a tener en cuenta es la linfangioleiomiomatosis, es muy poco frecuente y puede
afectar a diversos organos, sobre todo al pulmon, ocurre principalmente en mujeres en edad
fértil. Al microscopio no muestra hallazgos citopatoldgicos de malignidad y las técnicas THQ

con marcadores musculares y receptores hormonales puede ser de utilidad.

Los LMS epitelioides pueden simular otros muchos tumores incluyendo carcinomas primarios
y metastasicos, melanomas, tumores trofobasticos, tumores del estroma endometrial, o tumores
con diferenciacion de cordones sexuales. Para diferenciar el LMS epitelioide de carcinomas,
primarios o metastasicos, la recomendacion es realizar un panel ITHQ que incluya diferentes
marcadores epiteliales y musculares como CAM 5.2, CKAE1/AE3, desmina, h-caldesmoén, y
actina de musculo liso, siendo los marcadores epiteliales mas difusos e intensos en los tumores
epiteliales, y ademas hay que tener en cuenta que los tumores musculares epitelioides pueden
perder la expresion difusa de la desmina y del h-caldesmén [139]. Lo mas 1til es un muestreo
exhaustivo para localizar areas de tumor epitelial diferenciado, y negatividad a las tinciones

musculares antigénicas especificas [12].

Otros tumores menos frecuentes que pueden presentar un diagnoéstico dificil frente a los LMS
epitelioides son los PEComas, siendo estos ultimos positivos frente a Melan A y HMB45,
observandose una trama vascular delicada. El melanoma metastasico también puede suponer
un problema diagnostico debido a su morfologia. El melanoma no expresa marcadores
musculares y es positivo frente a S100, HMB-45 y Melan A, lo que facilitara junto a la historia

clinica el diagnostico [12].
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Un diagnoéstico diferencial se presenta entre los tumores del estroma endometrial y los
tumores de musculo liso. Los LMC se pueden confundir con los nddulos del estroma
endometrial y los patrones IHQ de los SEE, LM y LMS se pueden superponer. La actina de
musculo liso se puede expresar tanto en los tumores del estroma como en las neoplasias
musculares aunque estas Ultimas expresan desmina. Las proteinas h-caldesmén, actina y
tropomiosina también pueden ayudar en el diagnostico diferencial, siendo el antigeno h-
caldesmon el mas especifico para distinguir la diferenciacion muscular. El antigeno CD10 por
su parte es positivo mas frecuentemente en las células estromales, aunque no es especifico y se
puede detectar también en tumores musculares. Algunos estudios colocan como mas especificos
para el diagnostico diferencial entre tumores del estroma endometrial y LMC los antigenos
CD10, h-caldesmén y CD44v3, ademas de la utilidad del contaje de los mastocitos como otro
criterio morfologico [139, 160]. También se ha visto la expresion de receptores de oxitocina en
los tumores de musculo liso, asi como en el miometrio sano, siendo usualmente negativos en los
SEE [88]. Recientemente se han publicado algunos trabajos con SEE, LMS uterinos y LM
uterinos, observandose que la transgelina (actina de la familia de las calponinas) puede ayudar a
distinguir entre los SEE y los tumores musculares uterinos, y que la expresion proteica de
estatmina 1 se detecta con mayor frecuencia en los sarcomas (tanto SEE como en los LMS
uterinos) que en los LM [161, 162].

Davidson y cols en 2012 observaron las diferencias a nivel genético entre los SEE y los LMS
utiles para el diagnostico diferencial entre LMS y SEE como la sobreexpresion de
SLCA7A410/ASC1, EFNB3, CCND2, ECELI, ITM2A4, NPW, PLAGI y GCGR en los SEE; y en
los LMS uterinos la sobreexpresion de CDKN2A4 (p16, localizado en 9p21), FABP3 (fatty acid
binding protein, localizado en 1p33-p32), TAGLN (Transgelin, localizado en 11q23.2) , JPH2
(Junctophilin 2, localizado en 20q13.12), GEM (GTP binding overexpressed in skeletal muscle,
localizado en 8ql13-q21), NAV2 (Neuron Navigator 2, localizado en 11ql5.1) y RAB23
(miembro de la familia de oncogenes RAS, localizado en 6p11) [163].

Los sarcomas uterinos monofésicos (SEE, rabdomiosarcomas, LMS) suelen ser faciles de
diferenciar de los TMM, sin embargo, si no se muestrean bien las zonas epiteliales, se pueden
confundir con sarcomas. Asi, el adenocarcinoma endometrioide con componente fusocelular
puede simular un TMM [164].

Aunque no es frecuente, tener que realizar el diagnostico diferencial entre una neoplasia de
musculo liso ginecoldgica y un tumor del estroma gastrointestinal (GIST) su semejanza es un
hecho. En estos casos, diferentes autores recomiendan utilizar el estudio IHQ con CD34 y c-kit,
ya que son frecuentemente negativos en los tumores musculares, y en los escasos casos

positivos para la proteian c-kit, no se ha visto mutacion del gen [139].
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Tabla 3: Diagnéstico diferencial en tumores de musculo liso benignos [165]

Variantes de leiomioma que pueden simular  Proliferaciones de misculo liso con patréon de

malignidad. crecimiento inusual.
- Leiomioma mitoticamente activo - leiomiomatosis peritoneal diseminada
- Leiomioma celular - leiomioma benigno metastatizante

- Leiomioma hemorragico y con cambios leiomiomatosis intravascular

inducidos por hormonas. linfangioleiomiomatosis.
- Leiomioma atipico

- Leiomioma mixoide

- Leiomioma epitelioide

- Leiomioma con masiva infiltracion

linfoide
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1.4.6 ALTERACIONES CITOGENETICAS.

Las causas de la aparicion y desarrollo de los LM uterinos son en gran parte una incognita, a
pesar de los numerosos estudios epidemiologicos, moleculares y citogenéticos que apoyan su
predisposicion genética. Cada LM uterino es un proceso clonal independiente [166-168], fueron
los primeros tumores en los que el gen de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se utilizo para
demostrar que eran neoformaciones de origen clonal [169], siendo consideradas en algunos
estudios, neoplasias monoclonales dependientes de estrogenos [170].

Mas de la mitad de estos tumores no presentan alteraciones genéticas, observandose en un 40-
50% aproximadamente alteraciones no randomizadas (aleatorias) [171, 172] tnicas o escasas y
especificas de este tumor [173], sin tener cariotipos complejos . La variedad de alteraciones
cromosOmicas que incluyen traslocaciones, deleciones, trisomias y otras, sugieren diferentes
mecanismos genéticos y moleculares para la formacion y el crecimiento de los LM uterinos.
Una variedad de subgrupos citogenéticos ha sido descrita segun los distintos mecanismos de
accion; los que con mas frecuencia se dan son: las traslocaciones entre los cromosomas 12 y 14,
los reordenamientos en el brazo largo del cromosoma 12, las deleciones en el brazo largo del
cromosoma 7 con una pérdida de funcidon de genes supresores [174], las trisomias del
cromosoma 12 con aumento de la carga cromosdmica y los reordenamientos en el brazo corto
del cromosoma 6 [13, 170, 175-177].

Un 20% de los LM uterinos con alteraciones cromosdmicas presentan reordenamientos de
12q14-q15 y mayoritariamente son t(12; 14)(ql5; q23-24). El gen implicado en 12ql5 es
HMGA?2 y causa su sobreexpresion [170, 178]. Se ha observado su reordenamiento en los LM
plexiformes, y unicamente en el 10% de los LM usuales (LMU), asi como la expresion
aberrante de su proteina que se observa en el 27% de los LMU [179, 180]. El HMGA2 es un
miembro de la familia HMG (high mobility group) que actia como un factor arquitectural en
diversos procesos celulares como la diferenciacion, la muerte celular, el crecimiento y la
proliferacion [181, 182]. También se ha analizado la alteracion del gen RADS51, localizado en
14924.1 [183, 184] .Otros cromosomas que pueden estar implicados en la traslocacion de
12q14-q15 son los cromosomas 1, 2, 4, 5, 8, 10,22 y X [185, 186].

Una delecion intersticial del cromosoma 7, mas frecuentemente involucrando las bandas q22-
q32 ocurre en alrededor del 20% de los LM con cariotipo anormal [187].

Otras anomalias que pueden aparecer de forma mds infrecuente incluyen reordenamientos de los
cromosomas X, del cromosoma 1 como t(1;2)(p36;p24) [188], de los cromosomas 3, 13 y 10
[189].

El reordenamiento de 6p21 aparece en menos del 10% de los LM con cariotipo anormal, e

incluye traslocaciones con 14q23-q24 e inversiones [190]. Otro miembro de la familia HMGA,
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el HMGAI, que se localiza en el 6p2l estd implicado también en reordenamientos
cromosomicos en los LM uterinos [191]. Ademas, se ha demostrado que los LM que presentan
alteraciones en el 12q15 y en 6p21 hiperexpresan frecuentemente HMGI-C o HMGI-(Y).

La presencia de una trisomia del cromosoma 12 causa sobreexpresion del HMGA2, que
contribuye al desarrollo de LM uterinos a través de un mecanismo similar al de la presencia de
t(12; 14)(q15; q23-24).

En el 5% de los LM con cariotipo anormal, se han observado reestructuraciones que implican al
brazo largo del cromosoma 10. La mayoria son traslocaciones balanceadas entre el 10q 22 y una
multitud de cromosomas, incluyendo los cromosomas 4, 6, 12 y 17 [192]; y con menos
frecuencia la del (10)(q22q24) [185].

Ademas se han observado en estos tumores, fendmenos parecidos a la cromotripsis,
“reordenamientos cromosoémicos complejos” (RCC) que consisten en la aparicion de multiples
rupturas cromosdmicas que ocurren en un solo evento y suponen una forma de génesis tumoral
distinta a la adquisicion progresiva de alteraciones cromosomicas, con restructuraciones intra e
intercromosémicos [193].

También se han contemplado como factor patogénico en el desarrollo de estos tumores, la
participaciéon de ciertos polimorfismos en genes de las citoquinas [194-197]. En algunos
estudios se ha observado mas concretamente la relacion de los genes IL4 y TNFA con un
aumento del riesgo para el desarrollo de LM uterinos, tras observar los polimorfismos de genes
de las citoquinas, Th1/Th2 [18].

También se ha descrito en estudios mas recientes, que la baja expresion del gen alcohol
deshidrogenasa 1 (ADH 1) se observa en los LM unicos en comparacion con el miometrio
control, siendo este un gen implicado en la transformacion de la matriz extracelular. Esta baja
expresion no presentd correlacion con la historia familiar, el nimero de lesiones, ni la historia
de lactancia acumulada [198].

Otros genes estudiados, podrian tener implicacion en el desarrollo de los LM uterinos, como
CULT 1, un gen supresor, localizado en 7q22 [199, 200].

Se ha descrito la presencia tanto en LM como en LMS uterinos de la mutacién de MEDI2, un
componente del complejo mediador, envuelto en la regulacion global y genoespecifica
transcripcional, observandose hasta en el 70% de los LM, incluyendo LMU con mayor
frecuencia [201-205], LMC y LMA [201]. Estos estudios buscaron esta misma alteracion en
LMS de otras localizaciones sin éxito, por lo que parece ser una alteracion especifica de estos
tumores mesenquimales uterinos [27]. En resumen, estas mutaciones de MEDI2 se dan con mas
frecuencia en LMU y menos frecuentemente en variantes histoldégicas de LM uterinos o LMS
uterinos, sin observarse en ningin caso en tumores de musculo liso extrauterinos [201].

Ademas, estudios recientes como el de Bertsch y cols en 2014, observaron que la mutacion de
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MEDI2 y la mutacion de HMGA?2 son excluyentes la una de la otra, formando parte cada una de
una via de tumorgénesis [206] .

En la tabla 4 se presentan las alteraciones cromosdmicas mas frecuentemente descritas.

Tabla 4: Variaciones citogenéticas mas frecuentes en los leiomiomas uterinos

Citogenética de los leiomiomas uterinos.

60-50% 46 XX

40-50% alteraciones citogenéticas

t (12; 14) (ql5; q23-24) (20%)
del (7) (q22q32) (20%)
t(1,2)(p36;p24)

Reorganizacion del 6p21 (10%)

trisomia 12

Reordenamiento del 10q22 (5%)
reordenamiento del 13q21-22

delecion de 3q

Los LMS se asocian con cariotipos complejos, presentando numerosas ganancias y pérdidas
cromosomicas, y alteraciones estructurales [207]. En 1993 Laxman observo en un grupo de 14
sarcomas uterinos (5 LMS, 4 SEE y 5 TMM), anormalidades en los cromosomas 1, 7 y 11,
considerando una asociacion de estas alteraciones con la etiopatogenia de los sarcomas uterinos,
y concretamente las alteraciones genéticas en la region 11q22 especificas de los tumores
malignos de musculo liso [208]. Suelen ser tumores esporadicos, aunque las mutaciones en el
gen de la fumarato hidratasa parecen estar en relacion con la aparicion de estos tumores aunque
también con la de los LM [209, 210]. En 2009, Mittal y cols en una serie de 18 de los 26 LMS
uterinos, de los cuales 5 de ellos presentaban zonas de LMC, 4 de ellos zonas de LMA, 4 de
ellos areas de LMA celular y 5 de ellos zonas de LMU. Casi todas las alteraciones genéticas
observadas en las zonas de LM, estuvieron presentes en el LMS en cada uno de los casos. En los
LMS hubo alteraciones adicionales, predominando las pérdidas sobre las ganancias. Las zonas
de LM presentaron ganancias en los cromosomas 1, 6 y 12; afectando los genes JUN, CSkl,
FYN, K-Ras y ELK3. Presentaron pérdidas en los cromosomas 2, 9, 16, 17 y 22, con afectacion
de los genes pl6, pl4ARF, Endoglina, p53 y PDGFp. Las alteraciones adicionales encontradas

en los LMS fueron tanto ganancias, en los cromosomas 8 y X, afectando los genes MYC y
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miRNA-221; como pérdidas en los cromosomas 4, 8, 13, 14 y 17, afectando los genes ING2,
LOXL2, RB-1, TTF-1, y p53 respectivamente, asi como pérdidas en el cromosoma 11[211].

Se ha observado en los LMS uterinos la sobreexpresion de productos genéticos que regulan
multiples funciones celulares y la proliferacion como UBE2C, Aurora A and B kinase, TPX2
and Polo-like kinase 1 [212]. De hecho Aurora A inhibe la proliferacion e induce la apoptosis en
LMS uterinos tanto in vivo como in vitro. Aunque algunos de estos tumores expresan c-kit en el
fenotipo IHQ, no se ha encontrado ninguna mutacion de este gen [213]. Adams y cols en 2007
observaron la positividad IHQ frente a PDGFRa en los distintos grupos de sarcomas uterinos
sin asociar mutaciones de los exones 12 ni 18 del PDGFRa [87], aunque los receptores de la
tirosina-quinasa como PDGFRa y IGFR-1 se encuentran sobreexpresados en LMS uterinos y
pueden ayudar a la sefializacion de la diana de rapamicina en células de mamifero (mTOR) [87,
214, 215]. La proteina mTOR, estd implicada en el control del inicio de la transcripcion des
ARNm, organizacion del citoesqueleto celular de la actina, trafico de membrana, formacion de
ribosomas y regulacion del crecimiento, proliferacion y apoptosis celular, y es ademas la
principal diana de la Rapamicina [124, 216]. Como hemos comentado en algunos LMS donde se
han observado areas de aspecto benigno, tanto en esas zonas como en el resto del tumor se han
detectado mutaciones somadticas en el exon 2 de MEDI2 en el cromosoma Xql3.1, sugiriendo
que un subgrupo de estos tumores se desarrolla sobre LM preexistentes [217]. Asimismo se han
descrito ganancias de 17p (8 casos de 21) [218] y pérdidas en la region 9p21.3 [219]. Otros
estudios realizados para efectuar el diagnostico diferencial entre LMS y SEE describieron
diferencias importantes entre estos dos grupos de neoplasias, observandose la sobreexpresion de
genes como CDKN2A, FABP3, TAGLN, JPH2, GEM, NAV2 y RAB23 en LMS a diferencia de
los SEE. Los 100 genes sobreexpresados con mayor frecuencia en LMS incluian los que
codifican cadenas ligeras de miosina (MYLK y MYL9) , caldesmon (CALDI), y actina A
(ACTNTI) , pero no los que codifican desmina o actina [163]. Raish y cols en 2012 en un analisis
con “arrays” de CGH y con PCR encontraron en un grupo de 15 LMS un promedio de 8,4 y
16,6% de ganancias y pérdidas cromosdmicas respectivamente, encontrandose alteraciones en
todos los casos, siendo numerosas las regiones con ganancia o pérdida. Las regiones con mayor
nivel de ganancia fueron 1q23.3, 7p14.2, 7q34-36, 13q34 y 16p13.3. Por otro lado, las regiones
con mayor pérdida homocigética fueron 2q21.1-23.2, 12q23.3, 4q21.22, 4q34.3, 11q24.2,
12g23.3, 13q13.1, 13q21.33 y 14q24.3 [220].
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1.4.7 PREDISPOSICION GENETICA Y PATOLOGIA ASOCIADA

Gran variedad de estudios apoyan la predisposicion genética de los LM uterinos. Un analisis de
agregacion familiar demostrd que las mujeres con familiares en primer grado afectas de LM
tienen un riesgo 2,5 veces mayor de desarrollar estos tumores, la odds ratio aumenta a un 5,7
después de seleccionar los casos de aparicion temprana de estos tumores [221], estudio que
concuerda con otros anteriores como los dos de Kurbanova y cols en 1989, y el de Vikhlyaeva y
cols en 1995 [222-224] en los que se observaron rasgos influenciados por la genética con un
debut mas temprano [225]. Se aprecid que las mujeres americanas de origen africano tenian de 3
a 9 veces mas frecuentemente LM uterinos y de forma mas precoz que las mujeres americanas
de origen caucasico, demostrandose que esto se debia a la diferente etnia y que no estaba
relacionado con el estatus socioecondmico ni con otros factores como la paridad o el modo de
vida [7, 226, 227]. En segundo lugar se vio en el registro de histerectomias de Australia una
predisposicion familiar de esta patologia, encontrandose 2 veces mas intervenciones por esta
patologia en gemelas monocigoéticas que en gemelas dicigoticas. También Vikhlyaeva y cols en
1995 en un estudio de 97 familias, y Pedeutour y cols en 1999 observaron esta predisposicion
familiar [224, 227], al igual que en otros estudios como el de Tredar y cols y Luoto y cols en
2000 [228, 229].

Numerosos sindromes hereditarios con neoplasias malignas se asocian con una predisposicion a
la aparicion de LM. Parece existir una asociacion genética entre el carcinoma de células renales
[230, 231] y la leiomiomatosis familiar hereditaria. Este sindrome esta causado por mutaciones
heterocigoticas en la linea germinal de la fumarato hidratasa que codifica una fumarasa de los
ciclos de los acidos tricarboxilicos [232]. En estos sindromes se incluyen la leiomiomatosis
hereditaria (presentando LM multiples uterinos y cutaneos) y el carcinoma de células renales, la
esclerosis tuberosa compleja, y el sindrome de Birt-Hogg-Dube. El origen embrioldgico comun
del aparato genitourinario podria explicar esta asociacion [233].

Se estima que el riesgo de progresion de un LM uterino a LMS es menor del 0,1% [234]. El
hallazgo frecuente del reordenamiento 1p13-pter en los LMS se ha encontrado también en un
subgrupo citogenético de LM con pérdida del brazo corto del cromosoma 1 (del (1)(pl1p36)
siendo mayoritariamente LMC [235], observandose que los LM que presenta esta alteracion se
aproximaban mas genéticamente a los LMS que a los LM sin esta alteracion [236], lo que nos
llevaria a pensar que los LMS podrian derivar de este tipo histologico concreto y muy poco
frecuente, susceptible de transformacion maligna [235]. Otros estudios sugieren también que la
traslocacion t (10; 17) esta asociada a esta transformacion maligna en algunos LM [237, 238],
como Unica alteracion en el LMS o asociaciada a otras.

En los LMS uterinos, no se ha descrito una predisposicion genética concluyente, ni sindromes

asociados claros.
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1.5 FACTORES PRONOSTICOS

Los LM uterinos tienen un prondstico excelente en la mayor parte de los casos. Menos de la
mitad dan clinica, y los problemas asociados son secundarios al tamafio que alcanzan,
comprimiendo los 6rganos vecinos, al aumento de la hemorragia menstrual a metrorragias o a
problemas de fertilidad. Otras veces, los tumores subserosos y pediculados, pueden alcanzar
tamafos enormes sin otra clinica que la palpacion de la tumoracion. Algunos tumores
pediculados pueden desprenderse y quedar como tumoraciones libres en la cavidad abdominal,
tras obtener nueva vascularizacion desde el omento mayor. Algunos de los problemas sobre la
vida de las pacientes derivan de las complicaciones de los tratamientos que se lleven a cabo,
mucho de ellos para la preservacion de la funcion reproductora uterina [239-243].

Existe una entidad especifica, el LM benigno metastatizante, que tiene la capacidad de migrar a
distancia, mas frecuentemente a nivel pulmonar, mas frecuentemente en mujeres con historia de

cirugia pélvica y ocasionalmente produce complicaciones mortales.

El LMS uterino es un tumor muy agresivo con un prondstico malo, con una SG a los 5 afios del
15-25% [161]. Se considera en muchos estudios como factor pronostico principal el estadio
quirargico, siendo la supervivencia a los 5 afios en los estadios I y II del 25-70% [161], y
aunque no queda del todo claro la habilidad de los diferentes sistemas de clasificacion para
establecer el prondstico, algin estudio sugiere que es el estadio de la AJCC la que predice mejor
el prondstico frente a la FIGO [65]. Por otro lado, el Memorial Sloan-Kettering Cancer Center,
ha sugerido una nueva clasificacion introduciendo variables como el tamafio tumoral, el grado
histologico, la invasion de cérvix, o la extension extrauterina y el indice mitotico [244] que
muestra, en algin estudio, un valor prondstico superior al de las anteriores clasificaciones [66].
Por otro lado, observaron en analisis multivariable que tanto el estadio inicial, la edad al
diagndstico menor de 50 afios, la ausencia de invasion vascular y el bajo indice mitdtico se
asocian a una mayor supervivencia; sin embargo no se observa un valor significativo con
respecto a la supervivencia de la edad de la menopausia ni de la terapia adyuvante (RT/QT).
Ademas, en estos mismos estudios se observo que en el grupo de tumores con invasion vascular,
tanto la edad como el estadio y la invasion vascular tienen valor independiente en la
supervivencia, y en cambio el recuento mitdtico elevado solo tiene valor independiente en el
estadio I [244, 245].

Se ha comprobado que como variables independientes, la expresion THQ de los receptores
hormonales (estrogenos y progesterona), p53, y ki67 tienen un valor pronoéstico en los LMS,
perdiéndose este valor en los estudios multivariables [139]. Si que se ha visto una relacion entre
la expresion de RRPP y receptores de androgenos y el intervalo libre de enfermedad (ILE), sin

observarse una correlacion entre esta expresion y la SG [71]. D’Angelo y cols en 2011
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apuntaron como valor pronostico el tamafio tumoral (=de 10cm) y la actividad mitética (= 20
por CGA) sin observar en este estudio una relacion entre la SG y la edad del paciente, la
necrosis tumoral, el estadio, la atipia nuclear, o el tratamiento postquirtirgico. Tampoco vieron
que tuviera un valor prondstico el indice de expresion de p53, pl16 o CD163. Si que detectaron
un impacto en el prondstico de la expresion de ki67 (indice de proliferacion) y de Bcl-2
asociandose este ultimo a un mejor pronoéstico [85]. Los factores pronosticos de los LMS
intrauterinos han sido siempre controvertidos; en estudios anteriores, como el de Abeler y cols
en 2009 establecieron como Unicos factores pronostico el tamafio tumoral y el indice mitotico
[14]. Pautier y cols en 2000 apuntaron como factores prondsticos mas fiables en primer lugar el
estadio tumoral y en segundo lugar el indice mitotico [246]. Avdalyan y cols intentaron
establecer en 2012 una relacion entre una mayor densidad de microvascularizacion tumoral y

peritumoral, el grado tumoral, y la SG sin encontrar una clara relacion entre ellos [142].

1.6 TRATAMIENTO

En los LM uterinos el tratamiento es individualizado en funcion de la clinica, la localizacion, el
tamafio tumoral, la edad de la paciente y los deseos genésicos de ésta. No se recomienda el
tratamiento de rutina de los LM asintomaticos [247]. Las posibilidades de tratamiento son tan
amplias que van desde la acupuntura hasta la histerectomia [248]. Las guias mas recientes son
las guias nacionales francesas [247, 249], siendo semejantes a las de la Sociedad Europea de
Menopausia y Andropausia [250]. En cuanto al tipo de cirugia, la fragmentacion o
“morcelacion” se esta cuestionando. Se realiza por via laparoscopica, y la FDA (Food and Drug
Administration ) la desaconsej6é en 2014 ya que aunque las posibilidades de encontrar un LMS
en lo que se sospechaba que era un LM es muy baja (del orden del 0,28%), las posibilidades de
diseminaciéon del LMS y el cambio de estadio y pronostico son reales [251].

Sin embargo en el caso de los LMS, Ila cirugia es la norma, realizando una histerectomia total

siendo mucho mas controvertido el manejo posterior.

1.6.1 CIRUGIA

En pacientes premenopausicas, la tumorectomia (laparotomica, laparoscopica o histeroscopica,
segin tamafio y localizacién) puede ser de eleccion para preservar la fertilidad e incluso
mejorarla y evitar partos pretérmino y abortos, en especial en los LM submucosos con
componente intracavitario [247]. En pacientes con la fertilidad satisfecha y clinica importante la
cirugia de eleccion es la histerectomia total o subtotal con preservacion de los anejos, menos

recomendada estd la miomectomia. La histerectomia puede ser por via vaginal, abdominal o
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laparoscopica, dependiendo del tamafio uterino. Dado que los tmores no tienen caracter
maligno, en ocasiones, para disminuir el riesgo terapéutico, se proponen terapias conservadoras,
entre otras la embolizacion transarterial del LM, o los ultrasonidos de alta intensidad guiados

por resonancia magnética.

El tratamiento quirargico de los LMS uterinos consiste en una histerectomia total, y la reseccion
tumoral extrauterina si la hubiese. La extension quirdrgica, con linfadenectomias pélvicas y
paraaorticas, recomendables en las tumoraciones malignas de estirpe epitelial, permiten aqui
también establecer con precision el estadio pero no aportan beneficio terapéutico. Ademas, hay
que tener en cuenta que muchos LMS se diagnostican tras intervenciones quirrgicas, y dado
que la afectacion ganglionar no es frecuente, la reintervencion puede no ser necesaria;

asimismo, la anexectomia tampoco influencia en el pronostico [252].

1.6.2- QUIMIOTERAPIA (QT), RADIOTERAPIA (RT) Y HORMONOTERAPIA

Los analogos de la GnRh se utilizan frecuentemente en el tratamiento de los LM uterinos, sobre
todo los de mayor tamafio, administrados de forma continua, inhiben la liberacion de
gonadotropinas, y la esteroidogénesis ovarica, disminuyendo el tamafio y la vascularizacion de
estos tumores. Estos agentes, aprobados por la FDA, se utilizan frecuentemente de forma
preoperatoria para reducir el sangrado vaginal y corregir la anemia [253]. Terapias como los
moduladores de los RREE (Raloxifeno), las antiprogestinas (mifepristona, azoprisnil, acetato de
telapristona, Ulipristal), los inhibidores de la aromatasa (Letrozole), carbegolide, danazol y
gestriona han sido estudiados para el tratamiento de estos tumores, con diversos grados de éxito
[254]. En este momento solo el Ulipristal, un modulador de los RRPP esta aprobado para la
preparacion prequirdrgica.

Estos tumores benignos, se pueden favorecer en muchos casos de tratamientos hormonales ya
que suelen ser hormono-dependientes, la colocacion de dispositivos intrauterinos (DIU) con
levonorgestrel, que fue desarrollado en primer lugar como anticonceptivo (DIU MIRENA), que
bloquea la proliferacion del endometrio reducen la secrecion de FSH y LH, suprime la actividad
ciclica endometrial y disminuye en mas del 90% los sangrados [255, 256], aunque sin
observarse reduccion del tamafio tumoral [257]. Otros tratamientos en estudio son la vitamina D
que ha demostrado inhibir el crecimiento e inducir la apoptosis en LM in vitro [257, 258] o la
Epigallocatechin gallate, extracto de té verde, del grupo de las bioflavonas con efecto
antioxidante y antiinflamatorio, que han demostrado inhibiciéon del crecimiento de tumores
como el carcinoma de mama [259], o el carcinoma de prostata [260] y que en los LM uterinos
ha demostrado disminuir la proliferacion e inducir la apoptosis en modelos animales y en

modelos in vitro [261, 262].
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Estos tratamientos menos agresivos que la cirugia pueden ser un primer paso en muchos casos,
ahorrando asi un método cruento y proporcionando una disminucion de la sintomatologia [263].
Asimismo, existen estudios recientes de tratamientos con agonistas de las gonadotropinas en
LM metastatizantes para evitar cirugias no-ginecologicas agresivas[264]. Los LM que requieren
tratamiento quirurgico han demostrado relacion con el patron de los ciclos menstruales. Las
inyecciones de acetato de medroxiprogesterona parecen servir en algunos estudios, tanto en la
prevencion como en el tratamiento de los LM [265].

En los LMS uterinos, el uso de terapias neoadyuvantes es controvertido. La QT actual de
primera linea con doxorrubicina o docetaxel/gemcitabina se utiliza en lesiones con mayor riesgo
de recidivas [266, 267], para recurrencias o progresion de la enfermedad mostrando unas tasas
de respuesta del 19 al 30% [268-270] aunque no se observa un aumento de la SG y si
generalmente, una mas alta toxicidad. Se ha demostrado la resistencia de estos tumores a
cisplatino [271]. En pacientes con sarcomas uterinos en estadio I, se ha observado un beneficio
significativo el asociar cirugia (histerectomia total con doble anexectomia y linfadenectomia
paraadrtica) y QT [272-274], teniendo que tener en cuenta la buena tolerancia de algunos
farmacos y la toxicidad y mala tolerancia de otros [275]. En nuevos estudios, se ha observado
que la suma de un inhibidor de la angiogénesis (bevacizumab) al tratamiento con QT estandar
no se acompafia de una mejoria de la SG [276]. Por otro lado, hay que tener en cuenta en las

distintas QT utilizadas, su eficacia limitada y en las toxicidades de las mismas (tabla 5).

Tabla 5: Agentes quimioterapicos utilizados en leiomiosarcomas y otros sarcomas uterinos, y

toxicidades encontradas [277].

AGENTE NEOPLASIA TOXICIDAD ASOCIADA
GENTAMICINA LMS Toxicidad pulmonar
IFOSFAMIDA LMSS’FEVI M, Cistitis hemorragica, encefalopatia
DOXORUBICINA LMS, SEE Toxicidad cardiaca, neutropenia
TRABEDECTINA LMS Supresion de médula é§ea, Sindrome de
(ET-743) fuga capilar
MEGESTROL LMS, SEE Tromboembolismo venoso
INHfggﬁgils)f LA LMS, SEE Osteoporosis

LMS: leiomiosarcomas, TMM: Tumor Mixto Mulleriano, SEE: sarcomas del estroma
endometrial
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Por esto, algunos estudios, como el nuestro, intentan encontrar dianas para terapias alternativas.
En algun trabajo reciente se observd que la curcumina, ingrediente activo derivado de la
curcuma, inhibe el crecimiento de las células del LMS, sospechandose que este efecto se
realizaba a través de la inhibicion de la via AKT-m TOR (ya que la activacion de esta via por la
pérdida de PTEN provoca un aumento en la formaciéon de LMS en ratones). En cambio en este
estudio la rapamicina, un inhibidor especifico de mTOR no indujo la apoptosis de las células
cultivadas in vitro de LMS humanos [278]. En otros estudios se ha observado que algunas
pacientes responden a tratamiento hormonal, aunque no es habitual utilizar estos tratamientos.
Se han descrito casos con positividad IHQ frente a c-kit, habitualmente citoplasmatica, pero no
suele existir mutacion ni fosforilacion del oncogen KIT, por lo que el tratamiento con imatinib
seria inefectivo [279]. El estudio de ERBB2 en los sarcomas uterinos ha demostrado que la
positividad en la mayoria de los casos es débil, sin embargo en algunos estudios se ha observado
sobreexpresion de ERBB2, teniendo que considerarse en estos casos esta diana terapéutica

[129].

En los LMS, el uso de RT pélvica post-cirugia esta discutida, mientras que en algunos estudios
no ha demostrado un mejor control de la enfermedad regional [280], en otras la asocian
mayoritariamente a una buena terapia adyuvante en el control local pudiendo ser util para el
tratamiento de recidivas locales aunque no se ha demostrado una mejora de la SG debido al
elevado nimero de metastasis a distancia [281-283].

Aunque algunos LMS expresan positividad frente a receptores hormonales, la terapia hormonal
no se ha estudiado atn adecuadamente. Algun estudio ha mostrado un mejor prondstico en los
LMS que respondian al tratamiento hormonal, utilizando inhibidores de la aromatasa, aunque
solo presentaron respuesta un 9% de las casos (de 34 casos), y todas las respuestas fueron

parciales [284].
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

“Los objetivos no s6lo son necesarios para motivarnos. Son

esenciales para mantenernos vivos”. Robert H. Schuller
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Hipotesis y Objetivos

Nuestra hipdtesis general de estudio es la existencia de patrones fenotipicos,
inmunohistoquimicos y genotipicos diferentes entre el miometrio sano, los LM uterinos y los
LMS uterinos que pueden ser detectables por técnicas inmunohistoquimicas y de genética
molecular y por tanto ser utilizados como claves para su caracterizacion concreta y su

diagnostico diferencial.

Nuestro objetivo principal es hallar los patrones distintivos entre los diferentes tumores
mesenquimales de musculo liso estudiados, LM uterinos y LMS uterinos, claves para su
diagnéstico diferencial, asi como datos fennotipicos y genotipicos que pudieran ser utilizadas

como futuras dianas terapéuticas.

Los objetivos concretos son:

-Asociar los datos clinicos de las pacientes con el estudio de las caracteristicas
histopatoldgicas celulares y arquitectonicas, la expresion inmunofenotipica, y las alteraciones
numéricas de los cromosomas 3, 7 y 17 y del locus especifico 9p21 de sus tumores, asi como

con el perfil pangendémico de los tumores con diagnostico complejo.

-Evaluar la clasificacion de datos a partir de los resultados obtenidos en la aplicacion de
algoritmos basados en arboles de decision, para determinar si esta técnica de clasificacion puede

ser de utilidad en el diagnostico y posterior tratamiento médico.

Por todo ello nos proponemos caracterizar en un pequefio grupo de tumores malignos de
musculo liso uterinos, en su frecuente variante benigna asi como en el tejido miometrial

correspondiente a uteros de mujeres sanas:

- Las caracteristicas clinicas.

- El patron inmunofenotipico estudiando marcadores de proliferacion,
apoptosis, proteinas de ciclo celular, dianas terapéuticas, marcadores de la
transicion epitelio-mesénquima y vascularizacion.

- Las posibles variaciones numéricas de los cromosomas 3, 7 y 17, y del
locus especifico 9p21.

- El perfil cromosdmico completo con SNP.

Con todos estos datos, y con ayuda de la bibliografia recopilada, intentaremos dar algo mas de
luz a toda la zona de grises existente entre los tumores benignos y malignos uterinos de musculo

liso.
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3. MATERIAL Y METODOS

“Lo mejor fue encontrar en el camino tantas manos

dispuestas a ensefiarme nuevas formas de hacer las cosas”. N.S.
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Material y Métodos

3.1 PACIENTES Y MUESTRAS

Este estudio esta constituido por 122 casos que comprenden 76 tumores mesenquimales uterinos
de musculo liso incluyendo 16 LMS y 60 LM; 13 tuteros control (UC) (Gteros sanos de mujeres
adultas, procedentes de histerectomias por prolapso y sin otra patologia ginecoldgica tras
estudio histopatologico), 14 uteros de origen fetal, de edades gestacionales entre 13 y 40
semanas, y 19 muestras de miometrio sano adyacente a la lesion tumoral incluyendo 13 LM, de

los cuales 6 eran LMU, 3 LMC y 4 LME junto con 6 LMS.

La procedencia de las piezas quirargicas y necrépsicas es el Hospital Clinico Universitario de

Valencia (HCUV). Este estudio fue aprobado por el Comité Etico del HCUV.

El material se ha ordenado en 3 grupos basicos, con 5 subgrupos totales: (figura 9)

1. Tejidos uterinos no neoplasicos:
- 13 uteros de mujeres sin lesiones tumorales.
- 14 uteros fetales sin lesiones histopatologicas.

- 19 muestras de tejido sano adyacente a lesiones tumorales.

2. Tumoraciones mesenquimales uterinas de musculo liso benignas:
-30 LMU.
-14 LM con alguna caracteristica especial excluyendo LMC (5
plexiformes, 5 atipicos, 2 mitéticamente activos, 1 epitelioide, y 1 con patron vascular).

- 16 LMC.

3. Tumoraciones mesenquimales uterinas de musculo liso malignas:

- 16 LMS (12 de alto grado y 4 de bajo grado).

Todos los casos habian sido fijados en formaldehido al 4% y se encontraban incluidos en
parafina. Se sacaron los casos completos del archivo del servicio de Anatomia Patologica
revisando las H&E, e identificando los bloques de parafina. Se revisaron todos los casos para
comprobar los criterios morfologicos e IHQ. Se seleccionaron las dos zonas mas
representativas, intentando que estuvieran lo mejor preservadas posible y sin zonas de necrosis.
Realizamos, ayudados de las H&E, el marcaje de las zonas seleccionadas sobre los bloques de
parafina. Después, efectuamos una micromatriz tisular por cada subgrupo. Posteriormente
realizamos las secciones necesarias para los estudios inmunohistoquimico y molecular (40

secciones de 3 micras). Para el estudio histopatologico e IHQ utilizamos 5 de las 7 matrices,
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incluyendo las 4 matrices tisulares tumorales y la matriz del Gtero control que incluia tejido
miometrial sano. El estudio citogenético con FISH, precisé para la correcta interpretacion de la
presencia andmala de ganancias y pérdidas de sefiales, del ajuste de los puntos de corte del
numero de las sefiales debido a la presencia de ndcleos truncado y a la superposicion nuclear.
Para ello, incluimos el estudio de la matriz del tejido uterino fetal y la matriz de tejidos
miometriales no infiltrados adyacentes a distintos casos tumorales (muestra de tejido a 0,5 cm
de distancia del tumor, evaluado con H&E), que nos permitieron ajustar el efecto de corte y
superposicion nuclear en la organizacion plexiforme muscular y por tanto valorar el diferente
tamafio y morfologia de sus secciones nucleares asi como las variables secciones nucleares de

las células epiteliales endometriales.

Figura 9: Diagrama de la distribucion de los grupos del estudio

UC: Gtero control, UF: atero fetal, T.ADY:: tejido adyacente, LMS: leiomiosarcomas, LMC:
leiomiomas celulares, LME: leiomiomas especiales, LMU: leiomiomas usuales.
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3.2 REVISION CLINICO PATOLOGICA DE LOS CASOS

El estudio clinico esta basado en el analisis de las historias clinicas de las pacientes depositadas
en el Archivo Central del HCUV (figuras 11 y 12). Se consultaron 2 historias clinicas del grupo
de LMS, de pacientes que recibieron, tras la cirugia, el seguimiento en el Instituto Valenciano
de Oncologia (IVO) para determinar la evolucién. Se han valorado los parametros referentes a
la situacion clinica de las pacientes que a continuacion describimos. De las 89 pacientes,
incluyendo todas aquellas pertenecientes a los grupos tumorales y las que forman el grupo de
utero control (tabla 6), 2 historias clinicas no pudieron ser recuperadas, ambas del grupo de los
LMS, teniéndose esto en cuenta en el analisis estadistico. Una tinica paciente fallecio en el
grupo de los LME, no estando la causa de la muerte relacionada con la patologia de nuestro

estudio.

Se recogieron los datos que se muestran a continuacién en una tabla con las muestras

anonimizadas (tablas 6 a 10):

-Edad. Se valor6 en afios el momento en que se emitio el informe anatomopatologico. Obtenida
de la fecha de nacimiento y la fecha del diagnoéstico, se realizé el estudio estadistico dividiendo
a las pacientes en 4 grupos de edad: 1) entre 20 y 35 afios; 2) entre 36 y 50 afios; 3) entre 51 y
65 anos y 4) mayores de 65 afios.

-Paridad. Referencia a la paridad al diagndstico. Se dividieron principalmente en 2 grupos: 1)
nuliparas; 2) con gestaciones previas. También se tomaron los datos del numero de gestaciones,
partos, abortos y cesareas.

-Menopausia. Se documentd si ya estaba establecida la menopausia en el momento del
diagndstico, y si asi era, se tomo el dato de la edad de la menopausia.

-Sintomas de presentacion. 1) Sangrado; 2) Dolor-pesadez; 3) Dolor y sangrado; 4) Prolapso;
5) Asintomatico; 6) Infertilidad.

-Tamafio tumoral. Se consider6 el diametro mayor en centimetros en el estudio macroscopico
de la pieza quirurgica.

- Analitica. Parametros bioquimicos destacados al diagndstico: hemoglobina (Hb), recuento
leucocitario, marcadores tumorales.

-Tratamiento: 1) quirirgico (Q), 2) cirugia y quimioterapia (QT), 3) cirugia, quimioterapia y
radioterapia (RT), 4) cirugia y radioterapia.

-Diagnostico anatomopatolégico. Se revisaron todos los casos para una correcta seleccion de
los mismos, reevaluando los nuevos criterios en la clasificacion de los leiomiosarcomas. Se
revisaron todos los casos incluyendo las técnicas IHQ complementarias realizadas en el

momento del diagnostico.
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Parametros morfoldgicos analizados:

-Atipia citolégica: 0) ausencia; 1) leve; 2) moderada; 3) severa

-Mitosis. Se tom6 como referencia el niimero de mitosis en el conjunto del tumor, y se procedio
a buscar mitosis en los tumores en los que este dato no fue evaluado en el momento del
diagnodstico. Asimismo se comprobo la existencia o ausencia de figuras de mitosis en los
miometrios control. El recuento mitdtico se realizé segun recomienda la OMS en 10 CGA a
40X.

-Otros. Antecedentes personales y familiares de interés (oncoldgicos, patologia ginecologica,

alteraciones hormonales o genéticas).

En el grupo de los LMS se analizaron ademas estos datos:

-Localizacion del tumor: 1) utero, 2) otros.

-Tipo de tumor: primario/recidiva/metastasis

-Necrosis: si; no

-Grado: bajo grado; alto grado

-FIGO. Se utilizaron los criterios actuales.

-Recurrencia. En meses y localizacion.

-Intervalo libre de enfermedad (ILE). En meses.

-Supervivencia (SG). Exitus o supervivencia en el momento de la tltima revision del paciente

o revision de la historia clinica (en meses).
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Figura 10 y 11: Imagenes de los archivos de los bloques de parafina y de las historias clinicas
del Hospital Clinico Universitario de Valencia.
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Tabla 6: Datos clinicos del miometrio control de Uteros adultos

ucC EDAD PARIDAD MENOPAUSIA SINTOMAS
1 70 2 50 Prolapso
2 62 2 54 Prolapso
3 81 6 52 Prolapso
4 71 4 52 Prolapso
5 52 2 No Prolapso
6 68 2 45 Prolapso
7 60 6 51 Prolapso
8 66 2 39 Prolapso
9 48 4 No Prolapso
10 66 3 51 Prolapso
11 58 3 50 Prolapso
12 48 6 No Prolapso
13 42 1 No Prolapso

UC: 1tero control
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Tabla 7: Datos clinico-patoldgico del grupo de leiomiomas usuales

) TAMANO
ANALITICA

LMU EDAD PARIDAD MENOPAUSIA STM (cm) ANTECEDENTES
cm
1 37 0 No Infertilidad Hb: 10,1 6,5 Leiomiomatosis
2 40 3 No Sangrado Normal 6 Leiomiomatosis
3 36 1 No Infertilidad Normal 4.5 Endometriosis
4 34 1 No - Normal 10
5 40 2 No Sangrado Normal 9 DM2
6 41 0 No - Normal 6
Leiomiomatosis,
7 41 1 No Sangrado Normal 6
obesidad
8 34 0 No - Normal 9,5 Leiomiomatosis
9 37 0 No - Normal 2
Leiomiomatosis,
10 75 4 46 Prolapso Normal 2,2
HTA, DM2
11 66 3 53 Prolapso Normal 1,8 HTA
12 69 2 57 Prolapso Normal 2.8 HTA, DL
13 45 1 No Dolor Normal 2 Leiomiomatosis
Leiomiomatosis, ca.
14 48 0 No - Normal 6
de mama
15 46 2 No Sangrado Normal 3,5
16 48 2 No Sangrado Hb: 11,4; 4 HTA, DL
17 67 4 57 Sangrado Normal 2,1 HTA
18 68 3 50 Prolapso Normal 2,1
19 60 4 56 Dolor+sangrado  Normal 9.8 HTA, DM2
Leiomiomatosis,
20 49 2 No Sangrado Hb: 8,1 5,7
HTA
Leiomiomatosis,
21 48 2 No Dolor Hb: 11 8
HTA
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) TAMANO
LMU EDAD PARIDAD MENOPAUSIA STM ANALITICA (cm) ANTECEDENTES
cm
22 78 52 Prolapso Normal 0,5 HTA
23 66 50 Prolapso Normal 3,7
24 74 53 Prolapso Normal 2
25 58 50 Prolapso Normal 1,5
26 34 No - Normal 5 Leiomiomatosis
Leiomiomatosis,
27 36 No Infertilidad Normal 6
endometriosis
28 31 No - Hb: 9,6 11 Leiomiomatosis
29 55 53 Sangrado Normal 2 Leiomiomatosis
Ca de mama
30 59 50 Sangrado TLDL 2
bilateral

LMU: leiomioma usual, STM: sintoma, -: asintomatico, DM2: diabetes mellitus tipo 2, HTA:

hipertension arterial, DL; dislipemia, Ca de mama: carcinoma de mama
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Tabla 8: Datos clinico-patologicos del grupo de leiomiomas celulares

, TAMANO
LMC EDAD PARIDAD MENOPAUSIA STM ANALITICA (em) ANTECEDENTES
cm
1 43 3 No Dolor+sangrado Leucocitosis 3,5
Fibroadenoma de
2 39 3 No Dolor Normal 4,5 mama, p6lipo
endocervical
3 51 2 No Sangrado Normal 5
4 30 1 No Dolor Normal 7
5 33 0 No Infertilidad Hb: 11,8 2.5
6 29 0 No Dolor CEA: 185 4
7 42 1 No - Normal 6,4
8 33 0 No Infertilidad Normal 7.5
9 33 1 No Dolor Normal 8
Alteraciones
10 45 3 No Sangrado Normal 8
menstruales
11 81 1 42 Prolapso Normal 0,7 Osteoporosis, HTA
12 47 2 No Sangrado Hb: 11,6 7 Leiomiomatosis
Leiomiomatosis,
13 28 1 No Sangrado Hb: 8,5 7
raza negra
Hb: 9,
14 45 0 No Sangrado 3,6
Leucocitosis
15 43 2 No - Normal 7,5 Leiomiomatosis
Dolor
16 46 1 No Leucocitosis 7.5
+sangrado

LMC: leiomioma celular, STM: sintomas, -: asintomatico, Hb: hemoglobina, HTA: hipertension
arterial
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Tabla 9: Datos clinico-patologicos del grupo de leiomiomas especiales

MIT
LME EDAD PAR MENOP STM ANALITICA ATIPIA SUBTIPO ATCD
(cm) 10CGA
1 25 No Sangrado Hb: 11,8 8 si 1 atipico
) Adenomiosis,
2 45 No Sangrado Hb: 11,8 3 si 2 atipico
FA mamario
3 52 51 Prolapso Normal 5 si 0 atipico
4 22 No - Normal 7 si 1 atipico SOP
Mitéticamente
5 43 No Sangrado Normal 8 no 7 . Leiomiomatosis
activo
Mitoéticamente o
6 43 No Sangrado Normal 3 no 8 Leiomiomatosis
activo
7 50 No Sangrado Normal 10 si 0 atipico Leiomiomatosis
8 49 No Sangrado Normal 11 no 0 plexiforme Leiomiomatosis
9 48 No - Hb: 10 1,5 no 0 vascular
10 33 No - Normal 2,5 minima 0 epitelioide
11 50 No Sangrado Normal 10 no 0 plexiforme Leiomiomatosis
12 37 No Infertilidad Normal 8 no 0 plexiforme SOP
13 55 52 - TLDL 5 no 0 plexiforme
14 40 No - Normal 9,4 no 0 plexiforme Leiomiomatosis

LME: leiomioma especial, PAR: paridad, MENOP: menopausia; STM: sintomas, MIT: mitosis,
ATCD: antecedentes, -: asintomdtico, Hb: hemoglobina, FA: fibroadenoma, SOP: sindrome del
ovario poliquistico
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Tabla 10: Datos clinico-patologicos del grupo de leiomiosarcomas.

LMS EDAD PAR MENOP STM T:nl\;[ ATIPIA NECROSIS MITOSIS GRADO FIGO
1 66 2 48 Sangrado 5,3 severa si 16-20 Alto 4
2 42 2 no Sangrado 6 severa si 6-10 Alto 1
3 80 1 50 Dolor 20 severa si 16-20 Alto 4
4 47 4 no Prolapso 0,5  moderada no 6-10 Bajo 1
5 72 4 47 Dolor 9 severa si 11-15 Alto 1
6 61 - 51 Sangrado 6 severa si >20 Alto 1
7 73 4 50 Sangrado 6,5 severa no >20 Alto 1
8 43 3 no - 1,8  moderada si 6-10 Bajo 1
9 39 3 no Sangrado 6 severa si 6-10 Alto 1

10 53 3 51 Sangrado 9 moderada no >20 Bajo 1
11 81 4 52 Dolor 10 severa si 11-15 Alto 1
12 48 2 no Dolor 6 severa si <5 Alto 4
13 79 1 48 Dolor+sangrado 20 leve si >20 Bajo 1
14 53 - - Dolor 13 severa si 16-20 Alto 1
15 60 1 50 Dolor 15 moderada si 16-20 Alto 2
16 44 1 no Dolor 16 moderada si >20 Alto 4

LMS: leiomiosarcoma, PAR: paridad, MENOP: menopausia, STM: sintomas, TAM: tamafio,
-: asintomatico
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Tabla 10 (cont): Datos clinico-patoldgicos del grupo de leiomiosarcomas.

LMS ANALITICA LOCALIZACION TTO RECURRENCIA ILE SG ATCD
(meses) (meses)
1 Normal Utero Cirugia pulmoén 0 7 HTA, DM, DL
2 Ausente Utero Cirugia No 288 288
+RT
3 Ausente Utero Cirugia Abdomen 5 5
4 Normal Utero Cirugia No 261 261
, . o DL,
5 Lipasa 400 Utero Cirugia No 97 97 .
osteoporosis
6 Ausente Utero Cirugia No 102 102
7 Normal Utero Cirugia Pulmén 2 12 Ca. de Mama
8 Leucocitosis Utero Cirugia No 125 125
Hb: 7.8; . Cirugia
9 HTO: 26, Utero N QgT subcutanea 28 173
Plag: 310
10 Normal Utero Cirugia No 160 160
11 Leucocitosis Utero Cirugia  Pulmon e higado 5 12 Ca de Mama
Hb: 9,8; . Cirugia
12 HTO: 28; ( :‘cti)c?im;igzﬂ) +QT + Abdominal 19 79 Leiomiomatosis
Plag: 622 fecidiv RT
o g
13 FE49, Utero Cirugia Pulmén 19 22 pertrolica.
o Edema agudo de
Ferritina 44. ,
pulmoén.
14 Ausente Utero Cirugia No 210 210
15 Normal Uter Cirugia Abdominal 1,5 2 Leiomiomatosis,
© ero +QT © ’ HTA, DM
Abdominal Cirugia FIV con
16 Hb: 9,6; (extrauterino al % 5%1, Abdominal 0 27 extraccion de
diagnostico) ovocitos, ACO
LMS: leiomiosarcoma, TTO: tratamiento, ILE: intervalo libre de enfermedad, SG:

supervivencia global, ATCD: antecedentes, QT: quimioterapia, RT; radioterapia, HTA:

hipertension arterial, DM: diabetes mellitus, DL: dislipemia, Ca: carcinoma, FIV: fecundacion

in vitro, ACO; anticonceptivos orales

También fueron revisadas las historias clinicas de las 14 pacientes de las que se obtuvieron las

muestras de utero fetal (tabla 11), tomandose como datos clinicos la edad materna, la edad
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gestacional, el tipo de aborto (natural o provocado), la presencia de alteraciones genéticas

conocidas y/o malformaciones.

Tabla 11: Datos clinico-patologico del grupo de tuteros fetales

MALFORMACIONES O
EDAD EDAD
UF TIPO DE ABORTO ALTERACIONES
MATERNA GESTACIONAL GENETICAS
Parto prematuro

1 25 23 extremo. Muerte no

periparto.
) i 37 Espoqtaneg Asistolia o

Intrautero.
3 - 24 espontaneo no

Parto prematuro
4 - 21 extremo. Muerte no
intraparto. (gemelar)

Polimalforamado/sin estudio
5 17 27 espontaneo genético
Anaencéfalo+polihidramnios

Muerte intraparto.
Aspiracion liquido

6 - 36 e . no
amniotico. Hemorragia

cerebral masiva.

7 34 30 Muerte 1ntraparto. o

Anoxia.

8 25 22 espontaneo no
Parto prematuro

9 - 24 extremo. Muerte no

periparto.

10 - 27 espontaneo no

11 37 20 espontaneo no
Parto prematuro.

12 ) 34 Muerte periparto. no

13 35 17 Espontaneo. no
corroamnionitis

14 32 19 espontaneo no

UF: utero fetal
Ademas se tomaron 19 muestras de tejido adyacente al tejido tumoral que procedian de seis

LMU (LMU n° 10, 11, 13, 16, 18 y 30); tres LMC (LMC n° 3, 10 y 15); cuatro LME (LME n° 2,
7,11y 13), y seis LMS (LMS n° 2, 4, 6, 10, 11 y 14).
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3.3 MICROMATRICES TISULARES (TMAS).

Para los estudios retrospectivos, se utilizaron TMAs. El método consiste en colocar
cuidadosamente, cilindros de un ntimero elevado de tejidos tumorales en un unico bloque de
parafina, de forma conjunta y ordenada, permitiendo asi el procesamiento de todos los tumores
y tejidos no tumorales bajo las mismas condiciones técnicas con varios cilindros representativos
de la totalidad de cada muestra a estudiar [285, 286] (figura 13 y 14)

La metodologia empleada consiste en incluir en bloques de parafina receptores los casos
tumorales. Para el presente estudio, construimos 7 micromatrices tisulares incluyendo todos los
casos retrospectivos elegidos; de aquellos en los que fue posible elegir dos zonas diferentes del

bloque que contenian tumor para una mejor valoracion.

Protocolo para la construccion de las micromatrices tisulares.

Una vez preparado el material (bloques de parafina dadores) asi como la puesta a punto de las
medidas en los ejes X e Y en el tissue arrayer utilizado para la construccion de micromatrices
(MTA-1 Manual Tissue Arrayer, Beecher Instruments, USA), procedimos a la construccion de
las mismas siguiendo los pasos que a continuacion describimos:

1-Recogida de bloques y preparaciones: Previo a la construccion de la micromatriz
tisular, se recogieron todos los bloques de los casos, y los controles, y se seleccionaron las
laminillas tefiidas con H&E de cada bloque eligiendo las zonas mas representativas y mejor
conservadas. A continuacion, enfrentamos el porta de H&E con el bloque correspondiente, para
identificar el area sefialada previamente.

2-Diseiio de la matriz: se realizaron 7 matrices tisulares que incluian los casos a
estudiar junto con un control tisular no tumoral de reactividad conocida. El didmetro de los
cilindros en nuestro estudio fue de Imm. Confeccionamos plantillas identificando la posicion
exacta de cada muestra en la matriz.

3-Construccion de la matriz: Primero alisamos la superficie del bloque receptor antes
de empezar a introducir los cilindros de las areas seleccionadas previamente de los diferentes
tumores a estudiar, desgastando un poco la parafina en el microtomo para que todos los
cilindros tuvieran el mismo angulo. Colocamos el bloque receptor en la base del instrumento y
lo aseguramos correctamente. Elegimos el juego de agujas apropiado, en este caso de 1 mm de
diametro. Situamos a la izquierda la mas gruesa que toma el cilindro de tejido del bloque dador
y, a la derecha, la que hara el agujero en el bloque receptor. Ajustamos a cero los microémetros
que marcan la alineacion de las filas y columnas de los cilindros. Hicimos primero el agujero en
el bloque receptor, rotando el émbolo de aguja para profundizar, aproximadamente 3 mm. A

continuacion colocamos el bloque de tejido donante sobre el puente, cambiamos de aguja y
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tomamos el tejido tumoral demarcado. Retiramos el puente con el bloque donante e incluimos el
cilindro de tejido exactamente encima del agujero hecho en la parafina, sin hundirlo. Pusimos
encima del hueco un portaobjetos para alisar la superficie del cilindro y nivelarla con la
parafina. Cambiamos la medida del micrometro a la siguiente posicion para hacer el agujero con
la aguja respectiva. Comenzamos poniendo el tejido que servird de testigo de acuerdo a la
ubicacion en la plantilla. Asi sucesivamente hasta incluir todos los casos.

4- Una vez finalizada la construccion de la micromatriz tisular, llevamos el bloque
receptor de parafina a la estufa de 37° C durante 24 horas, lo cual permitié que la parafina de los
cilindros del tejido se adhieran mejor a la parafina del bloque receptor (Figura.12).

5- Se realizaron las secciones necesarias para el estudio de cada micromatriz tisular de
3 micras de espesor, dejando cada corte flotar en un baiio libre de proteinas a 40°C, recogido
sobre la cara positiva de un portaobjetos con poli-lisina (DAKO), dejandolo secar al aire, y
pasandolo por ultimo a secar a 56°C durante toda la noche para posterior tincion con H&E,
realizacion de pruebas de IHQ (figura 13) y de FISH. Colocamos una vez realizados los cortes,
una lamina portaobjetos para proteger los bloques de las micromatrices tisulares. Almacenamos
los cortes realizados en un lugar fresco y seco, a oscuras, ordenadas en clasificadores por grupos
y perfectamente rotuladas con el nombre de la matriz y el nimero de laminilla. Previamente
para la realizacion de todas las técnicas se realiza la desparafinacion del tejido, incubando las
muestras a 60°C durante 20 minutos y sumergiendo los portaobjetos en xilol (Merck co) 10
minutos, pasandolos en segundo lugar a xilol nuevo. Tras esto se deshidratdo el tejido
sumergiendo los portaobjetos en etanol 96% 5 minutos repitiendo con etanol al 100% otras 2

veces 5 minutos, introduciéndolos por ultimo en agua destilada.

TINCION DE H&E:

La H&E es la tincion histologica convencional, con la que hemos valorado la calidad de la
muestra (presencia de celularidad tumoral suficiente, mitosis, areas representativas). Detallamos
el protocolo utilizado para esta tincion a continuacion.

Sumergimos los portas en Hematoxilina de Harris durante 5 minutos y enjuagamos
posteriormente en agua destilada durante 2 minutos. Posteriormente sumergimos las muestras en
acido clorhidrico al 0,5% (Merck co) durante un breve segundo, y lavamos con agua corriente y
posteriormente con hidréxido de amonio (Merck co). Nuevamente realizamos un pase rapido
por agua corriente. Sumergimos en Eosina durante 4 minutos y lavamos con agua corriente
(inmersiones rapidas). Deshidratamos de nuevo con pases en etanol (70°80°90°)

aproximadamente durante 30 segundos cada uno. Finalmente aclaramos con xilol durante 1
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minuto y montamos con entellan® y cubreobjetos para la correcta conservacion y observacion

al microscopio.

Figura 12: Imagen representativa del bloque con el tumor y la seleccion del area mas
representativa marcada para posteriormente introducirla en el array con el tissue arrayer,
posteriormente se realiza una H&E

~

Figura 13: Imagenes de cortes de micromatriz de leiomioma celular tras tincion con H&E y un
marcador inmunohistoquimico (PDGFRa).
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3.4 TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS

Para la realizacion correcta de las técnicas IHQ, en primer lugar se llevd a cabo un contaje
celular abarcando todo el didmetro del cilindro tumoral como un todo (100%). Se consider6 una
reaccion positiva ante el anticuerpo cuando la célula, tumoral o normal, mostr6 tinciéon marrén a
nivel del compartimiento especifico o diana para cada anticuerpo: nuclear, citoplasmatica o
membranosa, como se indica en la tabla para cada marcador (tabla 13).

Se realizé la determinacion de 23 marcadores IHQ en 5 matrices tisulares, incluyendo las
matrices con lesiones tumorales y la matriz de utero control adulto manteniéndose exactamente
las mismas condiciones en todas ellas. Se evalud el rango (porcentaje de celularidad tumoral
positiva), el patron (homogéneo o heterogéneo) y la intensidad de la tincion en 21 de las
técnicas [HQ (tabla 12). Para las dos técnicas restantes, CD31 y CD34 se evalu6 de esta misma
forma la positividad en las células tumorales y mediante un patron cualitativo (+, ++, +++ y
++++) ademas de la cantidad de vascularizacion presente en el tejido estudiado, teniéndose en
cuenta la dimension y morfologia vascular. Estos datos se trasladaron a una tabla Excel y

Access.

Tabla 12: Variables estudiadas y puntos de corte para el estudio inmunohistoquimico

Rango: 0) de 0-10%; 1) de 11 a 30%; 2) de 31 a 75%; 3) de 76 a 100%.
Patrén : 1) homogéneo; 2) heterogéneo; 3) focal

Intensidad: 1) débil; 2) moderado; 3) intenso.

Realizacion de las técnicas en maquina DAKOAUTOSTAINER (DAKO
CORPORATION)

En primer lugar, las muestras se desparafinaron e hidrataron, se incluyeron los portaobjetos con
los cortes de tejido en la estufa 37°C 30 minutos y posteriormente se sumergieron en xilol y
alcohol. En segundo lugar se llevd a cabo el lavado con agua. Después, se realizo el
desenmascaramiento antigénico:

Colocamos en la olla a presion a 1,5 atmosferas, 3minutos, en tampon citrato (pH 6.0), y
después, lavamos con agua.

A partir de este punto la técnica se realiz6 de forma automatizada en la maquina

DAKOAUTOSTAINER (DAKO CORPORATION).

88



Material y Métodos

Finalmente, realizamos la deshidratacion con alcohol y xilol y montamos los portas con
entellan®.

Todas las muestras fueron evaluadas por la doctoranda y revisadas posteriormente por un
patdlogo experto (Dr. Samuel Navarro), teniendo en cuenta la localizacion correcta de la tincion
y descartando artefactos producidos por difusion. Aquellos resultados discordantes entre los dos
evaluadores fueron reevaluados y analizados en detalle.

Se tomd nota de posibles reacciones cruzadas y de patrones de tincion particulares.
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Tabla 13: Anticuerpos, diluciones, clonalidad, localizacion de los anticuerpos y casa comercial.
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3.5 ESTUDIO CITOGENETICO:

3.5.1 FISH

Realizamos la técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH) para la deteccion de
anomalias cuantitativas en los centromeros de los cromosomas 3, 7, 17 y en la region 9p21. La
FISH utiliza sondas de ADN marcadas con un fluoréforo para detectar anomalias génicas o
cromosomicas. En primer lugar, la muestra de ADN (cromosomas metafasicos o nucleos en
interfase) fue desnaturalizada (separando las hebras complementarias de la estructura del ADN).
A la muestra desnaturalizada se le afiadio la sonda, marcada con un fluoréforo, que se unié al
ADN de la muestra en el sitio diana. Posteriormente, en la hibridacion, se volvid a formar una
doble hélice de ADN. Observamos entonces la sefial emitida por la sonda mediante el

microscopio de fluorescencia Olympus BX41 (Ver figura 14).

Para ello utilizamos el Kit UROVISION (Abbott Molecular, USA) que presenta 4 sondas de
acidos nucléicos marcadas con fluorescencia, complementarias a regiones especificas de los
cromosomas 3, 7, 9 y 17. Estas 4 sondas se visualizaron a longitudes de onda diferentes,
emitiendo colores distintos que se observan a través de 4 filtros distintos. La sonda del
centromero del cromosoma 3 localizada en 3pll1.1-q11.1, y denominada Vysis CEP 3, se
visualizé en rojo; la sonda del centromero del cromosoma 7, localizada en 7pl11.1-ql11.1, y
denominada Vysis CEP 7, se visualizd en verde; la sonda del centromero 17 localizada en
17p11.1-q11.1 y denominada Vysis CEP 17 se visualizd en aguamarina, y la sonda especifica
del locus 9p21 denominada Vysis LSI p16 se visualizd en amarillo (figura 15).

Con esta técnica detectaremos aneuploidias de los cromosomas 3, 7 y 17, y ganancias o pérdidas

del locus especifico 9p21.
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Figura 14: Esquema de la técnica de FISH referido a un cromosoma (http://biomodel.uah.es) y
esquema en nucleo disomico.
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Figura 15: Ideograma de las regiones cromosomicas analizadas mediante la sonda de
Urovysion (fuente www.abbottmolecular.com)
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Protocolo para la realizacion de la técnica de FISH.
Una vez preparado el material ya desparafinado se procede a la realizacion de la técnica,

siguiendo las instrucciones del proveedor (Abbott molecular, USA)

1-Pretratamiento:
En primer lugar, sumergimos los secciones realizados en tampon citrato al 1% (DAKO) y lo
introducimos en autoclave 3 minutos a 1 atmoésfera. Lo dejamos enfriar a temperatura ambiente

y lavamos los cortes en primer lugar con agua corriente y posteriormente con agua destilada.

2-Digestion enzimatica:
En este paso se realiza un bafio a 37°C durante 15 minutos en proteinasa K (50mg/ml) y

posteriormente realizamos un lavado en tampon SSC 2% durante 5 minutos.

3-Fijacion:
Sumergimos los portaobjetos en formol al 10% durante 10 minutos y lo lavamos posteriormente

con tampon SSC al 2% durante 5 minutos.

4- Desnaturalizacion e hibridacion:
Colocamos la sonda sobre el tejido cubriéndolo en su totalidad, colocando posteriormente un
cubreobjetos sobre el tejido y sellamos con pegamento (fixogum). Tras esto colocamos el
portaobjetos sobre la placa térmica (thermobrite) a 90°C durante 4 minutos, para desnaturalizar

y lo dejamos hibridando durante 16 a 20 horas a 37°C en placa térmica.

5- Lavados post-hibridacion:
Lavamos las muestras en tampon SSC al 2% con NP40 al 0,3% (Nonidet 40), durante 2 minutos

a72°C.

6-Contratincion:
Para finalizar, cubrimos el tejido con 10 pl de DAPI (Abbott molecular Inc) y lo cubrimos con
un cubreobjetos, sellandolo con pegamento y se colocandolo en nevera a 4°C en oscuridad

durante 30 minutos.

Visualizacion e interpretacion de las sefiales:
En primer lugar se comprobd la correcta realizacion de la técnica visualizandose en

células no superpuestas la nitidez de las sefales y la visualizacion de todas ellas en cada uno de

los filtros. Posteriormente se contaron en cada muestra un minimo de 100 células, teniendo en
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cuenta la posible superposicion de las sefiales y la limitacion de la técnica en parafina (por
ejemplo: el corte de células con la desaparicion de una o mas sefiales).

La visualizacion de las sefiales se llevo a cabo con el microscopio Olympus BX41. En
primer lugar nos situamos en el cilindro que deseamos valorar. Para facilitar la orientacion en
una matriz de cilindros se utilizan los controles, siendo estos los primeros que debemos
localizar. Una vez localizados y con la plantilla delante, comprobar el nimero de filas y de
casos en cada fila, anotar si se perdio algun cilindro o cualquier otra incidencia. Entonces nos
situamos en el primer cilindro a estudiar. Teniendo en cuenta que el tejido estudiado es una
seccion en parafina de tejido fijado, el numero de células es muy superior a una impronta o una
extension tumoral. Ademads, se disponen de una forma mucho mas compacta. Y lo mas
importante, los nlicleos presentes estan en su mayoria truncados. Por ellos intentamos analizar la
sefial de las diferentes sondas cromosomicas, en el mayor numero de ntcleos, los mas grandes
posible y aislados, de morfologia alargada (con bordes romos), para evaluar las sefales en cortes
nucleares longitudinales, que aportan una mayor area de estudio y adecuan el contaje. Cuando el
numero de nucleos con la morfologia previamente descrita eran insuficientes para realizar el
contaje adecuado, n realizamos el contaje en nucleos mas redondeados propios de un corte
transversal, asi como nucleos ovalados con bordes mas puntiagudos que indican un corte mas
oblicuo. Tuvimos en cuenta el empaquetamiento celular de algunos tumores, como en los LMC,
contando mayor numero de células para evitar, en lo posible, el efecto de nucleos yuxtapuestos.
Con todos estos condicionantes, se procedid a establecer un protocolo estandar para la
valoracion de las sefiales presentes en los cilindros, teniendo en cuenta protocolos previamente
publicados [287-289].

- La principal desventaja de la aplicacion de la técnica de FISH sobre secciones
de parafina es el efecto de corte introducido, es decir, una proporcion de los nicleos observados
estan seccionados. No olvidemos que los tumores tienen volumen ademas de poder existir una
heterogeneidad clonal intratumoral como se puede observar en la figura 16 .Para mejorar la
visualizacion de las sefales presentes en el nucleo y su contaje, se analizaron varios planos
mediante el micrométrico. Hay que tener en cuenta que las células musculares lisas miden de 5
a 10 micras de didmetro y de 30 a 200 micras de longitud, con un nticleo de 3 a 8 micras de
didametro. Ademas en algunos tumores como en los LMC y en los LMS, la presencia de
nucléolos prominentes nos sirvié como referencia a la hora de definir los limites y direccion de

corte de los nucleos observados.
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e |

Patrones resultantes:

Figura 16: Imagen tridimensional de la lesién con distintas poblaciones celulares [290] y

patrones resultantes por el efecto corte.

-Se realiz6 la visualizacion de cada sefial siempre en un filtro individual, para evitar
errores de contaje, ya que cada fluorocromo tiene una longitud de onda especifica.

- Debido a la complejidad de los tumores, se tuvo en cuenta la frecuente
superposicion de los nicleos y se intentd en la medida de lo posible evitarla y contar nicleos
sueltos.

- Se considerd que los nucleos sin alteraciones genéticas (normales) fueron aquellos
que presentaban dos copias de cada uno de las sondas utilizadas. En cambio, aquellos nicleos
que presentaban un numero mayor (ganancias) o menor de dos (pérdidas) copias fueron

considerados alterados (ver figura 17).
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LOCALIZACION DEL NUCLEO SITUACION NORMAL

@ cee3

® cer7

O Locus 9p21
ANANEIR CR: PERDIDA CR3 Y CR17 O cep17
(En 220% de las células) (En > 25% de las células)

Figura 17: Esquema de la evaluacion por FISH

- Se contaron un minimo de 100 nucleos en cada cilindro. Se anoté el niimero de
sefales de cada nticleo y por cada sonda y se dividié entre el numero total de células (100). Asi
se obtuvo la media de senales por célula de cada una de las sondas y por cada muestra, Ademas
anotamos el tamafio y forma de la celularidad visualizada para eliminar en la medida de lo
posible los errores por efecto del corte y/o superposicion. Esta evaluacion se realizdé de igual
manera en todas las muestras. Los valores obtenidos en los tejidos sanos se utilizaron de punto
de corte para la evaluacion en los tejidos tumorales (ver tabla 14).

- Se evaluaron por separado cada uno de los cilindros de una misma muestra tumoral.
El diagnostico final correspondi6 a la media de sefiales de todos los cilindros pertenecientes a

una misma muestra tumoral.

Tomamos como referencia principal los resultados obtenidos en el miometrio de los uteros
control, ayudandonos de los puntos de corte de los uteros fetales y del tejido adyacente a la hora
de comparar morfologia, direccion de la seccion del nicleo, y empaquetamiento celular.

En el utero fetal, al ser células mas pequefias, poligonales y redondeadas, existia un efecto corte
menor, lo que nos sirvié a la hora de evaluar los niicleos con cortes transversales. También
utilizamos los resultados del tejido control localizado en cada una de las matrices tisulares,
compuestos por tejido renal, tejido hepatico y tejido esplénico, donde la celularidad muy

yuxtapuesta nos ayudo a evaluar el empaquetamiento dado predominantemente en los LMC.
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Por otro lado, se observo la presencia de las distintas sefiales en las células de las estructuras
sanas, como los vasos sanguineos, de menor tamafio pero con morfologia asimismo elongada
para valorar el efecto de seccion por el corte.

Se tomo6 como punto de corte para definir las ganancias cromosomicas o génicas en el tejido
tumoral, los resultados obtenidos en todos los tejidos sanos, y los resultados de todos los
observadores. Asi se utilizdo como criterio de ganancia numérica cromosomica (3,7 y 17) o de
region cromosomica (9p), por encima del nivel maximo de falsos positivos (menos y mas de dos
sefiales por nucleo) en el Gtero control, que se aproximaba con la media de sefiales Uinicas en
este tejido mas tres veces su desviacion estandar. En cambio para valorar las pérdidas de las
sefiales, fuimos mas estrictos, como recomienda la literatura para el FISH en parafina en
tumores de células fusiformes. Tuvimos en cuenta la morfologia y empaquetamiento celular, el
tamario nuclear, el grosor y la direccion del corte. En los contajes de células con nicleo ovalado,
cortado longitudinalmente, el punto de corte para la valoracion de deleciones lo situamos en el
30%. En los casos de nucleos cortados de forma oblicua, o transversal, y en aquellos de pequeiio
tamafio, el punto de corte fue del 40% para todas las sefiales. Todas las muestras fueron
evaluadas por la doctoranda y revisadas al menos por una experta (Dra. Marta Piqueras) en
diagnodstico genético por FISH del Laboratorio de Patologia Molecular del Dpto. de Patologia
(figura 18). Los casos dudosos fueron todos ellos revisados por otro experto en diagndstico con

FISH (Dra. Rosa Noguera).

Tabla 14: Resultados en las diferentes sondas en el UC y puntos de corte para la valoracion de

ganancias de las sefiales en el tejido tumoral.

Reeid Medias de Desviacion estandar del Punto de corte para
egion
sefiales tinicas cambio numérico de las diagnéstico de en tejido
cromosomica
en UC sefiales en UC tumoral
CEP 3 12 (£2)% 2% Mayor del 20%
CEP 7 17 (£3)% 3% Mayor del 25%
LSI 9p21 21 (£2)% 2% Mayor del 25%
CEP 17 18 (£2)% 2% Mayor del 25%

UC: Utero control, CEP3: sonda del centromero del cromosoma 3, CEP7: sonda del centromero
del cromosoma 7, CEP17; sonda del centromero del cromosoma 17, LSI 9p21: sonda localizada
en el locus especifico 9p21
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Visualizacion de los nucleos (Dapi) Seniales de CEP 3 y 7 con filtro dual..

Sefiales del locus 9p21 Sefiales de CEP 17

Figura 18: Visualizacion en el microscopio de inmunofluorescencia

3.5.2 ARRAY DE POLIMORFISMOS DE UNICO NUCLEOTIDO (SNP)

Realizamos en 7 casos (3 LMA y 4 LMS; 3 de bajo grado y uno de alto grado con delecion de
pl6) un estudio de variaciones genéticas a lo largo del genoma por tratarse de casos de
diagndstico complejo con suficiente material almacenado y buena calidad de ADN. Usamos un
sistema de genotipado de polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) que cubre 299.140
marcadores del genoma.

El objetivo fue la deteccion de cambios en el nimero de copias genéticas, pérdidas y ganancias
y de frecuencia de alelos de dichos marcadores. Este trabajo se realizé en colaboracion con la
Unidad de Genotipado y Diagnostico Genético del INCLIVA. Seleccionamos los bloques de

parafina con mayor cantidad de material y mas representativos de la lesion.
Extraccion de ADN.

Cortamos 5 secciones de 10 um teniendo en cuanta que se necesita un minimo de 60% de

celularidad tumoral para obtener resultados.
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Para realizar la extraccion de DNA se afiadieron 500 puL. de P-Buffer en cada uno de los tubos
con las muestras correspondientes. Agitamos con un vortex 15’ para una correcta
homogeneizacion. Seguidamente se incubaron las muestras a 90°C durante 15 minutos en un
bafio para eliminar la parafina. A continuacion se incubaron las muestras a 56°C.

Se afadieron 12,5 pL de solucion de proteinasa K y se prosiguio con la digestion del tejido a
56°C durante toda la noche en un bafio con agitacion.

Una vez digeridos overnight se centrifugaron las muestras a 13000 revoluciones por minuto
(rpm) durante 15 minutos.

Se anadieron dos volimenes de etanol al 100% y 0,1 volimenes de NaAc 3M a la solucion de
digestion y se dejo el ADN precipitar toda la noche a -20°C. Seguidamente, se centrifugaron los
tubos a 13000 rpm 30’ minutos y seguidamente se elimin6 el sobrenadante. Se realiz6 un lavado
de la muestra con 500 uL de etanol al 70%. Se centrifugaron las muestras a 13000rpm 15°, y se
eliminé el sobrenadante. Para finalizar se diluy6 el ADN con agua destilada o Milli-Q.

La concentracion de ADN se midi6 utilizando un espectrofotometro NanoDrop.

Realizamos el protocolo Infinium HD Assay Ultra de Illumina siguiendo el protocolo del

fabricante (http://www.illumina.com):

Cuantificacion de ADN mediante PicoGreen.

Cuantificamos el ADN de doble cadena con el reactivo Quant -iTTM PicoGreen ® (Invitrogen)
que permite cuantificar a partir de 25 pg / ml de ADN de doble cadena (50 pg de ADN
bicatenario en un volumen de ensayo 2 ml) con un espectrofluorémetro y longitudes de onda de
excitacion y emision de fluoresceina. Realizamos una curva standard con un ADN control y
luego extrapolamos las concentraciones de las muestras de esa curva.

Para realizar el estudio fueron necesarios al menos 200ng de ADN por muestra.

Control de calidad del ADN extraido

Antes de amplificar el ADN extraido, evaluamos su calidad. En primer lugar se prepard el
control positivo QC Template Reagent (Illumina) (QCT) a Ing/ ul (5 pul de QCT + 495 ul de
Agua (GIBCO) y diluimos el ADN de las muestras a una concentracién de Ing/uL con TE1X
(Sigma). Se prepar6 una mezcla de 5Sul 2x qPCR Master Mix+ 1pl QC Primer Reagent
(Illumina) (QCP) (cebadores)+ 2ul DiH20. Se dispensaron 8 pul de la mezcla en cada pocillo y
se centrifuga a 280xg. Seguidamente se afiadieron 2 pl de la dilucion de las muestras (1ng/ pl)
y del QCT diluido y se volvio a centrifugar.

A continuacién y una vez realizado el MIX de PCR se introdujo la placa en el equipo que

realiza la PCR cuantitativa (Lightcycler 480 de Roche).
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Realizamos los siguientes ciclos a 95°C durante 3 minutos, 95°C 30 segundos, 57°C 30 segundo
y 72°C 30 segundos, realizando estos 3 ultimos pasos 40 veces.

Tras esto, analizamos los datos con el método 2nd Derivate Max de Roche, que calculo el
promedio de Cp (ciclo en el que se empieza a diferenciar el ruido de la amplificacion) para cada
muestra y los QCT en una columna. Se calculd la diferencia en Cp entre las muestras y los QCT
(ACp). Sélo en aquellas muestras que tuvieron una ACp < 5.

Se realizo el genotipado de las muestras con HD FFPE de Infinium (Illumina):

Restore FFPE:

Se realizd una amplificacion con 4-8 pul de la muestra y se dispensaron 4ul de NaOH 0.1N a
cada una, y posteriormente se incubaron 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, se
afiaden 34 pl de Primer Pre Restore Reagent (Illumina) (PPR) y 38 ul de AMR a cada muestra,
y luego, se incubaron a 37 °C durante 1 hora.

Se afiadieron 5 volumenes de Zymo DNA Binding Buffer (Zymo purification kit, realizado
siguiendo las indicaciones del fabricante) a cada muestra (~400 pl), se centrifugaron 30
segundos a 10.000 g y se descart6 el sobrenadante.

Después, se afiadieron 200 pul de DNA Wash Buffer a la columna y se centrifugaron 30
segundos a 10.000 xg descartando el sobrenadante.

Repetimos el paso anterior. Se afiadieron 13 pl de Elution Restore Buffer Reagent (Illumina)
(ERB) directamente sobre el filtro, y se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente, se
centrifugaron 30 segundos a 10.000 g y se recupero el sobrenadante. Se continuo, incubando 2
minutos a 95°C y seguidamente a 4°C durante 5 min.

Tras este ultimo paso, se afiadié 10 ul de Convert Master Mix (Illumina) (CMM) a cada
muestra, se dio un vortex 1 minutos y se centrifugé 280 xg 1min. Seguidamente, se incubaron a
37 °C 1 hora, se centrifugaron a 280 xg Imin. Se afiadieron 5 volimenes de Zymo DNA
Binding Buffer a cada muestra (100 ul) se pasaron a una nueva columna. Se centrifugaron las
muestras 30 seg. 10.000 xg y se descarto el sobrenadante, se afnadieron 200 ul de DNA Wash
Buffer a la columna y se centrifugaron 30 segundos a 10.000 xg descartando el sobrenadante.
Repetimos este tltimo paso.

Finalmente, se afiadieron 10 pl de agua directamente sobre el filtro, se incubaron las muestras
durante 5 min. a temperatura ambiente, se centrifugaron 30 segundos a 10.000 xg y se recuperd
el sobrenadante, donde eluye el DNA de interés. Este DNA es el que utilizaremos para empezar

el protocolo de los HumanCytoSNP-12 DNA BeadChips.

Amplificacion e incubacion de ADN

Las muestras de ADN se desnaturalizaron y neutralizaron para iniciar la amplificacion.
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Se agregaron 200 ng de los ADNs a estudiar. A continuacion, se afiadieron 0,1N NAOH para
desnaturalizar el ADN vy el reactivo RPM (Illumina) para neutralizarlo. Afiadiendo finalmente
Multi-Sample Amplification Master Mix (Illumina) (MSM).

Se dispensan 20 ul MA1 (Illumina) en los pocillos de la placa MSAS que contienen las
muestras. Se volvieron a afnadir 0,4 ul de 0,1N NaOH en cada pocillo y se sello.

Después, se incubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente Se dispensaron 68 pl de
RPM en cada pocillo de la placa MSAS con las muestras y se afiadieron 75 pl de MSM en
ellos, y se sellaron

El ADN desnaturalizado (en la placa MSAS) se amplificé isotérmicamente en un paso que dura
toda la noche (20-24 horas a 37°C). Todo el genoma se amplifica uniformemente, aumentando
la cantidad de ADN para poder realizar el Infinium HD Assay Ultra (Illumina).

La fragmentacion del ADN amplificado se realizd gracias a procesos enzimaticos controlados,
evitando con ciertos mecanismos el exceso de fragmentacion.

Se anaden 50ul del reactivo FMS (Illumina) a cada muestra y se coloco la placa sellada a 37°C
1h.

Seguidamente se afiadi6 100pul del reactivo PM1 (Illumina) a la placa MSAS y se selld. Se
incubd a 37°C durante 5 min. Tras esto, se centrifugd a 280xg a 22°C durante 1 min. Se
afiadieron 300pl de 2-propanol al 100% en cada muestra. Se sell6 con una nueva tapa, y se
mezcld bien, y se incubd a 4°C durante 30 min. Se centrifugd a 3000xg a 4°C durante 20
minutos, se elimin6 la placa, y se decant6 el sobrenadante dando la vuelta rapidamente a la
placa MSAS sobre un papel absorbente, eliminando los restos de liquido. Después se dejo
durante 1 h. a temperatura ambiente para el secado del pellet.

Una vez secado el pellet se resuspendié el ADN en 30 pl de buffer de hibridacion (RA1).

Se taparon las muestras con un film de aluminio sellado con calor. Incubando durante 1 hora a

48°C.

Hibridacion en un BeadChip (Illumina)

Se utilizé un BeadChip para la hibridacion del ADN resuspendido en el paso anterior. En la
superficie del chip se encontraban dispuestas las microesferas de silice (beads) con los
oligonucledtidos pre-sintetizados adheridos, especificos de locus de cada SNP a estudiar
(50Mer, secuencia génica especifica de 50 bases) que actuaban como primers/sondas que se
unen de manera completaria al ADN de la muestra, hibridandose asi al chip (figura 19). Se
carg6 cada una de las muestras en su seccion correspondiente en el chip. Se incubaron toda la

noche a 48°C para la hibridaciéon del ADN en estudio con los oligos especificos de locus.
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Figura 19: Hibridacion del ADN en el BeadChip

Se colocod la placa resuspendida MSAS a 95°C durante 20 minutos para desnaturalizar las
muestras y durante esos 20 minutos, se prepar6 la camara de hibridacion anadiendo 400ul de
PB2 (Illumina) en el reservorio para humidificar y atemperar a T ambiente.

La placa MSAS se dejoé a temperatura ambiente durante 30 minutos, y se centrifugé a 280xg.
Tras este paso, se retir6 el papel de aluminio. Se cargaron 15 pl de cada muestra de ADN en la
seccion seleccionada para dichas muestras.

A continuacion se incubaron los chips 16 a 24 horas a 48°C.

El ADN que no hibridé o no lo hizo de manera especifica fue eliminado por lavados manuales
en un bafio de agua circulante a 44°C, y el BeadChip se prepar6 para su tincion y extension.

Se realizaron dos lavados de los chips con el buffer PB1 (Illumina). Luego, se ensamblaron los
chips de tal manera que se formara un reservorio en un extremo para el agregar los reactivos del
siguiente paso.

A continuacion se realiz6 la extension, donde se incorporaron nucledtidos marcados con
fluordforos a partir del primer hibridado al DNA (figura 20).

Tras la hibridacién, el reactivo RA1 (Illumina) se utiliz6 para lavar la muestra de ADN no
hibridada o que hibridaron de forma no especifica, afiadiéndose 150ul de RA1 y dejando
incubar 30 segundos, este paso se repiti6 5 veces. Se afiadieron 450ul de reactivo XCl1
(lumina) y 450ul de reactivo XC2 (Illumina) para acondicionar la superficie del BeadChip
para la extension y tras cada uno se dejo incubar durante 10 minutos. Después, se afladieron
200pul de reactivo TEM (Illumina) y se dejo incubar durante 15 minutos, este reactivo se
dispens6 en las camaras de flujo para realizar la extension de una sola base de los cebadores
hibridados con ADN en el BeadChip. Esta reaccion incorpora nucleétidos marcados en los
cebadores extendidos. Se afiadieron 450ul de 95% formamida / 1 mM EDTA, y se dej6 incubar
un minuto, para eliminar el ADN hibridado. Después se neutralizé utilizando 450ul de XC3
(Illumina), se incub6 1 minuto y se repitid este paso otra vez. Todos los pasos descriptos se
realizan en un bafio de agua circulante a 44°C.

Tras este tltimo paso, los cebadores extendidos pasaron por un proceso de tincion de multiples

capas en el bastidor de la camara. A continuacion, se afiadieron 450ul de XC3, se incubaron
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durante 1 minuto y se repitié este paso otra vez. Al pasar 5 minutos se afiadieron 250ul de ATM
y se dejaron incubar durante 10 minutos. Después se afiadieron 450ul de XC3, incubando
durante 1 minuto y se repitio este paso otra vez.

Se esperaron 5 minutos, y se afladieron 250ul de STM, incubando10 minutos. Se afiadieron
450ul de XC3, incubando 1 minuto y se repitid este paso cuatro veces mas.

A continuacion, las camaras de flujo se desmontaron. Los BeadChips se lavaron en el reactivo
PB1, y luego se recubrieron con reactivo XC4 y se dejaron secar. Se afiadieron 250ul de STM y
se incubaron durante 10 minutos. Finalmente, se deja secar una hora a temperatura ambiente a

508 mm Hg en un desecador de vacio.

Figura 20: Extension y tincion

Usando el equipo HiScanSQ de Illumina (HumanCytoSNP-12 DNA Analysis BeatChip de
[lumina Inc, San Diego (CA))., se procedio a excitar mediante laser a los fluoroforos presentes
en las bases unicas de los SNPs testeados en los BeadChips, para realizar un escaneado de la
fluorescencia emitida por éstos, obteniendo las imagenes digitalizadas de las luces emitidas por

estos fluordforos (figura 21).

r N
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Figura 21: Resultado del BeadChip tras el proceso

104



Material y Métodos

Los datos obtenidos se analizaron en el laboratorio de Biologia Molecular del Departamento de
Patologia de la Universidad de Valencia, bajo la direccion de la Dra. Rosa Noguera Salva. Se
utilizaron 3 softwares, GenomeStudio (Illumina), Karyostudio (Illumina) y UCSC genome
browser (UCSC Genome Bioinformatics) para el analisis y visualizacion de los resultados
obtenidos de forma grafica. Los 2 primeros son especificos para utilizar con Infinium
(Illumina).

El software de analisis de datos GenomeStudio (www.illumina.com) nos permitié visualizar y
analizar los datos representando los resultados con puntos de color (rojo = AA, purpura = AB,
azul = BB). Este software permite la normalizacion y agrupacion de datos, para poder
interpretar los resultados obtenidos, visualizando pérdidas de heterocigosidad (LOH), ganancias
y pérdidas segmentarias, amplificaciones, variacion en el nimero de copias.

KaryoStudio es una aplicacion de software independiente del software GenomeStudio de
Illumina que realiza también automaticamente la normalizacion y analisis de datos de
alteraciones cromosomicas (wWww.support.illumina.com), utilizando también puntos para la
representacion de los datos (figura 22), y generando posteriormente informes para la
interpretacion de estos resultados. Estd orientado hacia la busqueda de las alteraciones a partir
de 75kb y realiza pruebas cruzadas de los cambios cromosdmicos encontradas con informacion

de bases de datos publicas.
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Figura 22: Representacion de datos obtenidos con KaryoStudio (Illumina)

UCSC Genome Browser es un navegador on-line del genoma de la Universidad de California,
Sata Cruz (UCSC). Nos ofreci6 el acceso a numerosos datos del genoma, no solo humano,
también de otras especies, resultando una herramienta interactiva, para el analisis y

visualizacion de datos (www.genome.ucsc.edu).
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3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron utilizando el paquete informatico SPSS version 18 (SPSS Inc., Chicago,

IL, USA).

1. Analisis Univariante. Estadistica descriptiva

El primer paso para el estudio estadistico fue el analisis, en forma descriptiva, de las variables.
Para las continuas (numéricas), se trabajo con la media, mediana, desviacidon estandar, junto con
su valor maximo y minimo. Las categoricas se trataron con las frecuencias, tanto absolutas

como relativas, y con diagramas de barras y sectores.

2. Estadistica Bivariante. Estadistica inferencial

Para realizar el estudio bivariante, llevamos a cabo dos tipos de pruebas: las denominadas
“pruebas paramétricas”, en las que la poblacion estudiada sigue una distribucion normal, y las
“pruebas no paramétricas”, que no son aplicables cuando la poblacion que se desea analizar
es demasiado pequefia, o la informacion disponible es insuficiente para comprobar la hipotesis
de normalidad. Las pruebas estadisticas aplicadas dependen del tipo y distribucion estadistica de
la variable, tamafio de la muestra implicada y distribucion de los casos en la correspondiente

tabla de contingencia. En concreto, se utilizaron las siguientes pruebas:

-Prueba y* de independencia, test exacto de Fisher y v de Cramer Se utilizo como prueba de
asociacion o dependencia entre dos variables categoricas. Realizamos para las tablas 2x2 en el
estudio comparando 2 grupos frente a una variable con 2 categorias el %> de independencia
siempre y cuando en todas las casillas hubiese al menos 5 casos, si esto no se cumplia tomamos
el p valor del test exacto de Fisher. En las tablas comparando todos los grupos, o mas de 2
grupos, tomamos el p valor de la v de Cramer.

Realizamos el estudio por un lado de todos los grupos y posteriormente, 2 a 2 entre el grupo de
LMS vy los distintos grupos tumorales (LMU, LMC y LME), siendo el nimero de casos mas
homogéneo (en el grupo de LMU se tomaron 16 muestras de forma aleatoria para cada estudio).
Ademas se realizd de 2 formas, la primera separando en 2 grupos los resultados de cada variable
segun su estado, positivo/negativo en el caso de las técnicas inmunohistoquimicas, y alterado/no
alterado en el caso de la citogenética; y en segundo lugar por rangos en las técnicas

inmunohistoquimicas.
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-Analisis de la progresion libre de enfermedad y supervivencia global (SG) mediante el
método de supervivencia de Kaplan-Meier. Permite estudiar el comportamiento de la
supervivencia. Esta metodologia permite contrastar si los diferentes niveles de un determinado
factor producen o no curvas de supervivencia significativamente distinta utilizando el test del
logaritmo del rango. La eleccion de esta prueba concreta estd fundamentada en un elevado
numero de casos censurados (libres de enfermedad o vivos). La variable “Intervalo libre de
enfermedad (ILE)” esta definida como el tiempo total, expresado en meses, que transcurren
desde el diagnostico del tumor hasta que el paciente presenta un evento de recurrencia (ILR) o
metastasis a distancia (ILM), o hasta el ultimo control del seguimiento en que constata que el
paciente permanece vivo; siendo también analizada la “supervivencia global” que es el tiempo
total en meses hasta que se fallece a causa de la enfermedad estudiada. La curva de
supervivencia representa la posibilidad de que un paciente permanezca libre de enfermedad un
determinado tiempo tras el diagnoéstico. El objetivo es obtener, mediante probabilidades
condicionadas, una descripcion mas precisa de la evolucion de la progresion de la enfermedad a
lo largo del tiempo. La particularidad del método de Kaplan-Meier frente a otras técnicas de
calculo de supervivencia es que las probabilidades se calculan en los instantes concretos de
tiempo en que los pacientes recaen, metastatizan o fallecen, si hablamos de supervivencia
global. El estudio global de supervivencia y el intervalo libre de enfermedad se realizo de 2
formas, la primera separando en 2 grupos los resultados de cada variable segin su estado,
positivo/negativo en el caso de las técnicas inmunohistoquimicas, y alterado/no alterado en el
caso de la citogenética; y en segundo lugar por rangos en las técnicas inmunohistoquimicas.

Este estudio se realiz6 inicamente en el grupo de los leiomiosarcomas.

-El nivel de significatividad empleado en todos los andlisis es el habitual del 5% (a=0,05).
Cualquier valor de probabilidad inferior a 0,05 es indicativo de una relacion estadisticamente
significativa, muy significativo p<0,01 y altamente significativo p<0,005; contrariamente no es

significativo una p superior a 0,05.
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3.7 ARBOL DE CLASIFICACION PARA AYUDA AL DIAGNOSTICO

Con el objetivo de analizar de forma conjunta qué aportacion al diagnostico pueden hacer los
distintos parametros estudiados, se implementé un analisis de clasificacion multivariante
mediante el software WEKA (Waikato Environment for Knowledge Analysis) [291, 292], una
herramienta que permite el analisis masivo de datos mediante los algoritmos de clasificacion
mas relevantes, principalmente los provenientes del aprendizaje automatico (“Machine Learning
Algorithms”) (http://www.cs.waikato.ac.nz/ml/index.html). Para ello, se utiliz6 el algoritmo de
clasificacion J48 [293].

El J48 es un algoritmo de clasificacion para variables cualitativas que construye un arbol de
toma de decision segln la informacion que aporta la variable (http://docs.ochem.eu) Los arboles
de decision son un modelo de clasificacion utilizado en la inteligencia artificial, cuya principal
caracteristica es su aporte visual a la toma de decisiones El arbol intenta dividir el conjunto de
datos en subconjuntos como resultado de la eleccion de una variable para dividir los datos. El
arbol se inicia eligiendo una variable de prueba (nodo raiz), y posteriormente se divide el
conjunto en 2 0 mas subconjuntos, para cada division se genera un nuevo nodo (con una nueva
variable), y asi sucesivamente. Cuando en el nodo existen Unicamente objetos con un mismo
grupo (en nuestro caso, de un mismo diagndstico), se termina el arbol (hoja).

El primer paso de los algoritmos de “machine learning” consiste en utilizar un set de muestras
modélico de los grupos que queremos distinguir, denominado "training set", que es con el que el
modelo va a aprender a reconocer los distintos grupos que pretendemos clasificar, sabiendo en
todo momento a qué grupo corresponde cada muestra.

Incluimos una matriz de datos con tantas columnas como muestras y tantas filas como variables
(parametros medidos), le indicamos al modelo qué muestras pertenecen a qué grupo real
conocido del set de muestras modélico. De modo que el algoritmo conoce el diagnostico
anatomopatologico de cada muestra, las agrupa y compara con el resto de grupos aprendiendo a
distinguirlas. El modelo se testa a si mismo dejando fuera a muestras conocidas del
entrenamiento, como si no conociera a la clase a la que pertenecen, y valorando su capacidad de
acierto al testarlas de forma ciega. A esta forma de validacion interna del modelo se le
denomina "crossvalidation" y con ella la aplicacion calcula la probabilidad de acierto y error
evaluando la sensibilidad y especificidad del modelo para la variabilidad real de nuestros datos.
El J48 aprende la variabilidad del set de entrenamiento y construye un arbol de toma de decision
que tiene una probabilidad de acierto y de error para predecir la clase a la que pertenece una
muestra nueva desconocida, es por ello que estos algoritmos son muy valiosos a la hora de
poder ser aplicados en el diagndstico clinico [293].

Este algoritmo construye un arbol a partir de datos. Se construye al ir agregando nodos o ramas

que minimicen la diferencia entre los datos. Con el propoésito de clasificacion, J48 prueba cada
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uno de las variables hasta que encuentra una hoja, intentando clasificar correctamente los casos

restantes.

El training set va a servir de modelo para intentar distinguir entre dos clases: LMS (LS n=16) y
LM (nonLS, n=21).

El conjunto de datos seleccionado contiene 19 variables incluyendo variables clinicas; como la
sintomatologia, la medida del tumor (medida), la edad al diagndstico (intervalos), y la presencia
de la menopausia (presenciamenop); variables histopatologicas como el nimero de mitosis
(Nmitos); y variables inmunohistoquimicas, como el rango de positividad frente a ki67 (KI67R),
Bcl-2 (BCL2R), p53 (P53R), pl6 (P16R), p21 (P21R), p27, c-Kit (CKITR), snail (SNAILR),
Beatenina (BCATR), AKT (AKTR), RREE (RRESTRR) y RRPP (PROGR), asi como la
intensidad de p21 (P211) y p27 (P271).

Para balancear las dos clases, realizamos 3 modelos a partir de 37 muestras, entre las que se
incluyeron 16 LMS y 21 LM, tomando para este grupo 7 LMU, 7 LMC y 7 LME en muestras
aleatorias para cada modelo evitando asi el desbalanceo de los datos y manteniendo la

proporcion equitativa de los tres subgrupos que engloba nonLS.

Se obtuvo un resumen del modelo generado por el algoritmo J48 que contenia:
o Arbol generado con las variables utilizadas por el modelo y el nimero de
muestras asociadas a cada hoja.
o Estadisticas de la cross-validacion con 10 interacciones (aciertos, errores, y
parametros).
o Matriz de confusion con la clase predicha en las columnas y la clase real en las

filas.

109



Material y Métodos

3.8 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

En la recogida de material

La btsqueda inicial para decidir la inclusion de los casos en el estudio se realizd con el
programa informatico Patwin (version 3). La inclusion se limit6 a los resultados informatizados,
y posteriormente se realizé una biisqueda manual en los archivos antiguos clinicos y
anatomopatologicos.

Algunos casos se excluyeron por no localizar de muestras en el banco de bloques tumorales
incluidos en parafina y no ser concluyentes los hallazgos en el material restante, o por la duda
razonable en el diagnostico ante los criterios histopatologicos actuales.

Otro motivo de exclusion fue, teniendo en cuenta que muchos de los casos elegidos tenian mas
de 5 afios de archivo, se encontraron bloques rotos, pérdidas de sustancia, etc.

La fijacion inicial de las muestras es importante para estudios posteriores, para evitar problemas
por exceso de fijacion, o por falta de la misma, asi como por excesivo calor en la elaboracion
del bloque de parafina o prolongado almacenamiento de cortes de parafina.se comprobd el
estado de todas las muestras recogidas.

La toma de muestras representativas de tumor es crucial para un estadiaje y un diagnostico
correcto [294]. Tendremos en cuenta que hubo muestras parciales (legrados y metastasis) sin
tejido representativo de tumor principal.

En determinados casos, la antigiiedad de las historias, no digitalizadas, ha conllevado que
algunos datos se pierdan, y que haya sido dificil de seguir la sucesion de los hechos debido a la

falta de datos.

En el estudio IHQ

Como todas las tinciones inmunohistoquimicas se efectian en secciones procedentes de tumores
incluidos en parafina se debe tener en cuenta algunas circunstancias que pueden alterar el
resultado dando lugar a un falso negativo. Los problemas mas frecuentes pueden ser debidos a:

- Biopsias endoscopicas de tamafio pequefio en que el tejido es muy limitado y se produce
difusion de la inmunotincioén o mala distribucion del anticuerpo.

- Exceso o falta de fijacion.

- Posibles reacciones cruzadas, con falsa positividad, debido a acimulos de proteinas.

- Falsos negativos por recuperacion antigénica inadecuada

En el estudio citogenético
En el estudio con FISH, al ser realizado en muestras incluidas en parafina se debe tener en
cuenta el tamafio y morfologia celular y los distintos tipos de imagenes que podemos obtener en

relacion a la direccion de la seccidn.
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Asi mismo hay que considerar que la densidad celular dependiendo de los tejidos tumorales
puede generar frecuente solapamiento celular, con nucleos aparentemente mas irregulares,
pseudolobulares y/o elipticos.

En la visualizacion de sefales fluorescentes de las regiones cromosomicas concretas, los
tamafios diferentes y con variaciones individuales (zonas pericentroméricas con versatil
cantidad de heterocromatina) y la dificultad de observacion dependiendo de los distintos
fluorocromos empleados, han de ser considerados. Por ejemplo el centromero del cromosoma 3
visualizado con CEP 3 es mucho méas grande y variable que los centromeros de los cromosomas
7y 17; y todos ellos son mucho mas grandes que el locus especifico 9p21. Ademas, el color rojo
es mas facilmente visible frente al amarillo y el verde.

Por otro lado, en la realizacion de SNP, la calidad y la cantidad de ADN en muestras antigua, a

veces hiperfijadas, pude no ser optimo para la obtencion de resultados.

En el estudio estadistico

Las limitaciones son las propias de estos estudios y estan relacionadas con:

- La elaboracion de los niveles de corte (cut-off) para una correcta interpretacion de los
hallazgos.

- La coherencia practica de los hallazgos matematicos. Hay que tener en cuenta que la escasez
de casos en alguno de los grupos, puede llevar a resultados “falsamente” significativos.

- La coherencia en los estudios a la hora de poner en relacion dos o mas variables.

111






4. RESULTADOS

"No todo lo que cuenta puede ser cuantificado, y no todo lo que puede ser

cuantificado cuenta". Albert Einstein
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4.1 HALLAZGOS CLINICOPATOLOGICOS

El estudio incluye un total de 89 casos diagnosticados entre 1985 y 2010, pertenecientes al
HCUV.

Se trata de una serie retrospectiva de tumores mesenquimales de musculo liso uterinos
reevaluados por 2 patdlogos expertos (NS y SN). La serie estd compuesta por un total de 60
LM, incluyendo 30 LMU y 30 LM con alguna caracteristica especial: incluyendo 16 LMC y un
grupo de 14 LME en el que se agruparon 5 LM plexiformes, 5 LMA, 2 LM mitéticamente
activos, 1 LM epitelioide, y 1 LM con patron vascular; y 16 LMS (4 de bajo grado y 12 de alto
grado); asi como 13 miometrios control.

Se procede a comparar algunos hallazgos clinicos y anatomopatologicos para observar las
diferencias significativas entre los diferentes grupos de estudio.

Ademas realizamos un estudio paralelo, 2 a 2, entre el grupo de LMS frente a los distintos
grupos tumorales (LMU, LMC y LME), para evitar el sesgo del nimero de casos y valorar la
significacion de los resultados.

Los tumores benignos se localizaron en el utero, mientras que en el grupo de los tumores
malignos, 14 correspondian a lesiones intrauterinas, y 2 de las lesiones resultaron metastasis
locorregionales en el momento del diagnéstico (peritoneales) de LMS uterinos, ambos de alto

grado.

EDAD:

Los LMS se presentaron en edades mas avanzadas respecto a todos los grupos de LM,
predominantemente en pacientes peri o post-menopausicas, aunque hasta un 37,5% de casos
estuvieron por debajo de los 51 afios. En los grupos de LM, los LMU se presentaron en mujeres
de mayor edad respecto a los LMC y LME, observandose una mediana de edad en los LMU de
48 afios, y en los LMC y LME una mediana de edad de 42,5 y 44 afios respectivamente.

Los LMS presentaron una mediana de edad de 56,5 afios, y unicamente un caso se encontraba

por debajo de los 40 afios de edad (39 afios) (tabla 15).
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Tabla 15 Resumen de los datos descriptivos de la edad al diagndstico en todos los
grupos.

Media Mediana Desv.Estandar Min Max
ucC 60,92 62 11,071 42 81
LMU 50,67 48 14,387 31 78
LMC 41,75 42,50 12,71 28 81
LME 42,29 44 9,965 22 55
LMS 58,81 56,5 14,721 39 81

UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

Comparamos la distribucion de la edad de presentacion entre los grupos tumorales (figura 23).
Se observd que el 13,3% de los LMU (4 casos), el 37,5% de los LMC (6 casos) y el 21,4% de
los LME (3 casos) presentaban una edad al diagndstico por debajo de los 36 afos. En este rango
de edad no se encontr6 ningin caso de LMS. En el rango de edad entre los 36 y los 50 afios de
edad, se encontraban el 43,3% de los LMU (13 casos), el 50% de los LMC (8 casos) y el 64,3%
de los LME (9 casos), siendo el rango de edad mas frecuente para el conjunto de estos tumores
benignos. Ademas, en este rango de edad se encontraron el 37,5% de los LMS (6 casos). Entre
los 51 y los 65 afios, ya entrando en la edad media de la menopausia, se encontraron el 16,7% de
los LMU (5 casos), el 6,3% de los LMC (1 caso) y el 14,3% de los LME (2 casos),
observandose el 25% de los LMS (4 casos). En el grupo de los LMS, fue a partir de este rango
de edad en el que aumento la incidencia. Y finalmente, se observaron un 26% de casos de LMU
(8 casos), un 6,3% de los LMC (1 caso) y un 40% de los LMS (6 casos) por encima de los 65
afios de edad, sin observarse ningin caso de LME. Estos datos resultaron significativos
(p=0,039). La edad de presentacion de los LMS estuvo por encima de los 36 afios en toda
nuestra serie, concretamente en nuestros casos la paciente de menor edad tenia 39 afios (LMS de

alto grado), seguida de una paciente de 42 afios (LMS de alto grado).
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Figura 23: Diagrama de barras de grupos de edades por diagndstico
LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas especiales, LMS:
leiomiosarcomas

Al comparar 2 a 2 la edad al diagnoéstico entre el grupo de LMS y LMU, no se observo una
relacion estadisticamente significativa (p=~0,314), ya que ambos grupos se distribuyeron de
forma mas homogénea en los distintos rangos de edad. Los LMU son el tipo de LM mas
frecuente, en nuestra serie se presentaron en edades mas avanzadas en comparacion con el resto
de LM. Al realizar este estudio entre los LMS y los LMC y entre los LMS y los LME, si
encontramos una relacion estadisticamente significativa, p~0,009; y p~0,017 respectivamente.
Como podemos observar, en nuestro estudio, los LMU presentaron un 42,7% diagnosticado en
mujeres por encima de los 50 afios de edad. Sin embargo, los LMC y los LME, fueron

diagnosticados en mujeres mas jovenes.

SINTOMATOLOGIA

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes fueron el sangrado y/ o el dolor, tanto en los LM
como en el grupo de LMS. El sangrado se observo en 10 LMU (en uno de ellos asociado a
dolor), en 7 LMC (en 2 de ellos asociado a dolor), en 7 LME y en 7 LMS (en 2 asociado a
dolor). El dolor, se presentd como sintoma en la mitad de los casos de LMS, siendo menos
frecuente e los LM. Solo en dos de los casos de LMS fue un hallazgo casual, siendo este caso un
LMS de bajo grado de 0,5cm, intervenida por prolapso uterino, y otro asintomatico de 1,8 cm
también de bajo grado. Sin embargo, 7 LMU, 2 LMC y 5 LME fueron asintomaticos, y 8§ LMU,

1 LMC y 1 LME fueron intervenidos por clinica de prolapso uterino. La clinica de infertilidad
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se observo Unicamente en los tumores benignos ya que los LMS son mas propios de edades mas
avanzadas; este sintoma se detecto en 3 LMU, 2 LMC y un LME (figura 24). Estos hallazgos
clinicos presentaron una correlacion estadisticamente significativa (p=0,037) con el diagnostico

anatomopatoldgico.
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Figura 24: Diagrama de barras de la sintomatologia por grupo de diagndstico
LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas especiales, LMS:
leiomiosarcomas

En el estudio 2 a 2, no se observd una relacion estadisticamente significativa en la
sintomatologia de debut entre los LMS y los LMC (p=0,612), ello debido a que en ambos
grupos el sangrado en primer lugar, y el dolor, con o sin sangrado fueron los sintomas mas
frecuentes (en mas del 60% de los casos). Sin embargo en el grupo de LME frente al de LMS,
observamos una aproximacion a la significacion (p=~0,051) y si que resultd significativa la

relacion entre la sintomatologia de los LMS y los LMU (p=0,021).

MENOPAUSIA

En el momento del diagnostico histopatologico la gran mayoria de los tumores benignos fueron
diagnosticados antes de la menopausia, en concreto, un 60% de los LMU, un 93,8% de los
LMC, y un 85,7% de los LME. (figura 25). Por otro lado, el 40% de los tumores malignos se
diagnosticaron en mujeres premenopausicas, sin contar en nuestro estudio con un caso en el que

no se pudo establecer este dato, teniendo la paciente al diagnodstico 53 afios (perimenopausia).
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La mediana de la menopausia en las pacientes en el grupo de LMS fueron los 48 afios, con un
maximo de 52 afios.

Los casos estudiados en mujeres no menopausicas fue de 18 (60%) en el grupo de LMU, 15
(93,8%) LMC, 12 (85,7%) LME y 6 (40%) de LMS.

Hay una relacion entre la presencia de la menopausia en el momento del diagnostico y el
diagnostico histopatologico, debido a que, los LMS son mas frecuentes en mujeres de mayor
edad, mientras que los LM son propios de la edad fértil, sobre todo los de caracteristicas

especiales (LME y LMC), con una distribucion mas homogénea en los distintos rangos de edad.

Menopausia
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p=0,001
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Figura 25: Diagrama de barras del la existencia de la menopausia por diagnostico
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

Esta relacion entre la presencia de menopausia y el diagnostico, se observo tanto entre los LME
y los LMS (p=0,021) como entre los LMS y los LMC (p=0,002). Sin embargo no obtuvimos un
resultado significativo entre los LMS y los LMU (p>0,05), aunque seguian siendo los tumores

benignos mas frecuentes en mujeres premenopausicas.

PARIDAD

Hay que tener en cuenta que debido a que la incidencia de los LMS se encuentra en una edad
avanzada, y que por lo tanto, las pacientes con este tipo de tumor ya han cumplido sus deseos
genésicos, es dificilmente comparable esta variable con los grupos de LM que se suelen
diagnosticar en mujeres jovenes, muchas de ellas sin haber gestado atin en el momento del
diagnostico, y algunas de ellas con clinica de infertilidad por esta causa (-LMU, 2 LMC y 1
LME).
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Se observo una relacion estadisticamente significativa entre la presencia o ausencia de
gestaciones previas y el diagnostico histopatologico, sin entrar en el estudio detallado del
numero de gestaciones (p=0,006) (figura 26). Todos los individuos del grupo control habian
tenido al menos una gestacion (100%), asi como los 14 de 16 individuos estudiados del grupo
de los LMS (100%). Por otra parte, el 73,3% de las pacientes del grupo de LMU, el 75% de las
pacientes del grupo de los LMC y el 50% de las pacientes de los LME también habian gestado
en el momento del diagnostico histopatologico. Estas diferencias podrian explicarse por la edad
al diagnoéstico de las diferentes patologias, asi como por la menor cantidad de casos de LMS
respecto a los grupos de LM, por lo que no parece ser un dato relevante en nuestro estudio.
Serian necesarias series mas amplias y un estudio mas exhaustivo de las diferentes variables.

La mediana de gestaciones al diagndstico fue mayor en el grupo de LMS y el grupo control
frente a los grupos de LM. Los LMS presentaron una mediana de 2,5 embarazos frente a los 2
de los LMU, los 1de los LMC y los 1 de los LME (tabla 16).

En nuestra serie hubo 2 casos de LMS de alto grado en los que no disponiamos de este dato, por

lo que no se incluyeron en este estudio.

Tabla 16: Resumen de los datos de paridad en todos los grupos

Media Mediana Desv.Estandar Min Max
ucC 3,31 3 1,75 1 6
LMU 1,80 2 1,54 0 6
LMC 1,44 1 1,153 0 3
LME 1,64 1 1,865 0 5
LMS 2,5 2,5 1,225 1 4

UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas
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Figura 26: Diagrama de barras de la paridad en cada grupo
LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas especiales, LMS:
leiomiosarcomas

En el estudio 2 a 2 entre los LMU y los LMS asi como entre los LME y los LMS, se observo
una relacion estadisticamente significativa entre la paridad y el diagnostico anatomopatologico
(p=0,041) y (p=0,003) respectivamente, secundario a la mayor edad de presentacion de los
LMS. Sin embargo, no obtuvimos una relacion significativa entre el grupo de LMC y los LMS

(p=0,205).

ANALITICA SANGUINEA AL DIAGNOSTICO

Recopilamos de las historias clinicas algunos datos en las analiticas sanguineas al diagnoéstico,
como los valores de hemoglobina (Hb), la presencia de leucocitosis, o la presencia de
marcadores tumorales. Los hallazgos mas frecuentes en todos los grupos tumorales fueron una
analitica sanguinea normal, seguida de la Hb inferior a 12, y la presencia de leucocitosis, sin
observarse relacion estadistica entre estos hallazgos y el diagnostico anatomopatoldgico. Entre
los casos sin alteraciones en la analitica preoperatoria tuvimos 24 LMU, 9 LMC, 10 LME, y
SLMS. Ademas 4 analiticas preoperatorios no se encontraron en las historias clinicas de las
pacientes del grupo de los LMS. Un caso de LMC (n°6) present6 una elevacion de marcadores
tumorales (CEA), y un LMS (n°13) present6 un aumento de LDH. No encontramos relacion

estadistica ni en el estudio global ni en los estudios 2 a 2.
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TAMANO TUMORAL MAXIMO

La mediana del tamafio tumoral fue mayor en el grupo de los LMS siendo de 7,75 cm frente a
los 4,25 cm de los LMU, los 6,65 cm de los LMC y los 7,5 cm de los LME, como queda
reflejado en la tabla 17.

También hay que sefialar que el tamafio maximo de los LMS fue practicamente el doble que el

de los grupos de tumores benignos con 20 cm frente a 11 cm respectivamente.

Tabla 17: Resumen de los datos del tamafio tumoral maximo en todos los grupos

Media Mediana Desv.Estandar Min Max
LMU 4,77 4,25 2,98 0,5 11
LMC 5,63 6,65 2,19 0,7 8
LME 6,52 7,5 3,16 1,5 11
LMS 9,38 7,75 5,89 0,5 20

LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas especiales, LMS:
leiomiosarcomas

El tamafio tumoral en el grupo de los LMS, fue mayor a 5 cm en aproximadamente el 90% de
los casos. Los LME y los LMC también tuvieron unas dimensiones mayores a los LMU. (figura
27). Se observo una relacion estadisticamente significativa entre el tamafio de la lesion y el
diagnostico anatomopatologico (p=0,021).

Con un tamafo menor de 2 cm se observaron un 10% de los LMU, un 6,3% de LMC (un caso),
un 7,1% de LME (un caso de LM con patrén vascular), y un 12,5% de LMS (2 casos, uno de
ellos de 0,5 cm y otro de 1,5 cm ambos de bajo grado). Con un tamafio entre 2 y 5 cm se
encontraron un 46,7% de los LMU, un 31,3% de LMC y un 35,7% de LME (5 casos,
incluyendo, un LM epitelioide, un LM mitéticamente activo, un LMA y 2 LM plexiformes).
Con un tamafio de entre mas de 5 a menos de 10 cm se encontraron un 36,7% de los LMU, un
62,5% de LMC, 35,7% de LME (5 casos incluyendo, 3 LMA, un LM mitdticamente activo, y
un LM plexiforme), y el 50% de LMS. Con un tamafio mayor o igual a 10 cm se encontraron en
6,7% de LMU, un 21,4% de LME (3 casos incluyendo 2 LM plexiformes y un LMA), y un
37,5% de LMS, siendo 6 casos, que incluyen un LMS de bajo grado y 5 LMS de alto grado.
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Figura 27: Diagrama de barras del tamafio tumoral por diagndstico
LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas especiales, LMS:
leiomiosarcomas

En los estudios con 2 a 2, obtuvimos una relacion significativa entre el tamafio tumoral y el
diagnostico anatomopatoldgico, tanto en el estudio entre los LMS frente a los LMU (p=0,007),
y los LMS frente a los LMC (p =0,020); los LMS presentaban un mayor tamafio, con valores
por encima de los 10 centimetros en casi el 40% de los casos. No se obtuvo esta relacion al
enfrentar LMS y LME (p~0,331). Los LMS y los LME fueron lesiones de mayor tamafio frente
alos LMU y LMC en nuestra serie.

MITOSIS

Los tumores benignos se caracterizaron por tener un contaje inferior a 5 mitosis en 10 CGA,
exceptuando dos casos de LM mitoticamente activos que presentaron un recuento mitotico entre
6 y 10 mitosis en 10 CGA (con 8 y 7 mitosis respectivamente). Los LMS, tumores agresivos
que presentan usualmente altos indices de proliferacion con numerosas figuras mitoticas,
presentaron en nuestra serie recuentos de mitosis superiores a los observados en los LM,
apreciandose Unicamente en 3 casos un recuento mitotico inferior a 6 mitosis (un LMS de alto
grado con 5 mitosis, y una metastasis peritoneal con 5 mitosis) (figura 28 y 29).

Se demostro una relacion estadisticamente significativa entre el recuento mitotico y el
diagnéstico (p<0,001).Con un recuento mitotico en 10 CGA de entre 0-5 mitosis se encontraron
todos los miometrios control, todos los LMU y LMC, el 85,7% de los LME y el 12,5% de los
LMS. Con un recuento mitético entre 6-10 mitosis en 10 CGA se detectaron un 14,3% de LME

(siendo los 2 casos diagnosticados de LM mitdticamente activos), y el 12,5% de los LMS. El
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18,8% de los casos de LMS presentaron un recuento de entre 11-15 mitosis en 10 CGA, el 25%
de los casos de entre 16-20 mitosis en 10 CGA y el 31,3% de mas de 20 mitosis en 10 CGA

Mitosis
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Figura 28: Diagrama de barras del nimero de mitosis en 10 CGA por diagndstico
UC: utero control LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas
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Figura 29: Imagenes de H&E de algunos de los tumores estudiados poniéndose en evidencia
algunas figuras de mitosis
LMS: leiomiosarcoma

En los estudios 2 a 2 entre grupos, observamos una relacion altamente significativa en todos
ellos, siendo entre LMS y LMU (p<0,001), entre LMS y LMC (p<0,001), y entre LMS y LME

(p=0,001). Esta relacion, eliminando el sesgo por el nimero de individuos por grupo, hace
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altamente significativa la relacion entre el nimero de mitosis y el diagnostico, observandose que
un recuento por encima de 10 mitosis en 10 CGA es un dato muy sugestivo de LMS por si

mismo.

4.2 HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS

En nuestra serie realizamos en los 4 grupos tumorales un panel de 23 técnicas
inmunohistoquimicas para valorar las diferencias significativas entre nuestros grupos de estudio
en cuanto a proliferacion (ki67), apoptosis (Bcl-2 y Bax), ciclo celular (p53, ciclina D1, pl6,
p21 y p27), las dianas terapéuticas (c-kit, PDGFRa, IGFR1, c-erb-B2), marcadores de transicion
epitelio-mesénquima (e-caderina, Slug, Snail, Bcatenina y AKT), status hormonal (RREE y
RRPP), marcadores de hipoxia y angiogénesis (CD31 y CD34), y otros marcadores como el
CD44 y el OCT3/4. Agrupamos los resultados de las técnicas inmunohistoquimicas (rangos de
positividad) para los grupos de LMU, LMC, LME, LMS y UC en los anexos 1 a 5
respectivamente.

El estudio estadistico se realizd de dos maneras, una inicial, comparando la expresion de cada
proteina en todos los grupos respetando los rangos de positividad, y la intensidad, y en segundo
lugar, un estudio por estado, dividiendo la expresion de la técnica inmunohistoquimica en
positivo/ negativo, considerando negativos los casos con una positividad inferior al 11% de las
células tumorales.

Ademas, no so6lo realizamos el estudio estadistico comparando todos los grupos, sino
comparando 2 a 2 entre el grupo de LMS y los distintos grupos tumorales de LM (LMU, LMC y
LME), para evitar el sesgo del nimero de individuos por grupo.

A continuacién se procede a destacar los principales resultados de los marcadores THQ

utilizados correlacionandolos con los diferentes diagnosticos de nuestro estudio

PROLIFERACION

Ki67

El indice de proliferacion puesto en evidencia con ki67 fue mas elevado en los LMS (figura 30
y 31). Dentro de este grupo, no observamos diferencias significativas entre los de bajo y alto
grado, siendo el caso con mayor expresion de ki67 un LMS de bajo grado. Los LM
mitdticamente activos presentaron todos ellos un indice de proliferacion proximo al 10%. El
resto de los LM presento6 un indice de proliferacion muy bajo, inferior al 2%.

Se observo una correlacion altamente significativa entre el rango de expresion de Ki67 y el

diagnéstico (p<0,005).
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En todos los LMU, LME, y LMC, y el 18,8% de los LMS (2 de bajo grado y 1 de alto grado)
presentaron un rango de ki67 entre el 0-10%. El 25% de los LMS (1 de bajo grado y 3 de alto
grado) presentaron un rango de expresion entre el 11-30%. E1 50% de los LMS (1 LMS de bajo
grado y 7 LMS de alto grado) presentaron un rango de positividad entre el 31-75%; y un 6,3%
de los LMS (1 caso de alto grado) presentaron un indice de positividad de ki67 entre el 76-

100% de las células respectivamente.
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Figura 30: Diagrama de barras de los resultados del rango de ki67 por grupos
LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas especiales, LMS:
leiomiosarcomas

En cambio, el patron de positividad y la intensidad de la positividad no resultaron
estadisticamente significativos (p~0,277 y p=0,095 respectivamente), siendo en la practica

totalidad de los casos un patron homogéneo y una intensidad moderada a fuerte.

Figura 31: Imagenes de la expresion de ki67 en distintos tumores

LMU: leiomioma, LMS: leiomiosarcoma
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En los estudios 2 a 2 por rangos, comparando la expresion de ki67 entre los LMS y cualquier
grupo de LM también obtuvimos resultados altamente significativos (p<0,001). La positividad
del ki67 en un rango por encima del 11-30%, es altamente sugestivo de un diagndstico de LMS.
Ademas de esto, en el estudio por estado (positivo/negativo), todos los estudios 2 a 2 entre los

grupos fueron significativos (p<0,005), asi como el realizado de todos los grupos (p<0,001).

También analizamos la relacion en el grupo de los LMS entre la expresion de ki67 con otras
proteinas como p53, pl6, p21, p27, c-kit, y los receptores hormonales (tanto de estrogenos
como de progesterona). Encontramos una relacion proxima a la significacion (p= 0,054) entre la
expresion de ki67 y los RRPP. Asi, los casos con mayor indice de proliferacion perdian la
expresion de RRPP con mayor frecuencia que los casos con menor indice de proliferacion. Sin
embargo el resto de proteinas, asi como el tamafio tumoral no presentaron relacion estadistica

con el ki67.

APOPTOSIS

Bcel-2

Los tumores mesenquimales de musculo liso tanto malignos como benignos, asi como el
miometrio control expresaron frecuentemente esta proteina. Sin embargo, esta positividad fue
mayor en el miometrio control y en los tumores benignos en nuestra serie (figuras 32 y 33),
siendo mas heterogénea en los LMS. Fue excepcional una expresion por debajo del 30% de la
celularidad tumoral en los grupos de LM.

La expresion de Bcl-2 tuvo una correlacion altamente significativa (p<0,005) entre el rango de
expresion de Bcl-2 y el diagnostico anatomopatolégico. En un rango de entre el 0-10% de
expresion se observo un 7,7% del miometrio control, un 31,3% de LMS (5 casos, 4 de alto
grado y 1 de bajo grado). En un rango de entre el 11-30% de positividad se encontraron un 7,7%
de casos control, un 3,3% de los LMU y un 25% de LMS (4 casos todos ellos de alto grado). En
un rango de entre el 31-75% se encontraron un 7,7% de casos control, un 46,7% de los LMU, un
37,5% de los LMC, un 28,6% de los LME, y un 12,5% de LMS. En un rango de entre 76-100%

de células positivas se encontraron un 76,9% de los casos control, un 50% de los LMU, un

62,5% de los LMC, un 71,4% de los LME, yun 31,3% de LMS.
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Figura 32: Diagrama de barras de los resultados del rango de Bcl-2 por grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

Por el contrario, el patron de positividad y la intensidad no resultaron estadisticamente
significativas (p=0,329 y p=0,207 respectivamente), siendo un patron homogéneo y una

intensidad predominantemente moderada en todos los casos.

Figura 33: Imagenes de la expresion de Bcl-2 en distintos tumores
LMU: leiomioma usual, LMS: leiomiosarcoma
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También fueron significativos todos los resultados en el estudio 2 a 2, observandose en el
estudio entre LMS y LMU (p<0,001), entre LMS y LMC (p=0,005), y entre LMS y LME
(p=0,010), siendo mas frecuente la expresion de Bcl-2 en los grupos tumorales benignos frente
al grupo de LMS.

Ademas, en el estudio por estado (positivo/negativo), todos los estudios 2 a 2 entre los grupos
fueron significativos (p<0,005), (LMS versus LMU p=0,003, LMS versus LMC p=0,043 y LMS
versus LME p=0,045); también de todos los grupos (p=<0,001).

Bax

La expresion IHQ de esta proteina fue elevada y homogénea, tanto en el miometrio control
como en los LM y LMS, por lo que no se observo una correlacion estadisticamente significativa
entre el rango de expresion de Bax y el diagndstico anatomopatologico (p=0,379) (figura 34 y
35). Ademas, no se pudo realizar la relacion entre los LMS y los LME debido a que todos los
casos de ambos grupos presentaron una positividad mayor del 75% de las células. En el resto de
2 a 2 no se obtuvieron resultados significativos ni entre los LMS y los LMU (p=1), ni entre los
LMS y los LMC (p=0,484),

Al presentar todos los casos una positividad en mas del 10% de la celularidad, no se realizaron

estudios por estado (positivo/negativo).
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Figura 34: Diagrama de barras de los resultados del rango de Bax por grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas
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No se observaron relaciones estadisticamente significativas entre el diagndstico
anatomopatoldgico y el patron de expresion o la intensidad, siendo el patron homogéneo y la

intensidad moderada.

Figura 35: Imagenes de la expresion de Bax en distintos tumores.
LMU: leiomioma usual, LMS: leiomiosarcoma

CICLO CELULAR

p33

La expresion de p53 fue relevante unicamente en el grupo de LMS, (figuras 36 y 37), siendo
positivos en el 68% de los casos, con un patréon homogéneo y una tincion de leve a moderada y
sin relacionarse con el grado tumoral. Los tumores benignos y el miometrio no neoplasico
fueron negativos frente a esta proteina.

En un rango de entre el 0-10% de positividad se observaron todos los miometrios control, asi
como la totalidad de los LM, y un 43,8% de LMS (incluyendo 1 caso de bajo grado). En un
rango de entre el 11-30% se observo un 18,8% de los LMS (incluyendo 2 de los LMS de bajo
grado). En un rango de entre el 31-75% se encontraron un 25% de los LMS (incluyendo un
LMS de bajo grado). Y en un rango de entre 76-100% de observé el 12,5% de los LMS (2
casos, uno de alto grado y uno de bajo grado). Estos resultados fueron altamente significativos

en el estudio estadistico (p<0,005).
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Figura 36: Diagrama de barras de los resultados del rango de p53 por grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas
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Figura 37: Imégenes de .la expresion de p53 en distintos tumores
LMU: leiomioma usual, LME: leiomioma especial, LMS: leiomiosarcoma
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También hallamos en los distintos estudios 2 a 2, una relacion estadisticamente significativa
entre la expresion de p53 y el diagnostico anatomopatoldgico, tanto el estudio entre LMS y
LMU (p<0,001), entre LMS y LMC (p=0,006), y entre LMS y LME (p~0,010).

En los estudios por estado también obtuvimos una relacion significativa entre la presencia de
expresion de p53 por encima del 10% y el diagnostico anatomopatologico, tanto en los estudios
2 a 2 entre los grupos tumorales (p<0,005), como en el que incluia todos los grupos (p<0,001).
También estudiamos la existencia de una relacion entre la expresion de p53 con otros
parametros en el grupo de los LMS, como el tamafio tumoral, la expresion de p16, p21, p27, c-
kit, c-erb-B2 y de los receptores hormonales. Se observd una relacion estadisticamente
significativa (p=0,025) entre la expresion de p53 y la expresion de RREE, observandose en

general una mayor expresion de RREE en los casos con menor expresion de p53.

Ciclina D1

La mayor parte de los casos de nuestra serie fueron negativos frente a esta proteina,
observandose en 2 casos de LMU con una positividad del 30% (n° 15 y 27), en un caso de LMC
(n° 12) una positividad del 20%, en 4 casos de LME (n°8, 11, 12 y 13, todos ellos plexiformes)
una positividad del 25%, y en 2 caso de LMS positivos uno en un porcentaje alrededor del 20%
(n°S, de alto grado), y otro con una positividad alrededor del 80% (n°11, de alto grado). El rango
de expresion de esta proteina de ciclo celular fue escaso tanto en el miometrio control como en
los distintos grupos tumorales en nuestra serie (figuras 38 y 39), sin observarse correlacion

estadisticamente significativa entre su rango de expresion y el diagnostico (p=0,069).

Ciclina D1
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Figura 38: Diagrama de barras de los resultados del rango de ciclina D1 por grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas
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Figura 39: Imagenes de expresion de ciclina D1 en distintos tumores
LMU: leiomioma usual, LMS: leiomiosarcoma

No hallamos en los distintos estudios 2 a 2, una relacion estadisticamente significativa entre la
expresion de ciclina D1 y el diagndstico anatomopatologico, ni en el estudio comparando LMS

y LMU (p~0,384), LMS y LMC (p~0,386), y LMS y LME (p~0,187), ni por estado (p>0,05).

pl6

La proteina p16 present6 una sobreexpresion en todos los grupos, siendo mas frecuente y mayor
en el grupo de LMS (figura 40).

Se constatd una correlacion altamente significativa (p<0,005) entre el rango de expresion de la
proteina p16 y el diagndstico anatomopatologico. En un rango de entre el 0-10% se observo el
100% de los miometrios control, el 63,3% de los LMU un 81,3% de LMC, un 57,1% de LME (4
LMA, 1 LM con patron vascular, 2 LM mitdticamente activos, y un LM plexiforme), y un
18,8% de LMS (3 casos). En un rango de entre el 11-30% se observo un 33,3% de LMU (10
casos), un 12,5% de LMC (2 casos), un 42,9% de LME, y un 18,8% de LMS. En un rango del
31-75% se observo un 3,3% de LMU (1 caso), un 6,3% de LMC (1 caso), y un 18,8% de LMS
(3 casos). En un rango de entre el 76-100% se observo un 43,8% de los LMS (7 casos).
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Figura 40: Diagrama de barras de los resultados del rango de p16 por grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

Esta relacion también se obtuvo entre la intensidad de la expresion y el diagnostico (p<0,005).
Los LM presentaron una intensidad menor, siendo leve a moderada, mientras que los LMS
tuvieron predominantemente una positividad intensa (figuras 41 y 42). 13 casos fueron
negativos, entre los que habia 1 caso de LMU (3,3% de los LMU), 7 LMC (43,8%), 3 LME
(21,4%, 2 LMA, y un LM mitdticamente activo), y 2 LMS (12,5%). Con una positividad débil
encontramos 22 LMU (73,3%), 4 LMC (25%), 10 LME (71,4%) y 2 LMS (12,5%). Y con una
positividad moderada hallamos 7 LMU (23,3%), 5 LMC (31,3%), 1 LME (7,1%, un LM
epitelioide), y 12 LMS (75%).

p16 intensidad

100%:-
80%:
60%1
40%1
20%1

0%-

p<0,001

LMU LMC LME LMS

O negativa [0 débil M moderada

Figura 41: Resultados de la intensidad de expresion de p16 por grupos
LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas especiales, LMS:
leiomiosarcomas
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No fue significativo en el patron de positividad, presentando todos los casos positivos un patron

homogéneo.
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Figura 42: Imégenes de la expresion de p16 en distintos tumores
LMU: leiomioma usual, LMS: leiomiosarcoma

También hallamos en los distintos estudios 2 a 2, una relacion estadisticamente significativa,
tanto entre el rango expresion de p16 y el diagndstico anatomopatoldgico entre LMS y LMU
(p<0,001), entre LMS y LMC (p=0,002), y entre LMS y LME (p=0,004), como en la intensidad
de la positividad y el diagndstico anatomopatoldgicos, entre LMS y LMU (p<0,001), entre LMS
y LMC (p=0,042), y entre LMS y LME (p=0,001).

Ademas realizamos los diferentes estudios por estado de la expresion de pl16, encentrando, en
los estudios 2 a 2, entre LMS y LMU (p~=0,005), y entre LMS y LMC (p=0,001) siendo ambos
significativos; el estudio entre LMS y LME se aproximo a la significacion (p=0,057).

También observamos un resultado altamente significativo en el estudio por estado incluyendo

todos los grupos (p<0,001).

P21

La proteina p21 no se sobreexpres6 en ninguno de los miometrios control, ni tampoco en
ninguno de los casos de LMU. Si existio una positividad significativa en escasos casos de LMC
(3 casos) y de LME (4 casos) y en un porcentaje elevado de LMS. Sin embargo, en 2 casos de
LMC y un caso de LME (LMA), se observd una positividad mayor a la observada en los LMS
(figura 43).

En nuestro estudio se observd una correlacion altamente significativa (p<0,001) entre el rango
de expresion de la proteina p21 y el diagnostico anatomopatoldgico. En un rango de entre el 0-
10% se encontraron todos los casos de miometrio control y de LMU, el 81,3% de LMC, un

64,3% de LME, y un 31,3% de LMS. En un rango del 11-30% se observo un 6,3% de LMC, un
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28,6% de LME (LM epitelioide, LMA, LM plexiforme y un LM mit6ticamente activo), y un
68,8% de LMS. En un rango del 31-75% se observé un 12,5% de LMC y, un 7,1% de LME (1
LMA).

p21
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Figura 43: Diagrama de barras de los resultados del rango de p21 por grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

También se obtuvo una relacion estadisticamente significativa (p=~0,005) entre la intensidad de
la expresion y el diagnostico anatomopatoldgico, siendo moderada en los LMS y débil y muy
débil en los grupos de LM (figura 44 y 45). Varios casos fueron negativos, incluyendo 29 LMU
(96,7%), 11 LMC (68,8%), y 3 LME (21,4%, LM atipico, un LM con patrén vascular y un LM
plexiforme). Con una expresion débil encontramos 1 LMU (3,3%), 5 LMC (31,3%), 10 LME
(71,4%), y 9 LMS (56,3%). Y con una expresion moderada se observd un LMA (con menos del
10% de las células positivas), y 7 LMS (43,8%).
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Figura 44: Diagrama de barras de los resultados la intensidad de expresion de p21 por grupos
LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas especiales, LMS:
leiomiosarcomas
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No se encontr6 una correlacion significativa estadisticamente en el patréon de expresion ya que

todos los casos positivos presentaron un patron homogéneo.

Figura 45: Imagenes de expresion de p21 en distintos tumores

LMC: leiomioma celular, LMS: leiomiosarcomas

En los distintos estudios por rangos de expresion de p21 entre los LMS y los distintos grupos de
LM, se obtuvieron resultados estadisticamente significativos entre los LMS y los LMU
(p<0,001), y entre los LMS y los LMC (p=~0,001), sin embargo no obtuvimos relacion
significativa entre los LMS y los LME (p=~0,071).

Por otro lado, en estos mismos estudios para valorar la relacion entre la intensidad de expresion
de esta proteina y el diagnostico anatomopatologico, obtuvimos resultados significativos en
todos los estudios; tanto entre LMS frente a LMU (p<0,001), entre LMS frente a LMC
(p<0,001), como entre LMS frente a LME (p=0,024), siendo de mayor intensidad en el grupo de
los LMS. En el estudio por estado (positivo/negativo), observamos una relacion
estadisticamente significativa entre la expresion de esta proteina y el diagnostico
anatomopatoldgico tanto en el estudio entre LMS y LMU (p<0,001), entre LMS y LMC
(p=0,011) y entre todos los grupos (p<0,001). Sin embargo no obtuvimos un resultado

significativo entre LMS y LME (p=0,070).

P27

La expresion de p27 fue mas extensa en los LMS, y en los LMC, frente a los grupos de LMU y
LME. Encontramos una correlacion altamente significativa (p<0,005) entre el rango de
expresion de p27 y el diagndstico anatomopatoldgico (figura 46). En un rango de entre el 0-10%
se observd 15,4% de los miometrios control, el 70% de LMU, un 31,3% de LMC, el 78,6% de
LME, y un 25% de LMS. Con un rango entre el 11-30% se observé un 30,8% de controles, un
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6,7% de LMU, un 56,3% de LMC, un 21,4% de LME (2 LMA y un LM plexiforme), y un 25%
de LMS. Con un rango de entre 31-75% de positividad se observo un 46,2% de los controles, un
20% de LMU, un 6,3% de LMC y un 31,7% de LMS (5 casos, todos ellos de alto grado). Con
un rango entre el 76-100% de positividad se encontraron un 7,7% de controles, un 3,3% de

LMU, un 6,3% de LMC y un 18% de LMS (3 casos todos ellos de alto grado).
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Figura 46: Diagrama de barras de los resultados del rango de expresion de p27 por grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

También obtuvimos una relacion estadisticamente significativa entre la intensidad de expresion
y el diagnostico anatomopatoldgico (p=~0,003) siendo la expresion débil a moderada en los
LMS, y débil en los LM (figura 47 y 48). Encontramos 21 casos negativos, incluyendo 15 LMU
(50%), 3 LMC (18,8%) y 3 LME (21,4%). Con una tincion débil habia 12 LMU (40%), 12
LMC (75%), 9 LME (64,3%), y 13 LMS (81,3%). Y con una expresion moderada se
encontraron 3 LMU (10%), 1 LMC (6,3%), 2 LME (14,3%, 2 LM atipicos) y 3 LMS (18,8%).
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Figura 47: Resultados de la intensidad de expresion de p27 por grupos
LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas especiales, LMS:
leiomiosarcomas

El patron de positividad no resulté estadisticamente significativo ya que todos los casos

positivos presentaron un patron de positividad homogéneo.

Figura 48: Imagenes de la expresion de p27 en distintos tumores
LMC: leiomioma celular, LMS: leiomiosarcoma

En los distintos estudios de los rangos de expresion entre los LMS y los grupos de LM, se
obtuvieron resultados estadisticamente significativos entre los LMS y los LMU (p~=0,019), y
entre los LMS y los LME (p~0,010), sin embargo no obtuvimos relacion significativa entre los
LMS y los LMC (p=0,127).

Obtuvimos una relacion significativa en el estudio por estado entre LMS frente a LMU
(p=0,005) y LMS frente a LME (p=0,009), y en el estudio conjunto de todos los grupos
(p<0,001). Sin embargo, no se obtuvo una relacion significativa entre LMS y LMC (p=1).

139



Resultados

Ademas, en estos mismos estudios para valorar la relacion entre la intensidad de expresion de
esta proteina y el diagndstico anatomopatoldgico, obtuvimos resultados significativos entre
LMS frente a LMU (p=0,003), pero no observamos esta relacion significativa entre LMS frente
a LMC (p=0,133), ni entre LMS frente a LME (p=0,149), siendo muy similar el grado de

intensidad entre estos dos grupos

DIANAS TERAPEUTICAS

C-kit

En nuestra serie no encontramos positividad frente a esta proteina en ninguno de los casos de
LM ni en el miometrio control, presentando los distintos tumores como control interno la
presencia de aislados mastocitos, y en algin caso tincidon muy débil citoplasmatica considerada
difusion del anticuerpo (figura 49). Sin embargo, en el grupo de los LMS se encontraron casos
con tincidn citoplasmatica entre moderada e intensa, sin observarse refuerzo de membrana, por
lo que tuvimos que ser cautos a la hora de interpretar estos resultados (figura 50).

Se observo una correlacion altamente significativa entre el rango de expresion de la proteina c-
kit y el diagnostico anatomopatologico (p<0,005), debido a que Unicamente se expresd en el
grupo de los LMS. Fueron negativos todos los miometrios control y todos los LM, asi como un
37,5% de LMS (6 casos). Con un rango de positividad de entre el 11-30% de las células se
encontraron el 37,5% de los LMS. Con un rango de entre el 31-75% se encontraron el 18,8% de
los LMS (3 casos), y con un rango entre el 75-100% de las células positivas se observaron un

6,3% de los LMS (LMS epitelioide de alto grado).
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Figura 49: Diagrama de barras de los resultados del rango de expresion c-kit por grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas
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El patron de tincion fue en todos los casos homogéneo y la intensidad entre muy débil y débil en
el 81,3% de los casos (13 casos) y moderada en el 12,5% de los casos (2 casos, ambos casos de

alto grado).
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Figura 50: Iméagenes de expresion de c-kit en leiomiosarcomas.
LMS: leiomiosarcoma

En los estudios 2 a 2, y por estado también encontramos una relacion estadisticamente
significativa entre el rango de expresion de c-kit y el diagndstico anatomopatoldgico (p<0,05)
ya que unicamente fue en el grupo de LMS donde encontramos expresion de esta proteina.

En el grupo de los LMS se observaron 5 casos positivos frente a c-kit, y negativos frente a c-
erb-B2 e IGFR-1; 4 casos positivos frente a c-kit y c-erb-B2 y negativos frente a IGFR-1, 1 caso
positivo frente a c-kit, c-erb-B2 e IGFR-1, y 1 caso positivo frente a c-erb-B2 e IGFR-1 y
negativo frente a c-kit. No encontramos relacion estadistica entre la expresion de estas dianas
terapéuticas en nuestro estudio (p>0,05).

Tampoco se relaciond la expresion de c-kit con el tamafio tumoral ni el recuento mitotico

(p>0,05).

PDGFRa.

La mayor parte de los LM (excepto un caso) y todos los LMS expresaron de forma amplia
PDGFRa por lo que no existié una relacion significativa entre el rango de expresion frente a
esta proteina (p~0,126) y el diagnostico. Su expresion fue en todos los casos con un patron
homogéneo, siendo de una mayor intensidad en los LMS y LMU observandose una relacion
altamente significativa entre la intensidad y el diagnostico (p<0,005). La expresion fue nula en

el 7,7% de los miometrios control, en el 6,7% de los LMU; leve en el 92,3% de los miometrios

141



Resultados

control, 16,7% de los LMU, 43,8% de los LMC, el 100% de los LME; y moderada en el 76,7%
de los casos de LMU, 56,3% de los LMC y en el 100% de los LMS (figura 51 y 52).

PDGFRa intensidad
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Figura 51: Resultados de la intensidad de expresion de PDGFRa por grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

Figura 52: Imagenes de la expresion de PDGFRa en distintos tejidos estudiados
LMC: leiomioma celular, LMS: leiomiosarcoma

En los estudios 2 a 2, tampoco existi¢ relacion estadisticamente significativa entre el rango de
expresion de esta proteina y el diagnostico anatomopatoldgico. Aunque si que fueron relevantes
las diferencias en la intensidad de expresion entre LMS y LMC (p=0,007) y los LMS y los
LME (p<0,001), donde los LMS presentan claramente una intensidad mayor, aunque no existio

relacion entre los LMS y los LMU (p=0,111), ambos con una intensidad mas elevada.
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IGFRI1

La expresion de IGFR-1 fue nula en practicamente todos los casos, tanto en tumores benignos
como en los LMS unicamente 2 casos del grupo de LMS positivos (p=~0,315), uno de ellos con
un rango de positividad de entre el 11-30% y el otro de entre el 75-100% de la celularidad.

Ambos casos con un patréon homogéneo y una intensidad moderada (figura 53).

Figura 53: Imagenes de la expresion de IGFR1 en distintos tumores
LMS: leiomiosarcoma

C-erb-B2

En nuestra serie, la expresion de la proteina fue predominantemente citoplasmatica, y solo
focalmente de membrana. Aunque sabemos que esta proteina es de membrana hemos querido
recoger todos los casos que tuvieran expresion aunque fuera muy escasa y citoplasmatica.
Unicamente se observo expresion en 6 LMS y 2 LMU (aunque estos tltimos con una expresion
de menos del 10% de la celularidad).

En un rango de entre el 0-10% se observaron todos los casos de miometrio normal (todos
negativos), todos los LM que fueron negativos salvo 2 casos de LMU, con muy escasa
celularidad positiva (menor del 10%) con intensidad débil, y unicamente citoplasmatica y el
62,5% de los LMS (incluyendo los 4 LMS de bajo grado y el 50% de LMS de alto grado). Con
un rango de entre 11-30% de la celularidad positiva se encontr6é un 18,8% de los casos de LMS
(3 casos de alto grado), y con un rango de positividad de entre el 31-75% se observo un 18,8%
de los LMS (3 casos de alto grado) Estos resultados fueron estadisticamente significativos

(p<0,005) (figura 54).
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C-erbB2

uc LMU LMC LME LMS

00-10% 011-30% W31-75% W76-100%

Figura 54: Diagrama de barras de los resultados del rango de c-erb-B2 por grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

El patrén en todos los casos fue homogéneo y la intensidad vari6 en el grupo de los LMS entre
muy débil a débil en el 18,8% de los casos (3 casos) y moderada en el 31,3% de los casos (8

casos) (figura 55), siendo débil en los 2 casos de LMU.

Figura 55: Imagenes de la expresion de c-erb-B2 en leiomiosarcomas
LMS: leiomiosarcoma
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En los estudios entre el grupo de LMS frente a los LM, obtuvimos en todos ellos una relacion
significativa, tanto entre LMS frente a LMU (p=~0,002), LMS frente a LMC (p=0,025) y LMS
frente a LME (p~0,038), reforzando el resultado significativo en el estudio de todos los grupos.
Por estado (positivo/negativo), encontramos una relacion estadisticamente significativa en todos
los estudios, tanto 2 a 2 entre LMS y los distintos grupos de LM (p<0,005), como en el de todos
los grupos (p<0,001).

TRANSICION EPITELIO MESENQUIMA

E-caderina
En nuestra serie no se observo ningun caso de LM, LMS ni miometrio control positivo. La

relacion estadistica no se pudo hacer por este motivo.

Slug

La mayor parte de los casos en todos los grupos presentaron una extensa expresion de esta
proteina. No se observd ninglin caso totalmente negativo en ninguno de los grupos estudiados.
Mas del 70% de los tumores benignos y mas del 50% de los malignos presenté un rango de
expresion por encima del 75% de la celularidad, llegando en la mayor parte de los casos entorno
al 100% (figuras 56 y 57).

No hubo diferencias significativas entre el rango de expresion de Slug y el diagndstico
anatomopatolégico (p=0,073). 25 LMU (83,3% de los casos), 16 LMC (100% de los casos), 10
LME (71% de los casos) estuvieron en el rango mas elevado de expresion. Los LMS también
tuvieron esta alta expresion hasta en 9 casos (56,3%) asi como 10 UC (76,9%).

En el rango de expresion entre el 31-75% se presentaron 4 casos de LMU (13,3%), 1 caso de
LME (7,1%), 5 LMS (31,3%) y 2 casos de UC (15,4%). En un rango de entre 11-30% estuvo 1
caso de LMU (3,3%) y 1 caso de LMS (6,3%), y con una positividad inferior al 11% se
encontraron 3 casos de LME, todos ellos atipicos (21,4%), 1 caso de LMS (de bajo grado)
(6,3%) y 1 caso de UC (7,7%).
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Slug

100%
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Figura 56: Diagrama de barras del rango de expresion de slug en distintos tumores
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

Figura 57: Imagenes de la expresion de slug en distintos tumores
LME: leiomioma especial, LMS: leiomiosarcoma

No se observo relacion estadisticamente significativa en el estudio de los LMS frente a los LMU
(p=0,185) ni de los LMS frente a los LME (p~0,203) debido a la falta de variabilidad entre los
grupos. Ninguno de los estudios por estado (positivo/negativo) fue significativo, encontrando
como resultados, entre LMS y LMU (p=0,348), entre LMS y LMC (p=1), entre LMS y LME
(p=0,315) y entre todos los grupos (p=0,051).

146



Resultados

Snail

Esta proteina se expreso con mas frecuencia en el grupo de los LMS (figura 58 y 59).

Todos los UC (13 casos), LMU (30 casos), el 75% de los LMC (12 casos), 92,9% de LME (13
casos) y 37,5% de LMS (6 casos) presentaron una positividad de expresion por debajo del 11 %.
El 31,3% de LMS (5 casos) presentaron una expresion entre el 11-30%. Ademas, el 25% de los
LMC (4 casos), 7,1% de los LME (un LM plexiforme), y 25% de LMS (4 casos), fueron
positivos en un rango del 31-75%. Finalmente, 6,3% de LMS (lcaso) presentd una positividad

superior al 75% de las células. Estos resultados fueron significativos (p<0,005).

Snail

100%- p<0,005
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0%

ucC LMU LMC LME LMS

00-10% O011-30% MW31-75% B 76-100%

Figura 58: Diagrama de barras del rango de expresion de snail en distintos grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

Figura 59: Imagenes de la expresion de snail en leiomiosarcomas
LMS: leiomiosarcoma
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En los estudios 2 a 2 presentaron una relacion estadisticamente significativa entre la expresion
IHQ de Snail y el diagnostico anatomopatologico, siendo entre LMS frente a LMU (p<0,001),
LMS frente a LMC (p=0,046), y LMS frente a LME (p=0,016), lo que refuerza los resultados
obtenidos en el estudio global de todos los grupos. No obstante hay que tener en cuenta que los
LMU tuvieron todos una positividad menor del 11 %, y los 2 grupos de LM restantes no
presentaron apenas variabilidad en el rango de expresion.

En los estudios por estado (positivo/negativo) obtuvimos una relacion significativa entre la
presencia de expresion de Snail por encima del 10% y el diagnostico anatomopatolégico,
obteniendo un p valor en el estudio entre LMS y LMU (p<0,001) y entre LMS y LME
(p=0,002), asi como en el estudio incluyendo todos los grupos (p<0,001), sin embargo no

obtuvimos un resultado significativo al comparar los LMS y LMC (p=0,073).

Bcatenina

En los UC, en el miometrio la expresion de la Pcatenina resulté negativa en todos los casos, y
aunque no se exponga en la grafica, se observo positividad en el endometrio (presente en las
muestras de UC), lo que sirvid de control interno. En los LMU se observd focalmente
positividad de los endotelios vasculares. Los LMC, LME y LMS presentaron también tincion
focal vascular, no valorada, y una positividad muy débil en el citoplasma, siendo focalmente
una tincidn en “gota”, siendo en los LMS mas frecuente este patron de positividad.

Se observo una correlacion altamente significativa entre el rango de expresion de la proteina
Bcatenina y el diagnostico anatomopatologico (p<0,005) aunque a expensas de las diferencias
entre LMS, LMC y LME frente a LMU (figura 60 y 61).

En un rango de entre el 0-10% se observaron todos los controles y los LMU, el 56,3% de LMC,
57,1% de LME (4 LMA, 1 LM epitelioide, 1 LM vascular, y 1 LM mitéticamente activo, 1 LM
plexiforme), y el 37,5% de los LMS. En un rango de positividad de entre el 11-30% se
observaron un 25% de LMC, un 7,1% de LME (un LM plexiforme) y un 25% de LMS. En un
rango de entre el 31-75% de las células positivas se encontraron un 12,5% de LMC, un 35,7%
de LME, y un 37,5% de LMS. Con un rango de positividad de entre el 75-100% de encontrd
unicamente el 6,3% de LMC.
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Bcatenina
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Figura 60: Diagrama de barras del rango de expresion de Beatenina en los diferentes grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

Sélo uno de los estudios 2 a 2 entre el grupo de LMS y los distintos grupos de LM presentd una
relacion significativa entre la expresion de esta proteina y el diagnostico anatomopatologico,
siendo entre LMS y LMU (p<0,001) aunque al presentar todos los casos de LMU una
positividad inferior al 11% no es del todo valorable. Sin embargo, el rango de expresion entre
LMC, LME y LMS fue similar, (p=0,308) entre LMC y LMS y (p=0,358) LME y LMS.

En los estudios por estado también obtuvimos una relacion significativa entre la expresion de
Becatenina por encima del 10% y el diagndstico anatomopatoldgico, al comparar LMS y LMU
(p<0,001), y en el estudio incluyendo todos los grupos (p<0,001). Sin embargo, al comparar
LMS y LMC (p=0,288) asi como LMS y LME (p=0,464) no encontramos relacioén entre la

expresion de esta proteina y el diagnostico anatomopatolégico.
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Figura 61: Imégenes de la expresion de fcatenina en distintos tumores
LMC: leiomioma celular, LMS: leiomiosarcoma

AKT

En conjunto, tanto el miometrio sano como los diferentes LM expresaron la proteina AKT mas
extensamente que los LMS obteniendo una correlacion altamente significativa entre el rango de
expresion de esta proteina y el diagnostico anatomopatologico (p<0,005) (figuras 62 y 63). En
un rango de entre el 0-10% se observaron el 18,8% de los LMS. En un rango de positividad de
entre el 11-30% se observaron el 7,7% de los UC (1 caso), un 7,1% de LME (un LMA) y el
18,8% de LMS (3 casos). En un rango de positividad de entre el 31-75% se encontraron el 10%
de LMU, 6,3% de LMC, 14,3% de LME (2 LMA), y el 43,8% de LMS. Y un rango de
positividad de entre el 75-100% se observaron el 92,3% de los UC, 90% de LMU, 93,8% de
LMC, 78,6% de LME y el 18,8% de LMS.
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AKT
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Figura 62: Diagrama de barras del rango de expresion de AKT en los diferentes grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas
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Figura 63: Imagenes de la expresion de AKT en distintos tumores
LMC: leiomioma celular, LMS: leiomiosarcoma

Todos los estudios 2 a 2 fueron significativos, entre los LMS y LMU (p<0,001), entre LMS y
LMC (p<0,001) y entre LMS y LME (p=0,010), a pesar de ello hay que tener en cuenta la
escasa variabilidad en los diferentes grupos de LM.

Por estado (positivo/negativo), Unicamente encontramos una relacion estadisticamente
significativa en los estudios, 2 a 2 entre LMS y los LMU (p=0,037), sin tener una relacion

significativa en los estudios 2 a 2 entre LMS y LMC (p~0,226), ni entre LMS y LME (p=0,228).
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ESTATUS HORMONAL

Receptores de estrogenos

La expresion de RREE fue mayor y mas homogénea en los LMU y LMC. En los LME fueron
negativos los LMA, y el grupo de los LMS presentd una expresion heterogénea, sin poderse
relacionar en nuestra serie con el grado, ni con el estadio El miometrio control presento
frecuente positividad frente a RREE, al igual que en los LMU y LMC. Hasta en 5 casos se
observo una negatividad de los RREE en el grupo de LME, siendo los 4 casos de LMA de la
serie y un LM plexiforme, asi como en un unico caso de LMU también negativo. Asimismo el
43,8% de los LMS fueron negativos frente a RREE (7 casos, 6 de alto grado y 1 de bajo grado).
Se hallé una correlacion altamente significativa entre el rango de expresion de los RREE y el
diagndstico anatomopatologico (p<0,005) (figuras 64 y 65). En un rango de entre el 0-10% se
encontraron un 15,4% de casos control, un 3,3% de LMU, 42,9% de LME (5§ LMA, y 1 LM
plexiformes), y 43,8% de LMS. En un rango de expresion de entre el 11-30% de las células
observamos un 7,7% de los casos control, el 3,3% de LMU, 21,4% de LME (un LM epitelioide,
un LM mitéticamente activo, y un LM plexiforme) y el 12,5% de LMS. En un rango de
expresion de entre el 31-75% se presentaron el 15,4% de los casos control, 30% de LMU,
43,8% de LMC, 14,3% de LME (un LM plexiforme y un LM mitéticamente activo) y 31,3% de
LMS. En un rango de entre el 76-100% se observaron el 61,5% de los controles, el 63,3% de los
LMU, 56,3% de LMC, 21,4% de LME (2 LM plexiformes y un LM vascular), y un 12,5% de
LMS (siendo 2 de los 4 casos de LMS de bajo grado).

RREE

100%; p<0,005
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Figura 64: Diagrama de barras del rango de expresion de los receptores de estrogenos en los
distintos grupos

UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas
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También se observo una relacion estadisticamente significativa entre la intensidad de expresion

de los RREE y el diagnostico anatomopatologico en el estudio de todos los grupos (p=0,001).

N

LMU 20X \ SR ; LMS 20X

LMS 20X LMS 20X

Figura 65: Imagenes de la expresion de los receptores de estrogenos en distintos tumores
LMU: leiomioma usual, LMS: leiomiosarcoma

En los estudios 2 a 2 entre el grupo de LMS y el resto de grupos tumorales, obtuvimos
resultados estadisticamente significativos en el de los LMS frente a LMU (p=0,001), y LMS
frente a LMC (p~0,003), sin observarse significacion en el de los LMS frente a los LME
(p=0,651), presentando estos Gltimos unos patrones semejantes mas heterogéneos.

En los estudios por estado también obtuvimos una relacion significativa entre la presencia de
expresion de RREE por encima del 10% y el diagnostico anatomopatologico, entre LMS y
LMU (p=0,001), entre LMS y LMC (p=0,007) y en el estudio de todos los grupos (p<0,001), sin
observarse relacion estadisticamente significativa entre LMS y LME (p~=0,961).

Ademas, en los estudios 2 a 2 para valorar la relacion estadistica entre la intensidad de

expresion de los RREE y el diagndstico anatomopatoldgico, los resultados fueron semejantes,
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observandose una tincion leve a moderada en los LME y LMS, siendo mas intensa en los LMU
y LMC. Estos resultados fueron estadisticamente significativos con los p valores siguientes,
LMS frente a LMU (p<0,001) y de los LMS frente a los LMC (p=0,020), LMS y los LME
(p=0,527).

Receptores de progesterona

La expresion de los RRPP se dio mucho mas extensamente en los tumores benignos, siendo
ademas de mayor intensidad a la observada en el grupo de los LMS. El miometrio sano presentd
en la mayoria de los casos una positividad extensa frente a los RRPP, asi como los LM, sin
observarse ningln caso negativo. Por otro lado, el 50% de los LMS fueron negativos o con baja
expresion de los RRPP, predominantemente en los LMS de alto grado (figuras 66 y 67).

Se observo una correlacion altamente significativa entre el rango de expresion de los RRPP y el
diagnostico anatomopatologico (p<0,005). En un rango de entre el 0-10% se observaron el 7,7%
de casos control (1 caso), y el 50% de LMS (7 casos de alto grado y un caso de bajo grado). En
un rango de expresion de entre el 11-30% de las células obtuvimos el 7,7% de los casos control,
el 7,1% de LME (un LMA) y el 6,3% de LMS (1 caso de alto grado). En un rango de expresion
de entre el 31-75% se encontraron el 7,7% de los casos control, 20% de LMU, 31,3% de LMC,
14,3% de LME (un LM epitelioide y un LMA) y 18,8% de LMS (3 casos de alto grado). En un
rango de entre el 76-100% se presentaron el 76,9% de los controles, el 80% de los LMU, 68,8%
de LMC, 78,6% de LME, y un 25% de LMS (3 casos de bajo grado y 1 caso de alto grado).

RRPP

100% p<0,005
80%
60%
40%
20%

0%~

uc LMU LMC LME LMS

0 0-10% 00 11-30% M 31-75% B 76-100%

Figura 66: Diagrama de barras del rango de expresion de RRPP en los distintos grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas
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También se observo una relacion estadisticamente significativa entre la intensidad de expresion
de los RRPP y el diagnostico anatomopatologico en el estudio de todos los grupos (p=~0,001),
asi como en los estudios entre LMS y LMU (p<0,001), entre LMS y LMC (p~=0,005), y entre
LMS y LME (p=0,033).

Figura 67: Imagenes de la expresion de RRPP en distintos tumores
LME: leiomioma especial, LMS: leiomiosarcoma

En los estudios 2 a 2 obtuvimos una relacion estadisticamente significativa entre rango y
diagndstico con estos resultados: LMS frente a LMU (p<0,001), entre LMS y LMC (p=0,005),
y entre LMS y LME (p=0,010).

En los estudios por estado (positivo/negativo) también obtuvimos una relacion significativa
tanto en los estudios 2 a 2 entre los grupos tumorales (p<0,005), como en el que incluia todos
los grupos (p<0,001).

En nuestra serie la expresion de RRPP suele acompafiarse de la positividad frente a RREE en

los LMS. De los 16 LMS, 7 casos no expresaron ninguna de las 2 proteinas, 8 casos expresaron
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ambas, en rangos similares en la mayor parte de ellos, y inicamente un caso presento expresion
de RRPP y fue negativo frente a RREE. Asi pues, de los En el grupo de los LMS observamos
una correlacion entre la expresion de los RREE y los RRPP (p=~0,004).

VASULARIZACION:

CD31

El estudio de este marcador endotelial se realiz6 en primer lugar para comprobar la expresion en
las células tumorales, y en segundo lugar para observar la angiogénesis en los diferentes grupos
y evaluar las diferencias.

En primer lugar se comprob6 que tanto el miometrio control, como los diferentes grupos de LM
y los LMS no expresaron esta proteina, salvo en los endotelios vasculares, que sirvieron de
control interno. Unicamente un caso de LMS expresé de forma leve una tincion citoplasmatica
en algunas de sus células, probablemente debido a una difusion del anticuerpo o reaccioén
cruzada (figura 68). Este caso también expresaba una tincidn citoplasmatica frente a CD34, c-
erb-B2 y c-kit a nivel citoplasmatico.

En la valoracién de la densidad vascular, no observamos una mayor densidad vascular, en
ninguno de los grupos, que se relacionase estadisticamente con el diagndstico
anatomopatologico (p=0,262). También valoramos la ramificaciéon vascular, sin rencontrar
diferencias entre los distintos diagndsticos.

No observamos una relacion estadisticamente significativa en los estudios 2 a 2 entre los
diferentes grupos tumorales, incluyendo, LMS frente a LMU (p=1), LMS frente a LMC
(p=0,229), y LMS frente a LME (p=0,204).

Figura 68: Imagenes de la expresion de CD31 en distintos tumores
LME: leiomioma especial, LMS: leiomiosarcoma
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CD34

Realizamos un segundo marcador de angiogénesis, el CD34, encontrandonos resultados
similares a los de CD31. En primer lugar las células de UC fueron negativas, asi como las
células tumorales de todos los LM y LMS, a excepcion de un caso de LMS, comentado en el
apartado anterior (Figura 67).

En cuanto a las formaciones vasculares, no hubo una relacién estadisticamente significativa
entre la expresion de esta proteina y el diagnodstico anatomopatologico (p=~0,474).

Tampoco encontramos ninguna relacion estadisticamente significativa en los estudios 2 a 2
entre los diferentes grupos tumorales, incluyendo, LMS frente a LMU (p~0,400), LMS frente a
LMC (p=0,710), y LMS frente a LME (p=0,358).

No observamos alteraciones en la morfologia vascular, ni aumento significativo de la

ramificacion en ninguno de los grupos.
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Figura 69: Imagenes de la expresion de CD34 en distintos tumores
LME: leiomioma especial, LMS: leiomiosarcoma

OTROS

CD44

La proteina CD44 se expres6 en mayor medida en los UC, LMU y LME con aproximadamente
una expresion en el 60% de los casos, siendo menos frecuente en los LMC y LMS donde se
expreso en alrededor del 25% de los casos.

El 46,2% de los UC (6 casos), el 43,3% de los LMU (13 casos), el 75% de los casos de LMC
(12 casos), el 42,9% de los LME (6 casos , 3 LM plexiformes, un LMA, un LM con patron
vascular, y un LM mitéticamente activo) y el 75% de los LMS (12 casos, incluyendo 3 LMS de
bajo grado y 9 LMS de alto grado) presentaron una positividad nula o por debajo del 11%. En
un rango de entre el 11-30% se encontraron el 15,4% de los UC (2 casos), el 10% de los LMU
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(3 casos), el 6,3% de los LMC (1 caso), el 21,4% de los LME (3 casos, un LMA, un LM
epitelioide, un LM plexiforme) y el 12,5% de los LMS (2 casos, 2 LMS de alto grado). En un
rango entre el 31-75% se presentaron el 38,5% de los UC (5 casos), el 40% de los LMU (12
casos), el 6,3% de los LMC (1 caso), 28,6% de los LME (4 casos, 3 LMA y 1 LM plexiforme) y
12,5% de los LMS (2 casos, un LMS de bajo grado y un LMS de alto grado). Por tltimo con
mas de 75% de las células positivas, se vieron el 6,7% de los LMU (2 casos), 12,5% de LMC (2
casos) y 7,5% de LME (1 caso, LM mit6éticamente activo), sin ningtn caso de UC ni LMS. Esta
variabilidad no mostré una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de esta

proteina y el diagnostico la serie estudiada (p=0,258) (figura 70 y 71).

CD44

100%:-
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p~0,258
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Ay

ucC LMU LMC LME LMS

00-10% O011-30% W31-75% W 76-100%

Figura 70: Diagrama de barras del rango de expresion de CD44.en los distintos grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas

En los estudios 2 a 2 entre el grupo de LMS frente a os LM no se observo en ninguno de ellos
una relacion significativa entre el rango de expresion de CD44 y el diagnostico
anatomopatologico. Los resultados obtenidos fueron, el estudio entre los LMS y LMU
(p=0,130), entre LMS y LMC (p=0,446), y entre LMS y LME (p=0,290).

Por estado (positivo/negativo), tampoco encontramos una relacion estadisticamente significativa
en ninguno de los estudios, tanto 2 a 2 entre LMS y los distintos grupos de LM, obteniendo
entre LMS y LMU (p=0,063), entre LMS y LMC (p=1), y entre LMS y LME (p=0,135), ni en el
estudio de todos los grupos (p=0,086).
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Figura 71: Imagenes de la expresion de CD44
LME: leiomioma especial,

OCT3/4

La proteina OCT fue mds extensamente positiva en LMU y LMC (en mas del 80% de los
casos), y mas heterogénea en los LME y LMS (figura 72 y 73).

Se constatd una correlacion altamente significativa entre el rango de expresion de la proteina
OCT3/4 y el diagndstico anatomopatologico (p<0,005). Con un rango de positividad entre el 0-
10% se observan el 46,2% de los controles, el 3,3% de los LMU, el 28,6% de los LME (un
LMA, un LM mitéticamente activo, y 2 LM plexiformes) y el 18,8% de LMS. En un rango de
expresion de entre el 11-30% se obtuvieron el 3,3% de LMU, 14,3% de LME (un LMA y un
LM plexiforme), y 18,8% de LMS. En un rango de positividad de entre el 31-75% se
encontraron el 30,8% de los controles, el 26,7% de LMU, el 18,8% de LMC, el 28,6% de LME
2 (LM plexiformes, 2 LMA) y el 37,5% de los LMS. En un rango de expresion de entre el 76-
100% se encontraron el 23,1% de los controles, el 66,7% de los LMU, el 81,3% de LMC, el
28,6% de LME (un LM epitelioide, un LM vascular, y un LMA), y el 25% de los LMS.

OCT3/4
100% p<0,005

80%
60%
40%1
'

0%

uc LMU LMC LME LMS

00-10% O011-30% M31-75% W 76-100%

Figura 72: Diagrama de barras del rango de expresion de OCT 3/4.en los distintos grupos
UC: Utero control, LMU: leiomiomas usuales, LMC: leiomiomas celulares, LME: leiomiomas
especiales, LMS: leiomiosarcomas
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En los estudios 2 a 2 entre los LMS y los LM, observamos la relacion entre el rango de
expresion de OCT3/4 y el diagnostico anatomopatologico tanto en el estudio entre LMS y LMU
(p=0,023) y entre LMS y LMC (p=0,008), sin ser significativo en el estudio entre LMS LME

(p=0,894).

Por estado (positivo/negativo), no encontramos una relacion estadisticamente significativa en

ninguno de los estudios, siendo los resultados entre LMS y LMU (p=0,114), entre LMS y LMC

(p=0,226), y entre LMS y LME (p=0,675).

Figura 73: Imagenes de la expresion de OCT3/4

LMU: leiomioma usual, LME: leiomioma especial

Adjuntamos en la tabla 18 las variables anatomopatoldgicas e inmunohistoquimicas que

resultaron significativas en todos los estudios.

Tabla 18: p valores significativos para las variables anatomopatologicas e inmunohistoquimicas

Todos los grupos LMSvs LMU LMSvsLMC LMSvs LME
Mitosis p<0,001 p<0,001 p=<0,001 p~0,001
Ki67 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=<0,001
Bcl-2 p<0,001 p=~0,003 p~0,043 p~0,045
P53 p<0,001 p=<0,001 p~0,001 p<0,001
P21 intensidad p<0,001 p<0,001 p<0,001 p~0,024
c-kit p<0,001 p=<0,001 p=0,002 p=0,004
c-erb-B2 p=<0,001 p~=0,002 p=0,025 p=0,038
RRPP p<0,001 p<0,001 p=<0,001 p=0,003
RRPP intensidad p<0,001 p=<0,001 p=0,005 p=0,033

LMS: leiomiosarcoma, LMU: leiomiomas usual, LMC: leiomioma celular, LME: leiomioma

especial, RRPP: receptores de progesterona
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4.3 HALLAZGOS CITOGENETICOS

4.3.1 RESULTADOS DEL FISH

En el estudio por FISH observamos un frecuente desdoblamiento de las sefiales de CEP 3
debido a que su centromero es muy grande, viéndose 4 sefales en algunas células que no se
encontraban en GO y que entraban en division. Excepto por este hecho, la habitual gran
dimension de la region pericentromérica del cromosoma 3 y el color rojo hicieron de esta sonda
la mas sencilla de evaluar en el contaje.

Las sefiales CEP 7, en verde con el filtro dual se podian confundir algunas veces con las sefales
amarillas, debido a la proximidad de sus longitudes de onda. El tamafio de la sefial mucho
mayor nos ayudo a diferenciar las dos sefiales cuando existia alguna duda.

Las sefiales de LSI 9p21, al marcar un gen locus especifico, presentaban una sefial muy
pequeia, que tuvimos en cuenta en la valoracion de las pérdidas.

Las sefiales de CEP 17, en aguamarina fueron visibles de forma correcta con el filtro especifico,

y faciles de contabilizar.

En las muestras de utero control, muestras principales para la realizacion de los puntos de corte
para la evaluacion de las sefiales, no se observaron alteraciones numéricas, en las sondas
estudiadas, siendo la celularidad claramente disémica, sin poblaciones celulares con mas de 3
sefiales en células aisladas (tablas 19 a 22). En zonas con multiples fasciculos pequefios
formado plexos pequefios observamos entre 1 a 4% de estructuras con 3 sefiales debido al

solapamiento (ver tabla 14 de la seccion material y métodos pagina 96).
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Tabla 19: Porcentaje de células con 1, 2 0 mas sefiales para la sonda CEP3 en el utero
control (realizacion del punto de corte)

CEP3 1 seifial 2 seiales >2 sefales
1 10%=1 86%+2 4%=1
2 12%=+2 86%=+3 2%=1
3 16%=+2 83%=1 1%+1
4 10%=*1 88%=1 2%+2
5 20%=*1 78%=+2 2%+2
6 12%+2 85%=1 3%=1
7 14%+1 83%+3 3%+2
8 10%=+2 86%+3 4%+1
9 13%=1 84%=+2 3%=1
10 12%=+1 86%=+3 2%=+2
11 13%=+2 83%=1 4%=1
12 12%=+1 85%=+2 3%+3
13 11%=+2 87%=1 2%=+1

Tabla 20: Porcentaje de células con 1, 2 o mas sefiales en el utero control para la sonda
CEP7 (realizacion del punto de corte)

CEP7 1 seiial 2 seiales >2 seiiales
1 13%+2 85%+3 2%+1
2 15%=+1 83%+3 2%+2
3 20%+2 78%=*1 2%+1
4 12%=+1 85%=+2 3%=1
5 20%=1 76%=*1 4%+2
6 20%=*1 T7%=£3 3%+2
7 15%+2 81%=1 4%=1
8 15%=1 83%=+3 2%+2
9 15%=3 82%+2 3%=+1
10 23%+2 74%=+1 3%+1
11 21%=*1 T7%=+3 2%+2
12 21%=+1 76%+2 3%=1
13 18%=1 81%=*1 1%+2
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Tabla 21: Porcentaje de células con 1, 2 o mas sefiales en el utero control para la sonda
LSI 9p21 (realizacion del punto de corte)

LSI 9p21 1 sefial 2 sefiales >2 sefiales
1 17%=*1 82%+3 1%+2
2 17%+2 83%=1 0%+1
3 24%=1 74%=*1 2%+2
4 19%=+1 83%+2 0%+1
5 23%=*1 75%%1 2%+2
6 22%+2 75%%1 3%=+3
7 16%+2 84%=1 0%+1
8 20%=1 81%=+2 0%+2
9 17%=+1 81%=1 2%+2
10 26%+2 74%=*1 0%+1
11 24%=+2 75%=*1 1%+3
12 21%=*1 79%=*1 0%+2
13 18%=1 81%+2 1%=+1

Tabla 22: Porcentaje de células con 1, 2 0 mas sefiales en el utero control para la sonda
CEP17 (realizacion del punto de corte)

CEP 17 1 seifial 2 seiiales >2 sefiales
1 15%=+1 81%+2 4%+1
2 19%=1 79%=*1 2%=+2
3 21%=+1 78%=+2 1%+£3
4 16%=*1 83%=1 1%+2
5 21%=*1 78%=+2 1%+£3
6 17%=*1 81%+2 2%=+1
7 15%=*1 85%=1 0%+2
8 18%=+2 81%+3 1%+1
9 19%=+1 78%=*1 3%+2
10 23%=2 75%=*1 2%=1
11 20%=2 78%=+2 3%=1
12 21%+2 76%=*1 3%=1
13 16%+2 82%+3 2%=+1
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Se estudio el tejido adyacente a distintos tumores de cada grupo, incluyendo 6 LMU (LMU 10,
11, 13, 16, 18 y 30), 3 LMC (LMC 3, 10 y 15); 4 LME (LME 2, 7, 11y 13) y 6 LMS (LMS 2,

4,6,10, 11y 14).

En estas muestras, encontramos unos resultados interesantes. En los LMS, las alteraciones

genéticas halladas en los tumores, no se observaron el tejido proximo, a excepcion de un caso,

el caso 2, donde se observo una ganancia en las sefiales de CEP3, siendo disémica para el resto

de sondas, al igual que el tumor (tablas 23 a 26).

Tabla 23: Porcentaje de células observadas con 1, 2 0 mas sefiales en el tejido adyacente para la

sonda CEP 3 (realizacion del punto de corte)

CEP3 1 seifial 2 seiiales >2 sefales
1 LMU10 7% 83% 10%
2 LMU11 9% 80% 11%
3 LMU13 6% 85% 9%
4 LMUI16 9% 79% 12%
5 LMU18 9% 78% 13%
6 LMU30 6% 82% 12%
7 LMC3 4% 85% 11%
8 LMC10 6% 86% 8%
9 LMCI15 5% 82% 13%
10 LME2 4% 85% 11%
11 LME7 6% 84% 10%
12 LME11 5% 86% 9%
13 LME13 7% 87% 6%
14 LMS2 4% 64% 32%
15 LMS4 9% 77% 14%
16 LMS6 7% 71% 22%
17 LMS10 7% 78% 15%
18 LMSI11 5% 77% 18%
19 LMS14 7% 79% 14%
LMU: leiomioma usual, LMC: leiomioma celular, LME: leiomioma especial, LMS:
leiomiosarcoma
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Tabla 24: Porcentaje de células observadas con 1, 2 o mds sefiales en el tejido adyacente para la

sonda CEP 7 (realizacion del punto de corte)

CEP7 1 sefial 2 seiiales >2 sefales
1 LMU10 4% 85% 11%
2 LMU11 0% 90% 10%
3 LMU13 7% 85% 8%
4 LMUI16 3% 86% 11%
5 LMUI18 2% 88% 10%
6 LMU30 3% 85% 12%
7 LMC3 11% 86% 3%
8 LMC10 11% 89% 0%
9 LMCI15 12% 88% 0%
10 LME2 14% 85% 1%
11 LME7 12% 88% 0%
12 LME11 11% 87% 2%
13 LME13 13% 87% 0%
14 LMS2 9% 82% 9%
15 LMS4 15% 73% 12%
16 LMS6 7% 84% 9%
17 LMS10 5% 81% 14%
18 LMSI11 6% 83% 11%
19 LMS14 13% 79% 8%

LMU: leiomioma usual, LMC: leiomioma celular, LME: Ileiomioma especial, LMS:
leiomiosarcoma
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Tabla 25: Porcentaje de células observadas con 1, 2 0 mas senales en el tejido adyacente para

la sonda LSI 9p21 (realizacion del punto de corte)

LSI 9p21 1 seial 2 sefiales >2 sefiales
1 LMU10 14% 86% 0%
2 LMU11 15% 85% 0%
3 LMU13 11% 89% 0%
4 LMU16 13% 84% 0%
5 LMUI18 14% 83% 3%
6 LMU30 16% 82% 2%
7 LMC3 13% 87% 0%
8 LMC10 11% 89% 0%
9 LMC15 16% 84% 0%
10 LME2 14% 82% 4%
11 LME7 14% 86% 0%
12 LME11 14% 86% 0%
13 LME13 15% 85% 0%
14 LMS2 21% 79% 0%
15 LMS4 20% 80% 0%
16 LMS6 18% 82% 0%
17 LMS10 20% 80% 0%
18 LMSI11 18% 82% 0%
19 LMS14 16% 84% 0%

LMU: leiomioma usual, LMC: Ileiomioma celular, LME: leiomioma especial, LMS:
leiomiosarcoma
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Tabla 26: Porcentaje de células observadas con 1, 2 0 mas sefales en el tejido adyacente para
la sonda CEP 17 (realizacion del punto de corte)

CEP 17 1 seiial 2 seiiales >2 seifiales
1 LMU10 10% 90% 0%
2 LMU11 12% 82% 0%
3 LMU13 10% 85% 5%
4 LMUI16 11% 89% 0%
5 LMU18 14% 84% 2%
6 LMU30 15% 82% 3%
7 LMC3 13% 87% 0%
8 LMC10 11% 89% 0%
9 LMC15 9% 91% 0%
10 LME2 13% 85% 2%
11 LME7 15% 85% 0%
12 LME11 14% 86% 0%
13 LME13 10% 86% 4%
14 LMS2 15% 82% 3%
15 LMS4 14% 78% 8%
16 LMS6 11% 81% 3%
17 LMS10 12% 79% 9%
18 LMSI11 12% 82% 6%
19 LMS14 13% 84% 3%

LMU: leiomioma usual, LMC: leiomioma celular, LME: leiomioma especial, LMS:
leiomiosarcoma

En el tejido fetal, las células, mas poligonales y redondeadas sufrieron en menor medida el
efecto del corte, y se visualizaron las disomias facilmente. Este grupo se observaron en apenas
entre un 1-3% de celularidad con mas de 2 sefiales, siendo la celularidad mayoritariamente

disémica para todas las sondas (tablas 27 a 30).
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Tabla27: Porcentaje de células observadas con 1, 2 o més sefiales en el utero fetal para la sonda
CEP 3 (realizacion del punto de corte)

CEP3 1 seiial 2 seiiales >2 sefiales
1 4%+2 94%+3 2%+1
2 2%+1 95%=+1 3%+2
3 5%+1 92%+2 3%+1
4 5%=+1 94%+3 1%+£2
5 5%+2 92%+4 3%+2
6 4%+2 94%+3 2%+1
7 3%+1 94%+2 3%+1
8 2%+£2 96%+3 2%+1
9 4%=1 93%+2 3%=+1
10 2%+£2 96%=+1 2%%1
11 3%+2 95%+4 2%+2
12 3%+2 94%+3 3%=+1
13 5%=+2 92%+4 3%+2
14 3%=+1 94%+3 3%+2

Tabla 28: Porcentaje de células observadas con 1, 2 o mas sefiales en el utero fetal para la
sonda CEP 7 (realizacion del punto de corte)

CEP 7 1 seiial 2 seiales >2 seifales
1 6%=+1 92%+3 2%+2
2 7%=+1 92%=1 1%+2
3 5%=+2 93%+3 2%=1
4 7%=+1 91%+3 2%+2
5 5%+2 92%=+3 3%=1
6 4%+2 94%+4 2%+2
7 5%=*1 93%+3 2%+2
8 6%=+2 92%z=4 2%+2
9 5%=*1 93%+2 2%+1
10 7%+1 92%+2 1%=+1
11 5%+2 93%+3 2%z=1
12 8%=1 90%=+3 3%+2
13 6%=1 92%+3 2%+2
14 5%+2 93%:+4 2%=+2
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Tabla 29 Porcentaje de células observadas con 1, 2 o mas sefiales en el utero fetal para la
sonda LSI 9p21 (realizacion del punto de corte)

LSI 9p21 1 seiial 2 sefiales >2 sefales
1 11%=*1 86%+4 3%+3
2 9%+3 88%=1 3%+2
3 11%+2 88%+3 1%+1
4 11%+2 89%+2 0%
5 12%+2 87%=1 1%=+1
6 12%+2 88%+2 0%+1
7 14%=+2 84%+4 2%+2
8 15%+2 84%3 1%+1
9 12%+2 87%=1 1%=+1
10 10%=*1 88%=1 2%+2
11 13%=*1 85%+3 2%+2
12 12%+2 87%=1 1%=+1
13 8%=+2 91%+3 1%+1
14 9%+1 89%+2 2%=+1

Tabla 30: Porcentaje de células observadas con 1, 2 o mas sefiales en el utero fetal para la
sonda CEP 3 (realizacion del punto de corte)

CEP 17 1 seiial 2 seiales >2 sefiales
1 7%=+1 91%=+2 2%+1
2 6%=1 92%=+3 2%+£2
3 6%=1 91%=+2 3%=+1
4 7%=+1 90%=+4 3%=3
5 5%=1 93%=+2 2%+1
6 6%=3 92%=+2 2%%1
7 7%+2 90%=1 3%=+1
8 9%=+2 91%=1 0%=1
9 7%=*1 91%=+2 2%+1

10 6%=1 91%=1 3%+2
11 8%=*1 89%+3 3%+2
12 6%=1 93%=+2 1%+1
13 8%+2 90%=+4 2%+£2
14 3%+1 95%=+2 2%+1
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Ademas, realizamos un contaje en todos los controles internos con tejidos no uterinos en las
muestras. Observando tejido renal, hepatico y esplénico, que presentaban distinto grado de
entrecruzamiento o solapamiento celular, tamafios celulares variables y tipos celulares
diferentes. En estos tejidos, como se detalld en material y métodos se encontraron distinto
numero de sefiales, siendo en su mayoria disdmicas para todas las sondas y sin observar en
ningin caso de niicleos Uinicos aislados un numero de sefiales superior a 2. Unicamente en
entrecruzamientos nucleares (facilmente distinguibles en los controles) observamos entre 1 a
3% de estructuras con 3 sefiales.

También se tomaron como referencia en las muestras de todos los tejidos tumorales, celularidad
no tumoral, como las células endoteliales de los vasos sanguineos, mastocitos, o linfocitos.
Tampoco se observo un nimero de sefiales superior a 3, siendo celularidad disémica para todas

las sondas en nucleos perfectamente individualizados

No se observaron alteraciones numéricas de las sondas estudiadas en ninguno de los casos de
LM (usuales, celulares y con caracteristicas especiales), siendo todos estos tumores disdémicos
para todas las sondas.

Los LMU se visualizaron con facilidad viéndose los nticleos mds separados, sin gran efecto de
empaquetado. La dificultad en este grupo resulto ser las diferentes direcciones de las células, y
el efecto del corte. Los LMC, presentaron un empaquetamiento importante, con muchos nucleos
yuxtapuestos, lo que dificultd la cuantificacion. Sin embargo, en este grupo, la presencia de
nucléolos prominentes fue frecuente y facilité el estudio citogenético a la hora de evaluar los
limites nucleares y la direccion del corte. Los LME, presentaron morfologias celulares dispares,
sin dificultar en exceso el contaje, teniéndose en cuenta las aisladas figuras de mitosis en los
LM mitéticamente activos (figura 74).

Resumimos las medias obtenidas en el contaje de las sefales de las 4 sondas estudiadas en los

grupos de LMU (tablas 31 a 34), LMC (tablas 35 a 38) y LME (tablas 39 a 42).
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Tabla 31: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas usuales: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del CEP 3.

LMU 1 seiial 2 seiales >3 sefales
1 15% 80% 5%
2 7% 78% 15%
3 13% 71% 16%
4 11% 79% 10%
5 15% 71% 14%
6 12% 74% 14%
7 9% 86% 5%
8 14% 71% 15%
9 12% 78% 10%
10 10% 78% 12%
11 17% 74% 9%
12 7% 83% 10%
13 12% 78% 10%
14 15% 70% 15%
15 8% 75% 17%
16 16% 74% 10%
17 10% 78% 12%
18 16% 72% 12%
19 12% 73% 15%
20 14% 79% 7%
21 15% 72% 13%
22 14% 74% 12%
23 16% 70% 14%
24 7% 79% 14%
25 11% 84% 5%
26 16% 72% 12%
27 14% 71% 15%
28 15% 73% 12%
29 9% 86% 5%
30 10% 76% 14%
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Tabla 32: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas usuales: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del CEP 7.

LMU 1 seiial 2 sefiales >3 sefales
1 4% 94% 2%
2 6% 88% 6%
3 2% 94% 4%
4 7% 91% 2%
5 15% 77% 8%
6 8% 82% 10%
7 15% 79% 6%
8 10% 85% 5%
9 5% 93% 2%
10 14% 81% 5%
11 4% 87% 9%
12 5% 88% 7%
13 10% 80% 10%
14 12% 81% 7%
15 7% 81% 12%
16 5% 87% 8%
17 6% 82% 12%
18 13% 82% 5%
19 9% 89% 2%
20 6% 92% 2%
21 8% 81% 11%
22 13% 83% 4%
23 5% 80% 15%
24 5% 83% 12%
25 8% 85% 7%
26 7% 88% 5%
27 18% 71% 11%
28 11% 76% 13%
29 19% 73% 8%
30 3% 82% 15%
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Tabla 33: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas usuales: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del LSI 9p21.

LMU 1 seiial 2 sefiales >3 sefales
1 18% 80% 2%
2 12% 82% 6%
3 15% 83% 2%
4 14% 85% 1%
5 14% 84% 2%
6 17% 81% 2%
7 13% 86% 1%
8 13% 87% 0%
9 14% 86% 0%
10 16% 84% 0%
11 16% 88% 2%
12 18% 82% 0%
13 14% 86% 0%
14 12% 88% 0%
15 16% 84% 0%
16 18% 80% 2%
17 15% 85% 0%
18 15% 85% 0%
19 14% 86% 0%
20 15% 85% 0%
21 14% 86% 0%
22 16% 84% 0%
23 19% 79% 2%
24 15% 82% 3%
25 14% 86% 0%
26 19% 81% 0%
27 16% 82% 2%
28 14% 86% 0%
29 17% 83% 0%
30 19% 78% 3%
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Tabla 34: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas usuales: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del CEP 17.

LMU 1 seiial 2 sefiales >3 sefales
1 14% 84% 2%
2 2% 83% 15%
3 13% 87% 0%
4 14% 76% 10%
5 18% 80% 2%
6 14% 74% 12%
7 11% 81% 8%
8 9% 85% 6%
9 14% 71% 15%
10 11% 89% 0%
11 14% 84% 2%
12 16% 71% 13%
13 10% 87% 3%
14 7% 93% 0%
15 11% 89% 0%
16 13% 85% 2%
17 12% 86% 2%
18 14% 81% 5%
19 11% 85% 4%
20 9% 81% 10%
21 13% 85% 2%
22 12% 88% 0%
23 17% 78% 5%
24 15% 85% 0%
25 13% 82% 5%
26 17% 71% 12%
27 17% 78% 5%
28 15% 80% 5%
29 19% 79% 2%
30 15% 73% 12%
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Tabla 35: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas celulares: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del CEP 3.

LMC 1 seiial 2 sefiales >2 sefales
1 5% 83% 12%
2 4% 82% 14%
3 5% 83% 12%
4 8% 75% 17%
5 5% 80% 15%
6 5% 80% 15%
7 7% 79% 14%
8 5% 82% 13%
9 5% 82% 13%
10 8% 80% 12%
11 6% 81% 13%
12 5% 82% 13%
13 7% 79% 14%
14 6% 81% 15%
15 5% 83% 12%
16 7% 80% 13%
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Tabla 36: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas celulares: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del CEP 7.

LMC 1 seiial 2 sefiales >2 sefales
1 12% 84% 4%
2 7% 91% 2%
3 10% 90% 0%
4 10% 90% 0%
5 12% 85% 3%
6 10% 90% 0%
7 14% 84% 2%
8 11% 84% 5%
9 10% 90% 0%
10 12% 86% 2%
11 12% 84% 4%
12 9% 89% 2%
13 11% 89% 0%
14 10% 85% 5%
15 8% 92% 0%
16 13% 84% 3%
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Tabla 37: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas celulares: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del LSI 9p21.

LMC 1 seiial 2 sefiales >2 sefales
1 15% 85% 0%
2 12% 87% 0%
3 16% 84% 0%
4 14% 86% 0%
5 13% 87% 0%
6 14% 86% 0%
7 17% 83% 0%
8 15% 85% 0%
9 16% 84% 0%
10 15% 85% 0%
11 12% 88% 0%
12 14% 86% 0%
13 18% 82% 0%
14 14% 86% 0%
15 19% 81% 0%
16 17% 83% 0%
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Tabla 38: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas celulares: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del CEP 17.

LMC 1 seiial 2 sefiales >2 sefales
1 10% 90% 0%
2 7% 93% 0%
3 9% 91% 0%
4 12% 83% 5%
5 11% 87% 2%
6 12% 88% 0%
7 10% 90% 0%
8 13% 84% 3%
9 16% 84% 0%
10 14% 86% 0%
11 19% 81% 0%
12 18% 82% 0%
13 16% 84% 0%
14 13% 87% 0%
15 12% 88% 0%
16 15% 85% 0%
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Tabla 39: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas especiales: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del CEP 3.

LME 1 seiial 2 sefiales >2 senales
1 8% 87% 5%
2 11% 85% 4%
3 13% 79% 8%
4 10% 88% 2%
5 11% 83% 6%
6 12% 88% 0%
7 14% 81% 5%
8 15% 83% 2%
9 12% 88% 0%
10 12% 81% 7%
11 10% 90% 0%
12 13% 85% 2%
13 14% 86% 0%
14 12% 88% 0%
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Tabla 40: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas especiales: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del CEP 7.

LME 1 seial 2 sefiales >2 sefales
1 11% 89% 0%
2 8% 87% 5%
3 10% 85% 5%
4 12% 88% 0%
5 9% 86% 5%
6 10% 89% 1%
7 7% 90% 3%
8 12% 88% 0%
9 14% 86% 0%
10 13% 84% 3%
11 15% 85% 0%
12 14% 86% 0%
13 11% 89% 0%
14 13% 87% 0%
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Tabla 41: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas especiales: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del LSI 9p21.

LME 1 seiial 2 sefiales >2 senales
1 17% 83% 0%
2 15% 85% 0%
3 13% 87% 0%
4 15% 85% 0%
5 16% 84% 0%
6 14% 86% 0%
7 14% 86% 0%
8 17% 83% 0%
9 19% 81% 0%
10 16% 84% 0%
11 17% 83% 0%
12 19% 81% 0%
13 16% 84% 0%
14 19% 81% 0%
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Tabla 42: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiomas especiales: media de los

porcentajes de células con nimero de sefiales visualizadas del CEP 17.

LME 1 seial 2 sefiales >2 sefales
1 14% 86% 0%
2 11% 87% 2%
3 11% 89% 0%
4 10% 90% 0%
5 12% 88% 0%
6 14% 86% 0%
7 11% 89% 0%
8 13% 87% 0%
9 12% 86% 2%
10 15% 83% 2%
11 14% 82% 4%
12 16% 84% 0%
13 13% 87% 0%
14 13% 87% 0%
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Figura 74: Imagenes de los hallazgos con FISH de leiomiomas
LMU: leiomioma usual, LMC: leiomioma celular, LME: leiomioma especial.
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Obtuvimos numerosas alteraciones numéricas del las sondas estudiadas en el grupo de los LMS
(tabla 43) utilizando los puntos de corte mencionados en el material y métodos (tabla 14 pagina
98).

Quince de los 16 casos presentaron cambios numéricos de las sefiales fluorescentes.

(93,8%).

La alteracion mas frecuente fue una ganancia de las sefiales del cromosoma 3, observandose en
14 de 16 casos (87,5% de los casos), hubo dos casos disomicos (12,5%) y ninglin caso con
pérdidas (tabla 44).

En segundo lugar, se observo una ganancia del cromosoma 17 en 10 de los 16 casos (62,5% de
los casos). Este cromosoma fue disomico en 6 casos (37,5%), y no se observaron pérdidas en
ningun caso (tabla 47).

En tercer lugar se observd una ganancia del cromosoma 7 en 6 de 16 casos (37,5% de los casos),
siendo disomico en 10 casos (62,5% de los casos), sin objetivarse pérdidas (tabla 45).

En ultimo lugar se observaron ganancias del locus especifico 9p21 en 6 de 16 casos (37,5% de
los casos), siendo disémico en 9 casos (56,3% de los casos), y mostrando pérdidas en un inico
caso (6,3%) (tabla 46).

En 3 de los 16 casos (18,75% de los casos) se observaron ganancias de todas las sefiales
estudiadas, y en 10 casos se observaron 2 o mas alteraciones (62,5% de los casos)

Unicamente un caso de LMS (caso N°13) present6 pérdidas en las sefiales del locus especifico
9p21, con un 30% de la celularidad visualizada con una tUnica sefial. En las sefiales de los
cromosomas 3, 7'y 17 no se observaron pérdidas en ningiin caso, como muestra la figura 75.
Mostramos distintas imagenes de los patrones de las alteraciones encontradas en el grupo de los

LMS la figura 76.
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Tabla 43: Resumen de los resultados citogenéticos en el grupo de leiomiosarcomas: media de

los porcentajes de células con ganancias de cada una de las sefales estudiadas.

E_ CEP 7 LOCUS 9p21 CEP17
1 22,5 % 15 % 10 % 5 %
2 37,50 % 7,50 % 10 % 5 %
3 45 % 37,50 % 32,50 % 40 %
4 43,30 % 36,70 % 23,30 % 30 %
5 60 % 60 % 5 % 75 %
6 30 % 12,50 % 30 % 20 %
7 62,50 % 57,50 % 50 % 50 %
8 30 % 17,50 % 20 % 17,50 %
9 70 % 45 % 35 % 55 %
10 37,50 % 37,50 % 67,50 % 20 %
1 51,60 % 20 % 6,7 %
12 47,50 % 20 % 5 %
13 30 % 7,50 % 7,50 % 5 %
14 50 % 7,50 % 7,50 % 52,50 %
15 17,50 % 12,50 % 5% 40 %
16 35 % 15 % 30 % _
100%-
90%-
80%-
70%
60%1 O PERDIDAS
Zg:: O DIPLODE
20%4 B GANANCIAS
20%
10%1
0%-
CEP3  CEP7 CEP17 9p21

Figura 75: Diagrama de barras de los resultados de FISH por sondas estudiadas
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Tabla 44: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiosarcomas: media de los porcentajes

de células con nimero de sefnales visualizadas del CEP 3.

LMS 1 sefial 2 sefales 3 seiales >3sefales Resultado
1 2,5% 78 % 10 % 9,5 % Disémico
2 25% 50 % 30 % 17,5 % Ganancia
3 0% 55 % 7,5 % 37,5 % Ganancia
4 0% 56,4 % 17,5 % 23,3 % Ganancia
5 0% 40 % 30 % 30 % Ganancia
6 10 % 52% 28 % 10 % Ganancia
7 5% 35% 20 % 42,5 % Ganancia
8 10 % 55 % 25% 10 % Ganancia
9 0% 30 % 12,5 % 57,5 % Ganancia
10 12,5 % 50 % 30 % 7,5 % Ganancia
11 10 % 38,3 % 11,7 % 40 % Ganancia
12 5% 47,5 % 20 % 27,5% Ganancia
13 7,5 % 62,5% 10 % 20 % Ganancia
14 10 % 40 % 25% 25% Ganancia
15 15 % 67,5 % 15 % 2,5% Disémico
16 5% 60 % 25% 10 % Ganancia
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Tabla 45: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiosarcomas: media de los porcentajes

de células con nimero de sefnales visualizadas del CEP 7.

LMS 1 seiial 2 sefiales 3 seiales >3sefales Resultado
1 7,5 % 77,5 % 10 % 5% Disémico
2 5% 87,5 % 7,5 % 0% Disomico
3 0% 62,5 % 10% 27,5% Ganancia
4 0% 63,3 % 10% 26,7 % Ganancia
5 0% 40 % 30 % 30 % Ganancia
6 15 % 72,5 % 12,5 % 0% Dis6mico
7 0% 42,5 % 37,5 % 20% Ganancia
8 12,5 % 70 % 15% 2,5% Disoémico
9 0% 55 % 12,5 % 32,5% Ganancia
10 5% 57,5 % 25 % 12,5 % Ganancia
11 10 % 70 % 17,5 % 2,5% Disomico
12 0% 80 % 10 % 10 % Disémico
13 15 % 77,5 % 7,5 % 0% Disémico
14 15 % 77,5 % 5% 2,5% Disémico
15 15 % 72,5 % 10 % 2,5% Disémico
16 5% 80 % 10 % 5% Disémico
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Tabla 46: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiosarcomas: media de los porcentajes

de células con nimero de sefiales visualizadas de LSI 9p21.

LMS 1 sefal 2 sefiales 3 sefiales >3sefales Resultado
1 12,5% 77,5 % 7,5 % 2,5% Disomico
2 15% 75 % 10 % 0% Disomico
3 0% 67,5 % 5% 27,5 % Ganancia
4 13,3% 63,4 % 10 % 13,3 % Disomico
5 12,5% 82,5 % 2,5% 2,5% Disomico
6 7,5 % 62,5 % 25 % 5% Ganancia
7 12,5 % 37,5 % 27,5 % 225 % Ganancia
8 10 % 70 % 17,5 % 2,5 % Dis6mico
9 7,5 % 57,5 % 12,5 % 22,5 % Ganancia
10 5% 27,5 % 27,5 % 40 % Ganancia
11 10 % 83,3 % 6,7 % 0% Disomico
12 10 % 85 % 0% 5% Disomico
13 30 % 62,5% 5% 2,5% Pérdida
14 15% 77,5 % 5% 2,5% Disomico
15 15% 80 % 5% 0% Disémico
16 5% 65 % 20 % 10 % Ganancia
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Tabla 47: Resultados citogenéticos en el grupo de leiomiosarcomas: media de los porcentajes

de células con nimero de sefnales visualizadas de CEP 17.

LMS 1 seiial 2 seiales 3 seiiales >3seiales Resultado
1 17,5 % 77,5 % 5% 0% Dis6mico
2 15 % 80 % 5% 0% Disémico
3 0% 60 % 5% 35% Ganancia
4 15,3 % 54,7 % 13,3 % 16,7 % Ganancia
5 0% 25 % 27,5 % 47,5 % Ganancia
6 12,5 % 67,5 % 20 % 0 % Disomico
7 7,5 % 42,5 % 20 % 30 % Ganancia
8 10 % 72,5% 15 % 2,5% Disomico
9 0% 45 % 10 % 45 % Ganancia
10 10 % 70 % 20 % 0% Disémico
11 10,7 % 59,3 % 16,7 % 13,3 % Ganancia
12 0% 52,5 % 30 % 17,5 % Ganancia
13 12,5 % 82,5 % 5% 0% Dis6mico
14 0% 47,5 % 27,5 % 25 % Ganancia
15 15 % 45 % 32,5% 7,5 % Ganancia
16 10 % 60 % 20 % 10 % Ganancia
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GA-NA'NCI%S CR3Y CR17 * : o> GANANCIAS CR3

-

GANANCIAS CR3 Y CR7 GANANCIAS CR17

GANANCIAS 9p21 ' PERDIDAS 9p21

Figura 76: Imagenes de los hallazgos con FISH en leiomiosarcomas
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En el andlisis estadistico, observamos una correlacion estadisticamente significativa entre los
hallazgos en cada una de las sondas y el diagnostico anatomopatoldgico (tabla 48), tanto en el
estudio incluyendo todos los grupos tumorales (p<0,001) con la v de Cramer, como en los
estudios 2 a 2 entre los distintos grupos (utilizando el test exacto de Fisher para CEP 3, CEP 7y
CEP 17, y la v de Cramer para LSI 9p21).

Tabla 48: Resumen de los p valores

CEP 3 CEP 7 CEP 17 LSI 9p21
LMS vs LMU p<0,001 p=0,001 p<0,001 p<0,001
LMS vs LMC p<0,001 p=0,018 p<0,001 p=0,011
LMS vs LME p<0,001 p=0,019 p<0,001 p=0,018

LMS: leiomiosarcomas; LMU: leiomiomas usuales; LMC: leiomiomas celulares; LME:
leiomiomas especiales.
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4.3.2 RESULTADOS DE LOS SNPs

Para los estudios de SNPs fueron seleccionados segun los criterios de calidad (reflejados en

material y métodos) 10 casos, 6 LMS, y 4 LMA.

Se cuantificé el ADN con la prueba con Picogreen®, obteniéndose en todos los casos una
cantidad optima de ADN para realizar el estudio. También se procedid a confirmar la calidad
del ADN mediante la realizacion de la qPCR. El resultado obtenido fue que todos los casos a
excepcion de 3, eran Optimos para continuar con el proceso. Los casos, los cuales presentaron
una calidad baja fueron 2 LMS (n°10 y n°15) y un LMA (n°7). Se volvid a repetir todo el
procedimiento anterior para estos tres casos, para confirmar su escasa calidad, y por tanto que
debian ser eliminados del estudio. Con los 7 casos restantes (4 LMS y 3 LMA) se procedi6 a
realizar el estudio, obteniendo como resultados que todos presentaron una cantidad variable de
alteraciones. Presentamos a continuacion los resimenes de los 7 casos estudiados, mostrando

con mas detalle los resultados de los SNPs.

Los tres LMA fueron disomicos en el estudio FISH (cromosomas 3, 7, 17 y locus especifico
9p21) y presentaron en los SNP diferentes alteraciones que predominaron en el cromosoma 1
(pérdidas y ganancias) sin presentar relaciéon con ningtn dato clinico, IHQ o con los resultados

del FISH (tabla 49).

LMA: caso n’l

Este caso pertenecia a una mujer de 25 afios, nuligesta, con clinica de sangrado y una lesion de
8cm de diametro maximo. El estudio IHQ mostro la falta de expresion de p16 y RREE siendo
positiva frente a RRPP. El estudio FISH no mostr6 alteraciones numéricas de las sondas
estudiadas (CEP3, CEP 7, CEP 17, LSI 9p21). En el estudio con SNP se encontraron 5
alteraciones segmentarias (s) localizadas todas ellas en el cromosoma 1, 1p-(ter-36.11), +1p
(36.11-31.1) (31.1-22.3), +1q (21.1-32.2), siendo estas dos ultimas intersticiales, 1q-(32.2-ter),
asi como una aberracion cromosdmica focal segmentaria en el cromosoma (FSCA) 3, FSCA

+3g29 (anexos 6 a 8)

LMA: caso n2
En este caso de LMA en una mujer de 45 afios, con 3 gestaciones previas, no menopausica, con
clinica de sangrado, se estudi6é un tumor de 3 cm. La lesion, negativa inmunohistoquimicamente

frente a pl6 y RREE, si que presentd positividad frente a RRPP. El estudio FISH no mostro
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alteraciones numéricas de las sondas estudiadas. En los resultados de los SNP se pusieron en
evidencia 12 deleciones segmentarias incluyéndose 1p-(ter-36.12) (35.3-34.2) (31-11.2) que
eran alteraciones intersticiales, y 2q-(11.2-12.2) (14.2-23.3) (24.1-24.3) (32.2-ter), una FSCA
2p-(p12) y una copia neutral con pérdida de heterocigosidad en (CNLOH) 2q (31.1-31.2)

(anexos 9 a 11)

LMA: caso n°3

Este caso con diagnostico de LMA, en una mujer de 52 afios, con 5 gestaciones, se manifesto
con una clinica de sangrado vaginal anormal en una mujer menopausica. El tamafio tumoral fue
de 5cm, y en el estudio inmunohistoquimico, la lesion fue negativa frente a pl6 y RREE y
positiva frente a RRPP. El estudio FISH no presento alteraciones numéricas de los cromosomas
3,7 y 17 ni del locus especifico 9p21.

En el estudio con SNP, se hallaron unicamente 2 deleciones segmentarias del alelo A en el
brazo largo del cromosoma 1; 1g-(31.2-ter) y el brazo corto y parte del brazo largo del

cromosoma 6; 6pg-(ter-q14.1) (anexos 12 a 14)

Tabla 49: Resumen de los resultados de los leiomiomas atipicos

LMA 1 LMA 2 LMA 3
Clinica 25afios, sangrado 45afios, sangrado S51afios, sangrado
Tamaiio 8 cm 3 cm 5cm
IHQ  pl6-/ RREE-/ RRPP+ p16-/ RREE-/ RRPP+ pl6-/RREE
RRPP+
FISH Disémico Disémico Disémico
a0s5: a0s12: a0s2:
1p- (ter-36.11), 1p-(ter-36.12) (35.3-34.2) (31-11.2), 1g-(31.2-ter),
+1p (36.11-31.1) 2q-(11.2-12.2) (14.2-23.3) (24.1- 6pq-(ter-q14.1)
SNP (31.1-22.3), 24.3) (32.2-ter),
+1q (21.1-32.2), FSCA 2p-(p12)
1g- (32.2-ter) CNLOH 2q(31.1-31.2).
FSCA +3q29

LMA: leiomioma atipico; IHQ: inmunohistoquimica; RREE: receptores de estrogenos; RRPP:
receptores de progesterona, FISH: hibridacion in situ fluorescente, SNP: polimorfismo de
nucledtido simple; a: amplificacidn, s: alteracion segmentaria, FSCA: aberraciéon cromosomica
focal segmentaria. CNLOH: niimero de copias neutro con pérdida de heterocigosidad.
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Los 4 LMS presentaron alteraciones diversas en el estudio con SNP, mayoritariamente pérdidas
segmentarias, viéndose una tendencia a correlacionarse el numero de alteraciones segmentarias
con el tamafio tumoral (tabla 50). También encontramos correlaciones entre los resultados SNP
y el FISH como en el caso n° 11 que presentd tanto una pérdida de 9p21 con los estudios de
SNP, una pérdida en el nimero de sefiales de 9p21 con FISH, y una ausencia de expresion
proteica de pl6. Sin embargo, no se observaron relacion entre las alteraciones genéticas y la

clinica.

LMS-BG: caso n°4

En este LMS de BG de una mujer de 47 afios, con 4 gestaciones previas, no menopausica con
sintomatologia de prolapso, se estudio una lesion de 0,5 cm, con un perfil inmunohistoquimico
que mostraba positividad frente a p16, y receptores hormonales. En nuestro estudio con FISH
observamos ganancias numéricas en los cromosomas 3, 7 y 17, si observarse alteraciones en
9p21. Los resultados de los SNP mostraron una unica alteracion CNLOH 17p(12-11.2), sin

observarse alteraciones segmentarias ni amplificaciones (anexos 15y 16)

LMS-BG: caso n°8

Este caso pertenecia a una mujer de 43 afios, con 3 gestaciones previas, no menopausica, que
debutd con clinica de dolor, con una lesiéon de 1,8 cm. En el estudio inmunohistoquimico, las
células tumorales expresaron pl6 y receptores hormonales. En el estudio FISH se observaron
unicamente ganancias del cromosoma 3, siendo diploide en el resto de sondas. Los resultados de
los SNP mostraron 2 alteraciones segmentarias incluyendo 3q-(24-25.2), y 4 CNLOH 1p(33-
32.3), 6p(22.2-22.1), 11p(15.4-15.3), 13q(32.2-33.1) (anexos 17 a 22)

LMS-BG: caso n°11

Este caso de una mujer de 81 afios, con 4 gestaciones previas, menopausica desde los 52 afios,
acudi6 a nuestro centro con clinica de dolor. La lesion tenia un tamafio maximo de 10 cm, y en
el estudio IHQ no expreso6 pl6, siendo positivo frete a receptores hormonales. En el estudio con
FISH, se encontraron ganancias en los cromosomas 3 y 17, y pérdida de 9p21. Los resultados de
los SNP mostraron dos alteraciones segmentarias, ambas pérdidas, una en el cromosoma 5, 5p-
(ter-13.3), y otra en el cromosoma 9, que incluia la region de 9p21, 9p-(ter-13.1) (anexos 23 a

25)

LMS-BG: caso n°13

Este caso correspondiente a una mujer de 79 afos, con historia de una gestacion previa, y
menopausica desde los 48 afios, presentd clinica de dolor con sangrado asociado, y una

tumoracion de 20 cm. El estudio inmunohistoquimico mostré negatividad de expresion frente a
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pl6, siendo las células tumorales positivas frente a receptores hormonales (estrogenos y
progesterona). En el estudio FISH se observd unicamente una ganancia numérica en el
cromosoma 3, siendo diploide en el resto de sondas. Los resultados de los SNP pusieron en
evidencia 15 deleciones segmentarias, todas ellas pérdidas, incluyendo 1p-, 2q-(24.1-ter), 3p-
(12.3-11.1), 3g-(21.1-26.32), 5g-(14.3(x2)) siendo estas tres ultimas intersticiales, 6p-, 8p-(ter-
11.21), 10q-(22.3-24.32), 14q- (23.3-24.3), 22g-(11.21-ter) y una amplificaciéon en el brazo

corto del cromosoma 3, a(3p21.31) (anexos 26 a 35).

Tabla 50: Resumen de los resultados de los leiomiosarcomas

LMS 4 LMS 8 LMS 11 LMS 13

79aios, dolor y

Clinica 47afos, prolapso 43afios, dolor 8lafios, dolor
sangrado
Tamaiio 0,5cm 1,8 cm 10 cm 20 cm
pl6+/ RREE+/ pl16+/ RREE+/ p16-/ RREE+/ pl6-/ RREE+/
HQ RRPP+ RRPP+ RRPP+ RRPP+
Ganancia de los Ganancia de los Ganancia del
FISH Ganancia del cr.3
cr3,7,17 cr.3y 17, cr.3
pérdida de 9p21
a0s0: a0s2: a0s2: alsl5:
CNLOH 17p(12-  3qg-(24-25.2), S5p-(ter-13.3), a(3p21.31).
11.2), CNLOH 9p-(ter-13.1) 1p-,
1p(33-32.3), 2q-(24.1-ter),
6p(22.2-22.1), 3p-(12.3-11.1),
11p(15.4-15.3), 39-(21.1-26.32),
SNP 13q(32.2-33.1). 5q-(14.3(x2)),
6p-,
8p-(ter-11.21),
10g-(22.3-
24.32),

14g- (23.3-24.3),
22q-(11.21-ter)

LMS: leiomiosarcoma; ITHQ: inmunohistoquimica; RREE: receptores de estrégenos; RRPP:
receptores de progesterona; FISH: hibridacion in situ fluorescente, cr: cromosoma; SNP:
polimorfismo de nucledtido simple; a: amplificacion, s: alteracion segmentaria, CNLOH:
numero de copias neutro con pérdida de heterocigosidad, FSCA: aberracion cromosémica focal

segmentaria.
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4.4 RELACION ENTRE HALLAZGOS CLINICOS Y CITOGENETICOS

Este estudio lo realizamos unicamente en el grupo de los LMS, ya que fue el unico grupo que

presento alteraciones citogenéticas.

No encontramos ninguna relacion significativa con la v de Cramer entre el tamaifio tumoral y
las distintas alteraciones citogenéticas detectadas con FISH en el grupo de los LMS. (CEP3

p=0,319, CEP7 p=0,319, 9p21 p=0,501, CEP 17 p=0,319).

Tampoco encontramos relacion estadistica entre el niimero de mitosis mayor o menor de 15
mitosis en 10 CGA y las alteraciones citogenéticas, realizado con el test exacto de Fisher para
CEP3, CEP7 y CEP17, y con la v de Cramer para LSI9p21 (CEP3 p=0,475, CEP7 p=1, 9p21
p=0,106, CEP 17 p=0,633).

También analizamos la relacion entre la aparicion de metastasis (en cualquier momento de la
enfermedad) y los hallazgos citogenéticos, sin resultados significativos, realizado con el test
exacto de Fisher para CEP3, CEP7 y CEP17, y con la v de Cramer para LSI9p21 (CEP3 p~0,
487, CEP7 p~0,293, 9p21 p=0,501, CEP 17 p=0,293).

Para completar nuestro trabajo, realizamos con el grupo de los LMS un estudio estadistico para
ver si las alteraciones citogenéticas tenian relacidon con los éxitus. Ninguna de estas relaciones
fue estadisticamente significativa.

En los 16 casos de LMS los 2 casos disémicas para el cromosoma 3 habian fallecido; sin
embargo de los 14 casos con ganancias de sefales de este cromosoma 6 estaban vivos, y 8
habian fallecido (p=0,242).

De los 10 casos disomicas para el cromosoma 7, 2 estaban vivos, y 8 murieron. Y en los 6
casos con ganancias de sefales de este cromosoma, 4 viven, y 2 han fallecido (p=~0,062). Ese
resultado se aproximaba mas a la significacion, pero al contar con pocos casos, no es valorable.
Tampoco fueron estadisticamente significativos los resultados con el cromosoma 17,
mostrando de los 6 casos con sefiales disomicas, 3 fallecidos y 3 vivos; y de los 10 casos con
ganancias, 7 fallecidos y 3 casos vivos (p=0,424).

Lo mismo ocurrié con el locus 9p21, de los 9 casos con sefiales disdmicas habian 4 vivos y 5
fallecidos; el inico caso con pérdidas de esta sefial se encontraba fallecido, y de los 6 casos con
ganancias, 2 casos estaban vivos y 4 fallecidos (p=0,660).

La escasez en el nimero de casos de LMS y la frecuente presencia de alteraciones citogenéticas
en nuestra serie no nos permite realizar un estudio estadistico valorable, aunque seria interesante

reevaluar estos parametros en grupos mas amplios.
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4.5 RELACION ENTRE HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS Y
CITOGENETICOS

Nos propusimos encontrar la relacion entre las alteraciones citogenéticas en el grupo de los

LMS y la expresion [HQ.

RELACION ENTRE CROMOSOMA 3 Y BCATENINA

En el cromosoma 3 encontramos el gen de la fcatenina. Estudiamos la relacién entre la
expresion de esta proteina en nuestros LMS y la comparamos con las alteraciones numéricas de
las sefales del cromosoma 3 encontradas en el FISH (figura 77). La ganancia del cromosoma 3
fue la norma, asi como la expresion de esta proteina. De los 16 LMS, todos los casos con una
expresion de Bcatenina por encima del 11% de la celularidad tumoral, 4 con rango de expresion
de entre el 11-30% y 6 con un rango de expresion de entre el 31-75%, presentaron ganancias de
las sefiales del cromosoma 3 en el estudio FISH. Por otro lado de los 6 casos restantes, con
expresion en menos del 10% de su celularidad de Pcatenina, encontramos 2 casos (33,3%)

diploides y 4 casos (66,7%) con ganancia del cromosoma 3.

bcatenina-cr.3

100% p=0,149
80%
60%
40%
20%

0%

DIPLOIDE GANANCIA

00-10% 0O011-30% W 31-75%

Figura 77: Diagrama de barras con relacion de la expresion de fPcatenina y ploidia del

cromosoma 3 en el estudio FISH

-RELACION ENTRE CROMOSOMA 17 Y p53

El gen de p53 se encuentra en el cromosoma 17. Estudiamos la relacion entre el rango de

expresion de la proteina y las alteraciones numéricas observadas en el FISH (figura 78). De los
16 casos destaquemos 2 casos que presentaron un rango de expresion de pS53 por encima del
75%, ambos con ganancias de las sefiales del cromosoma 17 en el FISH. Por otro lado hubo 7
casos con un rango de expresion de p53 entre 0-10% de los cuales 3 (42,9%) eran disémicos y 4
(57,1%) presentaron ganancia de las sefnales del cromosoma 17. En un rango de expresion entre

el 11-30% encontramos 3 casos, siendo 2 disémicos (66,7%) y el otro (33,3%) presentd
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ganancias del las sefiales del cromosoma 17. 4 casos tuvieron un rango de expresion de p53
entre el 31-75%, uno de ellos (25%) resulté disomico y los otros 3 (75%) presentaron ganancias

en el FISH. Ninguno de nuestros casos presentd pérdidas numéricas del cromosoma 17.

p53-cr.17

100%
80%
60%
40%
20%

0%

p~0.450

DIPLOIDE GANANCIA

00-10% O011-30% W31-75% W 76-100%

Figura 78: Diagrama de barras con relacion de la expresion de p53 y ploidia del cromosoma 17

en el estudio FISH

-RELACION ENTRE CROMOSOMA 17 Y C-ERB-B2

El gen erb2 se encuentra en el cromosoma 17. Realizamos un estudio estadistico entre los
hallazgos citogenéticos del nimero de sefiales del cromosoma 17 y la expresion IHQ de c-erb
B2 en el grupo de los LMS (figura 79).

De los 16 casos de nuestra serie, destaquemos 3 casos que fueron positivos frente a c-erb-B2
con 31-75% de las células positivas, presentando todos ellos ganancias todos ellos del
cromosoma 17. 10 casos presentaron una expresion de c-erb-B2 nula o menor del 11%, siendo 5
casos (50%) disémicos y 5 casos (50%) con ganancias de las sefiales del cromosoma 17. 3 casos
presentaron un rango de expresion de entre el 11-30%, siendo 1 disomico (33,3%) y 2 (66,7%)
con ganancias en el FISH. Ningun caso de nuestro estudio presentod pérdidas de las sefiales del

cromosoma 17.

cerb-B2-cr.17

100%
p=0,288

50%

0% -
DISOMICO GANANCIA

0o0-10% O011-30% W31-75%

Figura 79: Diagrama de barras con relacion de la expresion de c-erb-B2 y ploidia del

cromosoma 17 en el estudio FISH
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-RELACION ENTRE EL LOCUS ESPECIFICO 9p21 Y p16

En nuestra serie de 16 casos de LMS observamos una relacion estadistica entre las alteraciones
citogenéticas de 9p21 y su expresion proteica por la p16 (figura 80). De 7 casos con un rango de
expresion de pl6 superior al 75% de las células (43,8% de los casos), observamos ganancias a
nivel citogenético por FISH en 6 casos (85,7%), mientras que un caso resultd disémico (14,3%).
En un rango de expresion entre el 11-30% y el 31-75% de las células encontramos 6 casos, 3 en
cada rango, resultando todos ellos disdmico en el estudio citogenético. Finalmente en el rango
de expresion de p16 menor o igual al 10% de la celularidad tumoral, se observo un tnico caso
con pérdidas en el FISH (33,3% de estos casos) que ademas asociaba pérdida de 9p21 en los
estudios de SNP y 2 casos disdbmicos (66,7% de los casos en este rango). Todos estos resultados

presentaron una relacion estadisticamente significativa (p=~0,012).

p16-9p21

100%
80%
60%
40%
20%

0%

p=0,012

DIPLOIDE PERDIDA GANANCIA

00-10% O011-30% W31-75% W76-100%

Figura 80: Diagrama de barras con relacion de la expresion de p16 y ploidia del LSI 9p21 en el
estudio FISH
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4.6 ASOCIACION DEL INTERVALO LIBRE DE ENFERMEDAD Y LOS
PARAMETROS CLINICOS Y ANATOMOPATOLOGICOS

El tiempo de seguimiento medio en los grupos de LM en su conjunto fue de 71,2 meses., con
una mediana de 59,5.meses, desviacion estandar de 38,1, con un minimo de 39 meses y un

maximo de 202 meses. En la tabla 51 resumimos los datos descriptivos por grupos.

Tabla 51: Tiempo de seguimiento de los leiomiomas

527 10,1536
- 89.938 76 34,9084 42 150
- 89,571 65 58,0301 39 202

ILE: intervalo libre de enfermedad; LMU: leiomiomas usual; LMC: leiomioma celular; LME:
leiomioma especial; Desv. Estdndar: desviacion estandar; Min: minimo; Max: maximo

Realizamos un estudio estadistico incluyendo todas nuestras variables en relacion al ILE con
curvas de Kaplan-Meier. Este estudio se realiz6 inicamente en el grupo de los LMS, con el gran
factor limitante del nimero de casos a la hora de interpretar los resultados, ya que no tuvimos
ningun caso en los grupos de LM con recidiva tumoral. Realizamos el estudio recodificando los
resultados en 2 categorias:

- en el estudio citogenético como alterado/ no alterado;

- en el estudio IHQ como negativos (incluyendo aqui las positividades entre el 0-10% de las
células) y positivos (positividad en mas del 10% de la celularidad)

-también realizamos en el contaje mitdtico, dos grupos, tomando como limite 15 mitosis en 10

CGA.

El tiempo méaximo de seguimiento los 16 LMS fue de 288 meses, y con un minimo de 2 meses.
En el estudio del ILE se incluyen los datos de los 16 casos, mientras que en los de la SG
unicamente de 8 casos, ya que 8 casos seguian vivos al final del seguimiento. En cuanto al ILE,

se observo una media de 82,66 meses, y una mediana de 23,5 meses (tabla 52).

Tabla 52: Parametros descriptivos de los leiomiosarcomas en el intervalo libre de enfermedad

82,66 23,5 99,483

ILE: Intervalo libre de enfermedad; ILE: intervalo libre de enfermedad; Desv. Estandar:
desviacion estandar; Min: minimo; Max: maximo

200



Resultados

De los 16 casos, 9 recidivaron (tabla 53), 8 de ellos diagnosticados como LMS de alto grado y
un caso con diagndstico de LMS de bajo grado en una mujer de 79 afios de 20 cm (LMS n°13).
Los 8 casos de alto grado, uno de ellos ya tenia una extension peritoneal al diagnostico, y otro
caso fue una recidiva peritoneal 19 meses tras la excision del primario.

Dos caso mas, fueron recidivas peritoneales, al mes y medio y a los 5 meses.

Escasos resultados fueron estadisticamente relevantes debido a la escasez de casos de LMS, y a
la homogeneidad en los resultados de muchas de nuestras variables. 3 casos tuvieron metastasis
pulmonares, a los 0, 2 y 19 meses de la intervencion, este ultimo el de bajo grado. Un caso
metastatizd a los 5 meses en pulmén e higado, y por Gltimo, un caso tuvo una metastasis
subcutanea a los 28 meses, siendo este ltimo, el Gnico caso que sigue vivo. La localizacion de

recidiva y /o metastasis a distancia mas frecuente fueron la abdominal y la pulmonar (figura 81).

Tabla 53: Resumen de los leiomiosarcomas recidivados

- 16-20 pulmon
3 5 5 80 20 16-20 abdomen
I 2 12 73 6,5 >20 pulmén
e 28 - 39 6 6-10 subcutinea

pulmon
- 5 12 81 10 11-15 +higado
12 19 79 48 6 <5 abdomen
13 19 22 79 20 >20 pulmén
s 15 2 60 15 16-20 abdomen
16 0 27 44 16 >20 abdomen

LMS: leiomiosarcoma; ILE: intervalo libre de enfermedad; SG: supervivencia global

Localizacion recidiva

W abdominal

B pulmén e higado
W puimén

[ subcutanea

Figura 81: Resumen de las localizaciones de las recidivas tumorales
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-EDAD AL DIAGNOSTICO E ILE

En nuestra serie se observoé un menor ILE en las pacientes de mas de 65 afios, los dos otros
rangos presentaron un mayor ILE, poco valorable debido a la diferencia en el nimero de
pacientes en cada grupo. Estos resultaros no fueron significativos estadisticamente (p~0,37)

(figura 82)
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ol N Edad
' P37 | 36 50 afios
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66-80 afios
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Figura 82: Intervalo libre de enfermedad por rangos de edad en leiomiosarcomas
LMS: leiomiosarcoma; ILE: intervalo libre de enfermedad

-TAMANO TUMORAL MAXIMO E ILE

Las lesiones que recidivaron tuvieron un tamafio maximo de entre 5 y 20 cm., con una mediana
de 10 cm, y una media de 11,6 cm. La lesién de menor tamafio recidivo en primer lugar, antes
del mes de la intervencion a nivel pulmonar. No se observo una relacion estadistica entre el

tamafio maximo y el ILE en los LMS (p~0,369).

-MITOSIS E ILE

El niimero de mitosis en 10 CGA, no fue un factor relacionado con el ILE (p~0,333). De los 9
casos que recidivaron, 6 casos presentaron mas de 15 mitosis en 10 CGA. De los 3 casos con
menos de 15 mitosis en 10 CGA, uno presenté menos de 5 mitosis en 10 CGA (n°12) con un
ILE de 19 meses; otro caso presentd entre 6 y 10 mitosis (n°9) con un ILE de 28 meses; y el

tercero presento entre 11 y 15 mitosis (n°11) con un ILE de 5 meses.
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-MITOSIS + MEDIDA E ILE

Observamos en nuestra serie que lesiones que presentaban hasta 15 mitosis en 10 CGA y de
menos de 10cm, tenian tendencia a un mayor ILE que las que no cumplian estas dos

condiciones, sin ser estadisticamente significativo (p=0,158) (figura 83).

LMS

p=0,158 mitosis+medida
b

| —hasta 15 mitosis en 10
CGAy =10 cm.
=13 mitosis en 10 CGA o
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|+ hasta 15 mitosis en 10
0.8 - CGAy =10 cm-censurado
! . >15mitosis en 10 CGA o

i ] =10cm-censurado
=
8
3
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3 05 L +——+ + + -+
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]
B
° Il
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2
T 047
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3
L4]

02

0,04
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ILE

Figura 83: Intervalo libre de enfermedad en leiomiosarcomas en relacion con el tamafio
tumoral junto al contaje de mitosis
LMS: leiomiosarcoma; ILE: intervalo libre de enfermedad
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4.7 ASOCIACION DEL INTERVALO LIBRE DE ENFERMEDAD Y LOS
HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS Y CITOGENETICOS

En nuestra serie, el factor limitante fue el nimero de casos con recidiva tumoral (9) y con
posterior fallecimiento (8) para la obtencion de resultados concluyentes. A pesar de esto,
encontramos interesante valorar la relacion de nuestros datos con el ILE y SG para valorar

tendencias y compararlas con series publicadas.

Resumimos en estas tablas (tabla 54 y 55) los resultados obtenidos en el estudio entre los

marcadores I[HQ y el ILE:

Tabla 54: Resumen de leiomiosarcomas con recidiva tumoral y los resultados
inmunohistoquimicos mas relevantes

[ BTGl [sei@esen] s IRl TR T RREET]
- 0 7 0 2 0 0
- 5 5 2 3 2 0
- 2 12 0 3 2 1
- 28 0 3 1 2
- 28 12 0 0 3 2
- 19 79 2 2 0 0
- 19 22 0 0 0 3
- 1,5 2 0 0 0 0
- 0 27 3 3 0 0

LMS: leiomiosarcoma; ILE: intervalo libre de enfermedad; SG: supervivencia global
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Tabla 55: Resultados del estudio inmunohistoquimico en relacion con el intervalo libre de
enfermedad

Cm s e
o -
Comem -
e -

LMS: leiomiosarcoma; ILE: intervalo libre de enfermedad; RREE: receptores de estrogenos;
RRPP: receptores de progesterona
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Ps3

Esta proteina se expresod en unicamente 3 de los 9 casos que recidivaron, frente a los 6 casos
positivos de los 7 casos que no recidivaron. En nuestra serie parecia significativo el mejor
prondstico de los casos positivos frente a pS3, sin embargo la escasez de muestra hace dificil la

interpretacion de este resultado (figura 84)

LMS
4 o p~0,017 p53
' _0-10%
1=10%
L t=0-10%-censurado
= =10%-censurado
0,5
- o+ - o+ +
]
-
N
=
£
3 057
)
o
B
T
c
s
Z 04
oY
L]
o
=3 .
L]
0,2
0,0
T T T T T T T
i 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 3000
ILE

Figura 84: Intervalo libre de enfermedad en leiomiosarcomas en relacion a la expresion de p53
LMS: leiomiosarcoma; ILE: intervalo libre de enfermedad

C-kit

La expresion IHQ de c-kit se observo Ginicamente a nivel citoplasmatico, y tan solo el grupo de
los LMS. En este grupo se observo que la expresion de esta proteina se relacionaba con un
mayor ILE (figura 85). 4 de los 9 casos que recidivaron fueron positivos frente a esta proteina,
sin embargo de los 7 casos que no recidivaron, 6 expresaron a nivel citoplasmatico c-kit, estos
hallazgos resultaron estadisticamente significativos en el estudio por categorias (p=0,024), y

préoximo a la significacion en el estudio por rangos (p=0,053).
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Figura 85: Intervalo libre de enfermedad de los leiomiosarcomas en relacion a la expresion de
c-kit
LMS: leiomiosarcoma; ILE: intervalo libre de enfermedad

Valoramos la relacion entre las alteraciones encontradas con el FISH y el ILE.

De los 9 casos recidivados, 3 casos tuvieron ganancias de las sefiales de las 4 sondas estudiadas
(casos n°® 3, 7 y 9). Un caso no presenté altercaciones en nuestro estudio FISH (n°1). 2 casos con
ganancias de CEP 3 y CEP 17 (n°11 y 12). 1 caso con ganancias de CEP3 y pérdida de LSI
9p21 (n°13). 1 caso con ganancia de CEP17 (n°15). Y por ultimo un caso con ganancias en

CEP3, LSI 9p21 y CEP17 (tabla 56).

Unicamente existi6 un menor ILE en los casos con ganancias de CEP3. La relacion entre la
alteracion de CEP 3 y el ILE fue estadisticamente significativa (p=0,001) aunque no valorable,
ya que unicamente 2 casos fueron disomicos frente a 14 casos con ganancias de esta sefial

(figura 86).
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Figura 86: Intervalo libre de enfermedad de los leiomiosarcomas en relacion a la
ploidia del cromosoma 3
LMS: leiomiosarcoma; ILE: intervalo libre de enfermedad

El resto de hallazgos por FISH no presentaron una relacion con el ILE (tabla 56).

Tabla 56: Resultados obtenidos en el estudio entre los hallazgos citogenéticos y el intervalo

libre de enfermedad

LMS ILE CEP 3 CEP 7 LSI 9p21 CEP 17
1 0 Disémico Disémico Disémico Disémico
s
A
;

11 28 Disomico DisOmico

12 19 Disomico DisOmico

13 19 Disémico Pérdida Disémico

15 1,5 Disomico Disémico Disémico

16 0 _ Disémico Ganancia

ILE p=0,001 p=0,319 p=0,637 p~0,299

LMS: leiomiosarcoma; ILE: intervalo libre de enfermedad
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4.8 RELACION ENTRE LOS HALLAZGOS CLIiNICOS,
ANATOMOPATOLOGICOS Y LA SUPERVIVENCIA GLOBAL

Ninguna de las pacientes con LM habia fallecido al final de nuestro estudio, a excepcion de una
paciente de 25 afios, con el diagnostico de LMA, que fallecid por otras causas (accidente), a los
39 meses del diagnostico. El tiempo de seguimiento medio de estos grupos fue de 71, 233
meses., con una mediana de 59,5.meses, desviacion estandar de 38,1, con un minimo de 39
meses y un maximo de 202 meses.

En cuanto al grupo de los LMS, la SG tuvo una mediana de 12 meses en los 8 casos que

fallecieron, con una desviacion estdndar de 25,001 (tabla 57).

Tabla 57: Parametros descriptivos de los leiomiosarcomas en la supervivencia global

20,75 25,001

SG. supervivencia global; Desv.estandar: desviacion estandar, Min: minimo, Max: maximo

El estudio se realiz6 de dos maneras al igual que en el ILE, dividiendo los casos en 2 categorias

(positivos/negativos) y respetando los rangos de positividad en el grupo de los LMS.

-EDAD AL DIAGNOSTICO

En el grupo de los LMS las pacientes de mayor edad tuvieron un pronostico peor. Ninguna de
las pacientes sin recidivas murieron durante nuestro estudio, de las 9 pacientes con recidiva
tumoral, Unicamente la mas joven, permanece viva. Observamos que las pacientes de mas de 65
afios de edad presentaron una menor SG (Unicamente una paciente permanece con vida). Sin
embargo los dos grupos de mujeres mas jovenes presentan una SG semejante. En el estudio
Kaplan-Meier, existido una relacion que se aproximé a la significacion (p=~0,058) (figura 87)

entre la edad al diagnostico y la SG.
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Figura 87: Supervivencia global de los leiomiosarcomas en relacion a la edad al diagndstico
LMS: leiomiosarcomas; T seguimiento: tiempo de seguimiento

-MEDIDA TUMORAL

De los 8 casos fallecidos, un caso media 5 cm, 2 casos presentaban un tamafio tumoral entre 6 y
9, y 5 casos median mas de 10 cm. Los LMS de mayor tamaifio presentaron una menor SG,
sobre todo los de 10 cm o mas, sin llegar a ser estadisticamente significativo (p=0,072) en
nuestra serie. Si que pudimos observar que si que existen diferencias en la SG en el grupo de
tumores de 10 cm o mayores, frente a los 2 grupos de menor tamafio, sin embargo, el las

lesiones de entre 6 y 9 cm y menores de 6 cm, la SG era semejante (figura 88).

LMS
10 p=0,072 Medida
_r10-5
g8
=10
—+—0-5-censurado
_ T~ B-8-censurado
08 =10-censuracdo
1]
- - — +
B
3
E
ER
o
L]
5
o
c
2
= 04
A
[ ]
o
=]
w
0,24
0,0
T T T T T T T
0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0 300,0

Tseguimiento

Figura 88: Supervivencia global de los leiomiosarcomas en relacion al tamafio tumoral
LMS: leiomiosarcomas; T seguimiento: tiempo de seguimiento
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-MITOSIS

El nimero de mitosis elevado es una de las tres principales caracteristicas histopatologicas de
los LMS, siendo poco frecuentes en su variante benigna. Este elevado contaje mitotico implica
un mayor crecimiento y un peor prondstico (figura 89). En nuestra serie, de los 8 casos
fallecidos, 4 casos presentaron un contaje por debajo o igual a 15 mitosis en 10 CGA, y 4 casos
superaron este rango. El resultado no fue significativo (p~0,097) debido al escaso nimero de
casos en nuestra serie, aunque si que se observa una tendencia a una menor SG en los tumores

con un contaje superior a 15 mitosis en 10 CGA en nuestra grafica.
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Figura 89: Supervivencia global de los leiomiosarcomas en relacion al nimero de mitosis en
10CGA
LMS: leiomiosarcomas; T seguimiento: tiempo de seguimiento

El estudio de la SG con Kaplan-Meier al unir la medida tumoral (> 10cm) y el numero de
mitosis (>15mitosis en 10 CGA) en el grupo de los LMS fue estadisticamente significativo
(p=0,022) observandose una menor SG en los LMS que tenian ambas caracteristicas, mas de 15

mitosis en 10 CGA y de mas de 10 cm de dimension maxima (figura 90).
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Figura 90: Supervivencia global de los leiomiosarcomas en relacion al numero de mitosis en
10CGA junto con el tamafio tumoral
LMS: leiomiosarcomas; T seguimiento: tiempo de seguimiento

4.9 RELACION ENTRE LOS HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS Y LA
SUPERVIVENCIA GLOBAL

P53

La expresion de la proteina de ciclo celular p53 es frecuente en tumores malignos, en nuestra
serie, la positividad frente a p53 se observo Unicamente en el grupo de los LMS, sin expresarse
en ninguno de nuestros casos de LM ni en los controles. En cuanto a la SG, fue similar en los
tumores con expresion de pS3 (9 casos) o negativos frente a esta proteina (7 casos) (p=0,081)
De los 8 casos fallecidos por la enfermedad, 3 expresaron p53, frente a 5 casos negativos. Seria
interesante realizar estudios mas amplios para verificar el valor de la expresion de esta proteina

en la SG.

pl6

La proteina p16 se expres6 con mayor frecuencia en los tumores malignos. La expresion de esta
proteina en el grupo de los LMS fue la norma (Gnicamente 3 casos fueron negativos) lo que no
permitié valorar la relacion de su expresion con la SG.

La intensidad de expresion de la proteina p16 no presentd una relacion significativa con la SG y

no fue valorable por la escasez de la muestra.
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RRPP

La expresion de RRPP fue més frecuente en los LM, que tienen un prondstico excelente. En el
grupo de los LMS, se observo en la grafica una tendencia a una mayor SG en los casos con una
positividad frente a RRPP en mas del 10% de la celularidad tumoral (8 de 16 casos), aunque sin

una relacion significativa (p=0,3) (figura 91).

LMS

101 p=0,3 RRPP
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Figura 91: Supervivencia global de los leiomiosarcomas en relacién a la expresion de los
receptores de progesterona

LMS: leiomiosarcomas; T seguimiento: tiempo de seguimiento; RRPP: receptores de
progesterona

Hemos realizado el estudio de la SG tanto por categorias, como por rangos en el grupo de los
LMS de forma aislada, obteniendo los datos abajo incluidos. Comentamos los resultados

obtenidos (tablas 58).

213



Resultados

Tabla 58: Resumen de los resultados de la supervivencia global

p=0,512
p=0,238
p=0,498
p=0,081
p=0,011
p=0,991
P=~0,897
p~0,269
p=0,053
p~0,936
p=0,762
p=0,392
p=0,244
p=0,021
p=0,611
p~0,467
p=0,300
p=0,297
p~0,466

SG: supervivencia global; LMS: leiomiosarcomas; RREE: receptores de estrogenos, RRPP:

receptores de progesterona

4.10 CORRELACION ENTRE LOS HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS

p=0,669
p=0,914
p=0,250
p=0,043
p=0,250
p=0,897
p=0,680
p=0,35
p=0,556
p=0,648
p=0,656
p=0,56
p=0,068
p=0,845
p=0,633
p=0,395
p=0,435
p<0,001

Y CITOGENETICOS Y LA SUPERVIVENCIA GLOBAL

pl6 Y LSI 9p21

En este estudio vimos la relacion entre la positividad frente a pl6 junto a las alteraciones
citogenéticas halladas en LSI 9p21 con la SG. El estudio se realizo entre 2 grupos de casos, uno,
en el que se observaba la alteracion de la sefial por FISH de LSI 9p21 y ademas una positividad

de la proteina p16 en el estudio IHQ por encima del 10%, y otro grupo, que no presentaba las 2
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premisas antes mencionadas, en el grupo de los LMS. Aunque en la grafica (figura 92) parece
haber un discreto aumento de la SG en los casos diploides y negativos frente a pl6, en
comparacion con los que presentaban alteraciones de la ploidia o eran positivos frente a p16 (o

ambas cosas), no se observo una relacion significativa (p=~0,687).
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Figura 92: Supervivencia global de los leiomiosarcomas en relacion a la expresion de p16 y de
las ploidia de LSI 9p21
LMS: leiomiosarcomas; T seguimiento: tiempo de seguimiento

pS3 Y CEP 17

La expresion de p53 junto a la ganancia de sefiales en el FISH de la sonda CEP 17 (cromosoma
en el que se sita) no se relacion6 en el grupo de los LMS con una menor SG (p=0,827).
Realizamos un estudio separando los casos en 2 grupos, en un primer grupo pusimos los casos
positivos frente a p53 (con por lo menos el 11% de las células positivas) y que ademas
presentara alteraciones citogenéticas en el estudio FISH para CEP 17. En el segundo grupo
incluimos el resto de casos, tanto si eran negativos frente a p53 en el estudio IHQ, como si no

presentaban alteraciones de CEP 17, o ambas. La SG fue similar en ambos grupos.

4.11 CORRELACION ENTRE LOS HALLAZGOS CITOGENETICOS Y LA
SUPERVIVENCIA GLOBAL.

Unicamente encontramos alteraciones citogenéticas en el grupo de los LMS, sin encontrar
ninguna alteracion numérica de los cromosomas 3, 7 y 17 ni del locus especifico 9p21 en

ninguno de los LM.
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Entre los LMS de peor pronostico, la alteracion mas frecuente fue la ganancia de sefial de CEP3,
seguida de CEP17, LSI9p21 y CEP7, al igual que en el resto del grupo de LMS. Un caso no
presento alteraciones en el FISH (caso n°l), presentando una SG de 7 meses. Un caso presento
ganancia de sefial en todas las sondas, con una SG de 5 meses (LMS n°3) (tabla 59). Ninguno de

los hallazgos por FISH present6 una relacion clara con la SG.

Tabla 59: Resumen de LMS fallecidos y los resultados FISH

LMS SG (meses) CEP3 CEP7 LSI9p21 CEP17
1 7 Disémico Disémico Diséomico Disémico
5 Ganancia
12 Ganancia
11 12 Disémico Disémico
12 79 Disémico Disémico

13 22 _ DisOmico Pérdida Disémico

15 2 Disémico Disomico Disoémico
16 27 _ Disémico Ganancia

SG p<0,001 p=0,415 p=0,999 p=0,355

LMS: leiomiosarcoma; SG: supervivencia global

CEP3

Todos los LMS a excepcion de 2 casos (n° 1 y 7) presentaron ganancias en la sefial de esta
region, no se observd ningin caso con pérdidas de la sefial. Los dos casos disémicos
presentaron muy mal pronostico con una SG de 7 y 12 meses respectivamente. Esta
homogeneidad en los casos en cuanto a alteraciones en CEP 3 no permitié la valoracion

estadistica con la SG a pesar de obtenerse un resultado muy significativo (p<0,001).

CEP7

En el grupo de los LMS, 6 casos presentaron una ganancia de CEP 7, y 10 casos fueron
disoémicos, sin observarse en ningun caso pérdidas de esta sefial. En cuanto a la SG, no se
observd una relacion estadisticamente significativa entre las ganancias de cromosoma 7
observadas por FISH y la SG (p=0,415), presentando un pronostico similar tanto los casos con

ganancias de la sefial de CEP 7 como los casos disémicos.

LSI 9p21

De los 16 LMS, 6 presentaron ganancias de la sefial del locus especifico 9p21, 9 resultaron
disémicos, y un caso presento pérdidas de la sefial. Todos estos datos no se relacionaron con la

SG (p=0,999).
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CEP 17
De los 16 LMS, 10 casos presentaron ganancias en la visualizacion de esta sonda, siendo 6

casos disémico. Estos hallazgos no mostraron relacion significativa (p=~0,355) con la SG en
nuestra serie, aunque en la grafica se muestra una tendencia a un mejor pronostico en el grupo

de los tumores disémicos (figura 93).
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Figura 93: Supervivencia global de leiomiosarcomas en relacién a la plodia del cromosoma 17
LMS: leiomiosarcomas; T seguimiento: tiempo de seguimiento
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4.12 ARBOL DE TOMA DE DECISION EN LA AYUDA AL DIAGNOSTICO

El modelo de clasificacion se disefid entrenando al algoritmo J48 para distinguir entre muestras
LS (LMS) y NonLS (LM).

Con el objetivo de balancear el modelo se realizaron 3 clasificaciones a partir de 37 muestras,
entre las que se incluyeron 16 LMS y 21 LM, tomando para este grupo 7 LMU, 7 LMC y 7
LME en muestras aleatorias para cada modelo y con una representacion equitativa entre los tres
subgrupos que representa la clase.

De las variables clinicas seleccionadas: la medida del tumor (medida), la edad al diagnostico
(intervalos), y la presencia de la menopausia (presenciamenop); variables histopatoldgicas como
el nimero de mitosis (Nmitos); y variables inmunohistoquimicas, como el rango de positividad
frente a ki67 (KI67R), Bcl-2 (BCL2R), p53 (P53R), pl6 (P16R), p21 (P21R), p27, c-kit
(CKITR), snail (SNAILR), Bcatenina (BCATR), AKT (AKTR), RREE (RRESTRR) y RRPP
(PROGR), asi como la intensidad de p21 (P21I) y p27 (P271).

Los tres modelos utilizaron las mismas dos variables: el nimero de mitosis (Nmitos) realizando
dos grupos, uno de 0-15 mitosis en 10 CGA y otro con 16 o mas mitosis en 10 CGA y el
porcentaje de celularidad positiva frente a c-kit para clasificar, obteniéndose unos resultados
similares (una precision alrededor del 80%). Resumimos los resultados obtenidos en la tabla 60.
Estas dos variables clasifican bastante bien nuestros casos debido probablemente a que el
numero de mitosis por encima de 15 se da exclusivamente en el grupo de los LMS y la
positividad frente a c-kit inicamente se observo en algunos casos de LMS, siendo todos los LM

negativos frente a esta proteina.

Modelo 1:

En el primer modelo realizado observamos como con dos Unicas variables, las mitosis (mas o
menos de 15 en 10 CGA), y el rango de células positivas frente a c-kit conseguimos clasificar
correctamente 11 de los 16 LMS (los otros 5 LMS se clasificaron como LM, falsos negativos)
todos los LM (Anexo 36).

Primero el programa utiliz6 la variable numero de mitosis, consiguiendo clasificar
correctamente 9 LMS. Con la segunda variable, c-kit, consigui6 reclasificar correctamente 6 de
los 7 LMS con menos de 15 mitosis en 10 CGA (figura 94). Finalmente fallo en 5 LMS que los
clasifico como LM (5 falsos negativos), esto es debido al calculo del error que realiza con la

cross-validacion, repitiendo la clasificacion n veces y calculando una media.
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Figura 94: Arbol de toma de decision de ayuda al diagnéstico, modelo n°1
LM: leiomiomas; LMS: leiomiosarcomas.

Modelo 2:

En este segundo modelo, observamos que con las mismas dos variables, el nimero de mitosis y
el rango de positividad de c-kit, conseguiamos clasificar correctamente 11 de los 16 LMS y 19
de los 21 LM (Anexo 37).

Modelo 3:
En el tercer modelo, se utilizaron las mismas dos variables que en los dos anteriores,
clasificandose correctamente 13 de los 16 LMS y 20 de los 21 LM (Anexo 38).

Tabla 60: Resumen de los resultados obtenidos en el estudio computacional

- (86,48%) 5 (13,51%) 68,8% 100% 100% 68,8%
0
- ;

7(18,92%)  68,8% 90,5% 90,5% 68,7%
(81 08%)

4(10,81%)  81,2% 95,2% 95,2% 81,2%
(89 19%)

LMS: leiomiosarcomas; LM: leiomiomas

Realizamos nuevamente el mismo analisis eliminando la variable c-kit para observar qué nuevas
variables se utilizaban para clasificar correctamente nuestras muestras (tabla 61). De nuevo en
los 3 modelos (cada uno de ellos con unas muestras aleatorias de LM) la variable inicial, que
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mejor dividia en un principio las muestras entre LMS y LM fuero el nlimero de mitosis (usan
como punto de corte 15 mitosis en 10 CGA). Sin embargo, asi como en el primer estudio, los 3
modelos usaron c-kit, siendo este marcador el mas estable, en estos tres nuevos modelos se
utilizaron distintas variables, el primero de ellos utilizo la expresion de p53, y los otros dos, la
expresion de ki67. Los 3 modelos presentaron una precision por encima de 82%. Al igual que en
los modelos anteriores, el programa utilizo la variable nimero de mitosis y consigui6 clasificar

correctamente 9 LMS.

Modelo 4:

En el primer modelo realizado observamos como con el rango de células positivas frente a p53
conseguimos clasificar correctamente 12 de los 16 LMS (los otros 4 LMS se clasificaron como
LM, falsos negativos) y 19 de los 21 LM, los otros 2 se clasificaron como LMS (falsos

positivos) (Anexo 39), obteniendo en conjunto una precision del 83,8%.

Modelo 5:
En este segundo modelo, el programa utilizo el rango de positividad de ki67 (Anexo 40). Este
modelo conseguia clasificar 12 de los LMS y todos los LM correctamente, obteniendo en

conjunto una precision del 89,2%.

Modelo 6:
En el tercer modelo, se utilizaron también el rango de positividad de ki67, clasificandose
correctamente 12 de los 16 LMS y todos los LM (Anexo 41). En este modelo la precision global

fue del 89,2% al igual que en modelo anterior.

Tabla 61: Resumen de los resultados obtenidos en el estudio computacional.

(891 %) 4 (10,81%) 75% 100% 100%
()

4 (10,81%) 75% 100% 100%

6 (16,21%) 75% 90,5% 90,5%
(83,78%)
- \

(89,19%)

LMS: leiomiosarcomas; LM: leiomiomas
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5. DISCUSION

“El objeto de toda discusion no debe ser el triunfo, sino el

progreso”. Joseph Joubert
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5.1 HALLAZGOS CLINICO-PATOLOGICOS

Los LM son los tumores mesenquimales uterinos mas frecuentes. Estos tumores benignos han
sido ampliamente estudiados debido a su prevalencia, y a su clinica, ya que son motivo de
consulta muy comun, y de tratamiento médico o quirurgico frecuente, pudiendo comprometer la
fertilidad. Se ha comprobado su hormonodependencia, por lo que se han utilizado terapias
hormonales para paliar la clinica, y evitar en algunos casos la cirugia.

Su variante maligna, los LMS uterinos, son neoplasias poco frecuentes, muy agresivas, que no
contemplan demasiadas opciones en su tratamiento, basado esencialmente en la cirugia, y en
algunos casos la QT y la RT aunque no se han demostrado tan eficaces como en otras
neoplasias. Incluso en tumores localizados en el utero sin extension extrauterina, la recurrencia
y las metéstasis son frecuentes, existiendo casos aislados de recidivas y metastasis a distancia
con una supervivencia larga. Se diferencian de los LM en el estudio histopatoldgico sin grandes
dificultades en la mayor parte de los casos, debido a caracteristicas como la atipia citologica, el
numero de mitosis y la presencia de necrosis tumoral, aunque en algunos casos hay que hacer el
diagnostico diferencial con algunos subtipos de LM, como el atipico o el mitéticamente activo,
asi como con otras neoplasias uterinas como los SEE. En nuestro estudio la revision inicial de
todos los casos no modifico el diagnostico, en cambio si que se cambid el estadio en 2 de los

tumores malignos segun la clasificacion de la FIGO actual [67].

El objetivo de nuestro estudio ha sido comparar las caracteristicas histopatoldgicas de los
tumores de musculo liso uterinos tanto benignos (LM) como malignos (LMS), asi como su
expresion inmunofenotipica, y sus alteraciones a nivel citogenético, realizando por un lado un
analisis de las alteraciones numéricas en los cromosomas 3, 7 y 17 y en el locus especifico
9p21, y un amplio pangendmico mediante SNP. Todo ello en primer lugar en vistas a facilitar el
diagndstico diferencial en casos complejos, valorar caracteristicas con implicacion prondstica, y
considerar posibles dianas terapéuticas en base a la biologia de estos tumores.

Con este objetivo, hemos realizado un estudio de una serie de casos de LM uterinos y LMS

uterinos recogidos en el HCUV.

En total, se registraron un total de 89 casos incluyendo 13 casos de miometrios control, de
uteros sin patologia estructural uterina, 16 casos diagnosticados como LMS uterinos
reevaluados con criterios actuales, y un total de 60 LM uterinos divididos en LMU (30) LMC
(16) y LME (14). Ademas, para el estudio citogenético con FISH también utilizamos tejido sano

adyacente a diversos tumores estudiados, y tejido uterino fetal.
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En nuestra serie, como en trabajos publicados anteriormente, hemos observado una edad media
al diagnéstico mayor en el grupo de los LMS frente a los grupos de LM. Nuestras pacientes con
diagnostico de LMS presentaron en mas de la mitad de los casos una edad superior a 50 afios,
siendo la mayor parte mayores de 40 afos de edad, con una mediana de edad de 56,5 afios. Por
el contrario, en nuestros tumores benignos la edad de presentacion fue mas temprana, menor de
50 afios en global como era de esperar al ser tumores hormonodependientes, con una mediana
de edad de 48, 42,5 y 44 afios en los grupos de LMU, LMC y LME respectivamente. Sin
embargo, existiéo una gran superposicion de edades entre los LMU y los LMS lo que hizo que
las diferencias entre estos dos grupos no fueran significativas; si que tuvieron estos dos grupos
edades mas avanzadas a las de los LMC y los LME. En la literatura, los estudios fijan la edad de
diagnostico de los LMS predominantemente en la menopausia, con una media de edad de 60
aflos como las series estudiadas de Major en 1993 y Leisbsohn en 1990 [295, 296],
observandose un incremento progresivo de la incidencia de LMS a partir de la cuarta década
hasta la séptima década. Por ello es importante evaluar de forma cautelosa aquellas
tumoraciones uterinas de nueva aparicion a partir de los 40 afios, tanto en un utero sin otros
hallazgos, como en uno miomatoso.

El diagnostico de los LM es, en las series publicadas, predominantemente en mujeres fértiles
con disminucion de la incidencia tras la menopausia. Como reflejo de su hormonodependencia,
observamos que muy frecuentemente pueden aparecer, o aumentar de tamafio en situaciones
como el embarazo, ya que son predominantemente los progestagenos los que ejercen una mayor
influencia en su crecimiento. Ademas los moduladores de los RRPP, como el Ullipristal, son
eficaces para que disminuyan su tamafio y desaparezca su clinica, por lo que se utilizan en la
preparacion de la cirugia. Cramer y Patel, publicaron en 1990 un estudio de la frecuencia de
estos tumores en Estados Unidos donde observaron una prevalencia de hasta el 77% en mujeres
en edad reproductiva [5], disminuyendo su incidencia en la postmenopausia, donde ademas
hallaron LM menores en tamafio y numero. En la menopausia, los niveles hormonales
disminuyen drasticamente, teniendo ademas escasas variaciones, por, lo que el crecimiento de
las lesiones existentes se frena, involucionando en muchos casos.

En los estudios del ILE y de la SG en el grupo de los LMS, en el primero no se observd una
relacion entre el ILE y la edad al diagndstico (p=0,37), y en el segundo se observd una relacion
proxima a la significacion entre la SG y la edad al diagnoéstico, observando un aumento de la
mortalidad sobretodo en el grupo de las pacientes con el diagndstico realizado a partir de los 66
afnos. En nuestra serie, de 16 casos, recidivaron 9 LMS, y fallecieron 8 de las 9 pacientes, 2 de
ellos, presentaban al diagnostico extension extrauterina. En 2012, Zivanovic y cols, en una serie
de 185 casos de LMS, no encontraron una relacion estadisticamente significativa entre la edad
de la paciente y la supervivencia a los 5 afios. Los estudios de Abeler y cols en 2009, con una

serie larga de LMS incluyendo 235 LMS convencionales, 18 LMS mixoides y 6 LMS
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epitelioides, no encontraron que la edad de las pacientes fuera un factor prondstico ni en los

estudios univariables, ni en los multivariables, en tumores limitados a tero.

La edad de incidencia de estas patologias hace inevitable que la menopausia se haya instaurado
de forma estadisticamente significativa en el grupo de los LMS (p=~0,004), debido a que las
pacientes de este grupo presentan una edad considerablemente superior. La presentacion de
estos tumores tras la menopausia, hace surgir la sospecha clinica de LMS, ya que en esta fase de
la vida reproductiva dentro de los tumores uterinos de musculo liso, son més frecuentemente
malignos. Este dato ayuda en la toma de decisiones terapéuticas. Es necesario, que ante todo
tumor uterino de aspecto miomatoso aparecido en la menopausia, o el aumento significativo de
tamafo de una lesion preexistente se realice una escision de la misma para descartar un LMS.
Ademas dentro de los LMS, Larson y cols en 1990 asociaron la presencia de la menopausia con

un peor prondstico de estos tumores en un estudio realizado en 143 pacientes [297].

En las series publicadas, la paridad no es un dato resefiable, debido entre otras cosas a que la
edad al diagndstico es un sesgo en si mismo, y que en los LM, tinicamente estudiamos aquellos
intervenidos quirargicamente debido a la clinica, pero no se consideran aquellos que siendo
asintomaticos (mas del 50%) y en pacientes sin los deseos genésicos cumplidos, no se
intervienen. En nuestro estudio este parametro fue muy significativo (p=0,006). Los LM en la
edad fértil pueden comprometer la fertilidad, en especial los submucosos, por lo que se suelen
extirpar con cirugia histeroscopica, en especial en las pacientes nuligestas o con abortos de

repeticion.

La incidencia de los LM segun las series es de hasta el 70% de las mujeres en edad fértil,
basada en piezas de histerectomia [5], por lo que podria ser incluso mayor. Remitiéndonos a la
clinica, la prevalencia es bastante menor, de aproximadamente el 30%. Los LMS son tumores
excepcionales, representando menos del 2% de los tumores malignos uterinos, siendo el tumor
de origen mesenquimal mas frecuente ya que el carcinosarcoma o TMM, ya se ha clasificado
como de origen epitelial [298]. E1 LMS tiene una incidencia de 0,64 por 100.000 mujeres [299],
incluyendo los del cuerpo uterino y los del cérvix, no considerando estos ltimos en este trabajo.
En Estados Unidos, tuvieron una incidencia de 0,36 por 100.000 mujeres desde 1979 a 2001
[300]. Ademas, aproximadamente el 0,5% de los LMS uterinos se diagnostican en tuteros
polimiomatosos intervenidos por los LM [299]. La prevalencia de sarcomas en los que la
sospecha clinica es de LM es de aproximadamente 0,14%, (entre el 0,45% y el 0,014%). El
riesgo de encontrar un sarcoma cuando se sospecha un LM es muy raro por debajo de los 40
afios [301]. Esta situacion plantea un problema serio en los métodos terapéuticos quirtrgicos,

pues la cirugia laparoscopica necesita fragmentar las tumoraciones para extraerlas y con este
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procedimiento si es un LMS puede diseminarse y empeorar el prondstico. La FDA en 2014
desaconsejo esta practica. A partir de ahi, algunos estudios han intentado definir las condiciones
optimas para el uso de esta técnica. Brolmann y cols en 2015, realizaron una revision
bibliografica, concluyendo que lesiones sin necrosis ni gran vascularizacion central, menores de
40 afios y sin otras caracteristicas como la presencia de menopausia, lesiones unicas, tamafio por
encima de 8 cm en la lesion mas grande, aumento de la LDH o sangrado uterino anormal;

podian ser candidatas a la cirugia laparoscopica, al tener un minimo riesgo de LMS [301]

LM y LMS, presentan una sintomatologia similar , lo que dificulta el diagnostico clinico [302].
Ademas, algunos LMS coexisten con multiples LM lo que dificulta la realizacion de la biopsia
al no saber cuales biopsiar [299]. En nuestra serie, eliminado el grupo control, que present6 en
todos los casos una clinica de prolapso, si que obtuvimos una relacion estadistica entre la clinica
inicial y el diagnoéstico (p=0,037), sin embargo al realizar el estudio 2 a 2, observamos que esta
relacion tnicamente se cumplia al comparar LMS y LMU (p=0,021), seguramente debido a que
muchos de los LMU fueron asintomaticos (7) o con clinica de prolapso (8), o de infertilidad (3).
En todos los grupos, tanto de LM como de LMS, la sintomatologia mas frecuente fue el
sangrado con o sin dolor. En los LMS observamos en segundo lugar el dolor siendo estas
lesiones usualmente de mayor tamafio y debido a su vez al caracter infiltrativo y estadios
avanzados al diagnostico, con afectacion peritoneal en varios casos. La infertilidad fue un
sintoma observado Unicamente en los grupos de LM, ya que cuando dan clinica suele ser al

aparecer o crecer, usualmente en mujeres jovenes.

Revisamos en todas las historias clinicas la analitica al diagnostico, o en su defecto la analitica
preoperatoria. La mayor parte de los casos, tanto de los LM como de los LMS presentaron una
analitica sin alteraciones significativas, fuera de sus patologias diagnosticadas (DM, DL...), tras
esto, la alteracion mas frecuente fue la Hb por debajo de 12, que en muchos de los casos se
correspondia con clinica de sangrado, aunque no en todos. La gran mayoria de las pacientes con
clinica de sangrado, no presentaron alteraciones en la analitica. En resumen, la analitica no
presenté marcadores especificos en vistas a realizar un diagnoéstico de la patologia uterina.
Encontramos un aumento de la LDH sérica en 1 paciente que presentaba un LMS (n°13); y un
aumento de CEA en un caso de LMC (n°6), sin observar relacion entre estos marcadores y la
patologia uterina. En 2015, Brélmann y cols, resumieron los hallazgos en distintos trabajos de
marcadores séricos en pacientes con LM y LMS [301] para ayudar en la toma de decisiones
preoperatorias. Por un lado, Goto y cols en 2002, en una serie de 227 pacientes, observaron un
aumento de la LDH en los pacientes con LMS, en comparacion con los que presentaban LM
degenerados [303]. Juang y cols en 2006, observaron un aumento significativo de CA125 en los

LMS frente a los LM, siendo mayor en los LMS de alto grado, tanto en mujeres menopausicas
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como premenopausicas. Sin embargo, aunque ayudaba a diferenciar entre LMS de alto y bajo
grado, los LMS de bajo grado presentaron niveles similares a los de los LM. Utilizaron distintos
puntos de corte en los grupos de pacientes premenopausicas y post menopausicas siendo: 162

U/mL y 75 U/mL respectivamente [304].

En cuanto al tamaifio tumoral, en series amplias, si que se observa que el tamaiio de los LMS es
significativamente superior al de los LM, presentando las neoplasias de alto grado un
crecimiento muy rapido. En nuestra serie se confirmé también este dato siendo la media del
tamaino tumoral de entre 4,77 cm en LMU, a 6,52 cm en LME frente a 9,38 cm en LMS. Los
LMS presentaron un tamaiio superior a 5 cm en el 90% de los casos, siendo el tamafio mayor de
10 cm un dato clinico muy significativo de criterio sospechoso de malignidad, ya que en los
grupos de LM menos del 10% alcanzan este tamafio. En nuestra serie, las diferencias fueron
relevantes entre los LMS y los LMU y LMC, siendo los LME de tamafio semejante al de los
LMS. Ademas, no observamos una relacion estadistica entre el tamafio tumoral y el ILE
(p=0,369), ni entre el tamafio tumoral y la SG (p=0,072) aunque si que se observaba en la
grafica una diferencia notable en el prondstico de los tumores a partir de 10 cm, con un
empeoramiento notable de la SG. En nuestro andlisis del ILE, tampoco observamos una relacion
estadistica entre el pronostico y el numero de mitosis junto al tamafio tumoral con puntos de
corte de 15 mitosis en 10 CGA y 10 cm. En 2011, D’Angelo y cols en una serie de 84 LMS,
encontraron que siguiendo 4 marcadores, como el tamafio tumoral, el indice mitdtico, la
expresion de ki67 y de Bcl-2, se formaban 2 grupos con pronoéstico distinto. Por un lado el
grupo con tamaiio inferior a 10 cm, indice mitotico inferior a 20 mitosis en 10CGA, ki67
negativo y Bcl-2 negativo o positivo, tenia un mejor pronostico. Por otro lado tumores de igual
o mas de 10 cm, con indice mitético de igual o mas de 20 mitosis en 10 CGA, positivos frente a
ki67 y negativos frente a Bcl-2 tenia un peor pronoéstico (p=0,007). Tanto el tamafio tumoral
como el indice mitdtico fueron factores significativos en estudios univariables y multivariables
[85]. Dicho esto y de acuerdo con nuestros resultados, un tamafio tumoral superior a 10 cm es
sugestivo de una lesion maligna, y dentro del grupo de los tumores malignos es un factor de
peor pronostico (p=0,021), por lo que puede resultar un dato a tener en cuenta en el examen

clinico a la hora de valorar una actitud terapéutica.

La diseminacion mas frecuente de los LMS es la hematogena, localizdndose sus recurrencias
habituales en la cavidad abdominal y en los pulmones. De los 16 casos, 9 recidivaron (56,25%
de los casos). 4 fueron recidivas locales en abdomen, 4 casos tuvieron metastasis pulmonares,
uno de ellos acompanado de metastasis hepaticas, y un caso presenté una metastasis subcutanea
(el tinico caso que sigue vivo). En la bibliografia se describen hasta un 70% de recurrencias en

estadios I y II, de localizacion preferentemente abdominal y pulmonar [299, 305-307]. En
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nuestra serie la incidencia de recidivas fue inferior a la encontrada generalmente en la
bibliografia, aunque en las mismas localizaciones. 3 de las recidivas de nuestros casos se
reintervinieron: 2 abdominales (1 en el momento del diagnodstico) y una subcutanea. Las
recidivas locales se intervienen en algunos casos, y Levenback y cols publicaron un estudio
donde constataban que la reintervencion de las metastasis aisladas pulmonares conseguian
supervivencias del 45% a los 5 afios, y 35% a los 10 afios [308]. Estas reintervenciones estan
siempre sujetas al estado general del paciente. En 2013 Lusby y cols presentaron un estudio de
349 casos en los que se incluian 157 con extension intraabdominal y 192 con metastasis a
distancia. Encontraron que las lesiones con extension peritoneal de entrada presentaban un
mejor pronoéstico que las recidivas intraperitoneales posteriores. Ademads, en su serie, un numero
de mitosis por encima de 10 en 10 CGA era un factor de peor pronostico en los tumores
intraabdominales. En las neoplasias metastasicas los factores de mal prondstico fueron la
presencia de multiples tumores, tanto en un solo érgano como repartidas en varios 6rganos, y las
metastasis pulmonares independientemente del nimero, siendo en estas ultimas el prondstico
mejor tras cirugia con intencion curativa [309].

El recuento mitético es muy importante en los tumores uterinos de musculo liso, siendo un
criterio mayor para el diagnéstico de los LMS. En nuestra serie, al igual que en los estudios
publicados, el nimero de mitosis en 10 CGA, no so6lo fue mayor de forma significativa en el
grupo de los LMS, sino que ademas, lo fue también a nivel prondstico. Observamos una
correlacion estadistica muy clara en la comparativa entre grupos (p<0,001), donde no se
observaron tumores benignos con mas de 10 mitosis en 10 CGA, frente al 75% de los LMS. En
los estudios del ILE y de la SG, realizado tnicamente en el grupo de los LMS no observamos
relacion con el recuento de mitosis. Sin embargo en la SG si que se aprecio en la grafica una
tendencia a un mejor pronostico en los tumores por debajo de las 15 mitosis en 10 CGA, un
hallazgo similar al de D"Angelo y cols de 2011

Previamente, con un recuento de 10 o mas mitosis en 10 CGA ya se emitia el diagnostico de
LMS [62, 297, 310]; en la actualidad, este dato es importante para el diagnostico de los LMS
aunque no es por si solo determinante. Otros trabajos como el de Bell y cols con 213 casos de
tumores musculares uterinos no encontraron una relacion entre un recuento mitético entre 5y 19
mitosis, sin otros criterios de malignidad, y la supervivencia. Por otro lado Larson y cols en
1990, publicaron que un contaje mitotico de 10 o mas mitosis, la menopausia y el estadio, se
relacionaban con la supervivencia [36, 297]. DAngelo y cols en 2011 encontraron que tanto los
analisis univariables como multivariables un recuento por encima de 20 mitosis en 10 CGA
otorgaba a los LMS un peor pronostico [85]. Ademas en este estudio al combinar 4 variables
diferenciaban 2 grupos en los LMS, por un lado los LMS menores de 10 cm, con menos de 20
mitosis en 10 CGA, ki-67 negativos, p53 negativos y con expresion de Bcl-2 tenian mejor

prondstico.
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El indice mitético en los LM suele estar por debajo de 5 mitosis en 10 CGA y en la gran
mayoria de casos no se observa actividad mitdtica, exceptuando los LM mitdticamente activos
que por definicion presentan 5 o mas mitosis en 10 CGA. Por el contrario, en el grupo de los
LMS, en los convencionales de células fusiformes, suelen observarse mas de 10 mitosis en 10
CGA [311]. Si que es cierto que en los tumores sobre todo de bajo grado, el recuento mitotico
puede ser muy inferior. Ademas en el grupo de los LMS, otros subtipos histologicos como el
mixoide o el epitelioide suelen tener un recuento mitético inferior o igual a 3 mitosis en 10CGA
[48, 302].

Por lo tanto este dato no s6lo es fundamental e insustituible para el diagnostico de los tumores
uterinos de musculo liso, sino que ademas es por si mismo un indicador de agresividad y

pronostico en los LMS uterinos.

5.2 HALLAZGOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Para el diagnostico de rutina, no se suelen necesitar marcadores IHQ en el caso de los LM y
LMS uterinos. La morfologia, la valoracion de caracteristicas como el crecimiento expansivo, o
infiltrativo, el elevado indice de mitosis y la observacion de la presencia de necrosis y la atipia
citoldgica, suelen ser suficientes para confirmar el diagnostico anatomopatologico.

No obstante, para el diagndstico diferencial con otras patologias y con la zona gris de estos
tumores, llamados “tumores de musculo liso con incierto potencial de malignidad”, solemos
utilizar una bateria de técnicas IHQ. Aqui, en 8 de los 16 casos de LMS se tuvieron que realizar
estudios concretos utilizando marcadores musculares en el momento del diagnostico, que fueron
reevaluados para nuestro estudio, y CD10, EMA, y CAM 5.2 en 3 casos, para el diagndstico

diferencial con otros tipos de tumores mesenquimales uterinos (SEE).

Para establecer patrones fenotipicos mas detallados estudiamos una bateria amplia utilizando la
técnica IHQ, con marcadores de proliferacion, apoptosis, ciclo celular, marcadores de transicion

epitelio-mesénquima, dianas terapéuticas y angiogénesis.

Asi como el numero de mitosis en 10 CGA es un criterio fundamental en la valoracion de los
tumores de musculo liso uterinos, la expresion de la proteina ki-67, reflejo del indice de
proliferacion, no es un dato indispensable para el diagnostico. En nuestra serie, se observo una
expresion muy superior en el grupo de los LMS frente al resto de los grupos tumorales
(p<0,005). El 75% de los LMS presentaron un indice de proliferacion superior al 10%, y algo

mas del 50% un indice por encima del 30%. Practicamente todos los grupos de LM
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(exceptuando un caso de LMC que rondaba el 11%, teniendo el resto de LMC una positividad
del 1%), incluyendo los casos de LM mitoticamente activos, presentaron un indice de
proliferacion inferior al 10%. Ademas, en el grupo de los LMS, no se observo relacion con el
ILE y la SG (p=0,433 y p=0,512), por lo que no parece, de forma aislada que sea un factor de
peor prondstico. Varios estudios han evaluado también este marcador no so6lo en su papel
diagnostico, sino también en su papel pronostico. En 2007, O'Neill y cols, en una serie de 10
LMU, 27 LME (incluyendo entre otras variantes LMA, LM epitelioide, o LMC), 4 tumores de
musculo liso de incierto potencial de malignidad y 22 LMS, estudiaron la expresion y la
intensidad del ki-67, p16 y p53. Observaron una mayor expresion de estas tres proteinas en el
grupo de LMS frente a los LM, asi como la intensidad de esta tltima mayor en los LMS. Estos
resultados fueron estadisticamente significativos (p<0,05). La media de expresion de ki-67 fue
del 7% para los LMU, 7% para los LME y 7,5% para los tumores musculares de incierto
potencial de malignidad, frente a una media de 49,5% en el grupo de los LMS [312]. Todo esto
hace pensar que un indice de proliferacion por encima del 30% es sugestivo de LMS, aunque
algunos LMS muestran un bajo indice de proliferacion, lo que le resta sensibilidad a este
marcador entre malignidad y benignidad tumoral [312]. Encontraron ademas que los LMC
presentaban un muy bajo indice de proliferacion con ki-67, al igual que en nuestra serie, lo que
indicaria que la densidad celular en estas lesiones no se deberia al incremento de la
proliferacion. Otros estudios también han encontrado claras diferencias en la expresion de ki-67
entre tumores benignos y malignos de musculo liso uterinos [72, 313, 314] hallando diferencias
destacables entre el indice de proliferacion de LM y tumores de musculo liso de potencial de
malignidad incierto frente a los LMS [315]. Asi pues, el indice de proliferacion puede ser util en
una bateria de técnicas IHQ a la hora de realizar un diagnostico diferencial entre LM y LMS, y
de ayuda para valorar los LMS de bajo y alto grado, sin embargo, no hemos encontrado que sea

un factor pronostico dentro de los LMS .

La proteina Bel-2 tiene como funcidon evitar la apoptosis; hemos encontrado una relacion
significativa entre la expresion de Bcl-2 y el diagndstico anatomopatoldgico, siendo la
expresion de esta proteina mas frecuente en los 3 grupos de LM frente al grupo de LMS. Mas
del 90% de los LM, tuvieron un rango de expresion de Bcl-2 superior al 30% frente al 43% de
los LMS. Sin observarse ningtin caso en el grupo de los LM una expresion por debajo del 11%,
frente al 31% de los casos en el grupo de los LMS que fueron negativos.

No se encontr6 una relacion significativa entre la expresion de Bel-2 y el ILE (p=0,711) ni con
la SG (p=0,362), ni tampoco entre su intensidad de expresion y el diagndstico
anatomopatologico (p~0,207).

Varios estudios han analizado el papel prondstico de este marcador de apoptosis [80, 316]

siendo su positividad en LMS un marcador de mejor pronostico. En la serie de Bodner y cols en
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2004, con 26 LM, 22 tumores musculares de incierto potencial de malignidad, y 21 LMS
uterinos, observaron una diferencia significativa en el nivel de expresion de esta proteina y su
intensidad (p<0,05) entre LMS y LM, y entre LM y tumores musculares de incierto potencial de
malignidad; pero no entre LMS y tumores musculares de incierto potencial de malignidad. La
expresion de Bcel-2 fue, como en nuestra serie, mas frecuente y mas intensa en los LM frente a
los LMS. Encontrandose ademas en este estudio un mejor prondstico en los LMS positivos
frente a Bcl-2, aunque aun se necesitan estudios mas amplios para corroborar este hallazgo y
poner en la bateria de rutina este marcador.

Otros estudios han analizado este marcador junto a otras proteinas. Leiser y cols, en 2006,
analizaron en 36 LMS y 19 LM un panel IHQ constituido por marcadores de apoptosis como
Bcl-2, y Bax, junto a marcadores reguladores del ciclo celular como la p21, p27 y p53. En su
estudio no se observo una relacion estadisticamente significativa (p=0,249) entre la expresion de
Bcl-2 y el diagnoéstico anatomopatologico. Estos resultados contrastan con los de nuestro
estudio, y en los de Bodner y cols. Leiser explica los hallazgos de Bodner por la falta de
homogenicidad en cuanto a estadio, ya que Bodner y cols incluyeron en su serie un 24% de los
pacientes en estadio III/IV y 29% de pacientes en estadio III/IV. Nuestro estudio también fue
heterogéneo ya que incluimos 16 casos, de los cuales 11 se encontraban en un estadio I
(68,75%), 1 caso en estadio II (6,25%) y 4 en estadio IV (25%). Leiser y cols si que observaron
una relacion significativa entre la expresion de este marcador y un mayor tiempo de recurrencia
(p=0,02). Por otro lado la expresion de este marcador, sugiere el correcto funcionamiento de
esta via de la apoptosis lo que ha demostrado un mejor pronostico en otros tipos de tumores,
como sarcomas de partes blandas, carcinoma de cérvix, colon, mama [317-320].

Esta proteina antiapoptotica, es util en el diagnostico de otros tumores. Un buen ejemplo es el
linfoma folicular asociado a t(14; 18)(q32; q31), que lleva a una sobreexpresion proteica por la
yuxtaposicion del gen BCL2 al locus de la inmunoglobulina de cadena pesada, sin esto ser un
factor pronostico. Los centros germinales no neoplasicos son negativos frente a esta proteina, lo
que la convierte en clave para el diagndstico diferencial entre foliculos reactivos y neoplasicos.
Sin embargo, la expresion de Bcl-2 no permite distinguir entre el linfoma folicular y otros
linfomas B, tanto indolentes como agresivos, o con linfomas T, ya que todos ellos pueden
expresar esta proteina. En otros tumores, como es el caso del neuroblastoma, la expresion de la
proteina Bcl-2 se asocia a una histologia desfavorable, asi como a una amplificacion del gen n-
Myc, lo que se asocia a un peor pronostico [321]. Ademads, la desregulacion de miembros de la
familia Bcl-2 se puede encontrar en numerosos tumores, asociadas a resistencias terapéuticas en

especial linfomas y leucemias [322, 323].

Dentro del panel IHQ para estudiar la apoptosis, también analizamos la expresion de la proteina

Bax. Se expres6 de manera homogénea practicamente en todos nuestros casos, sin ser
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significativas las diferencias de su expresion entre los grupos de estudio (p=~0,379). Por otro
lado, no se pudo correlacionar la expresion de esta proteina con el ILE ni con la SG debido a
esta homogeneidad de la expresion en practicamente todos los casos (p=0,21 y p~=0,79
respectivamente). Se observo una expresion en mas del 80% de la celularidad en todos los
grupos de estudio, incluido el grupo control, con una intensidad moderada. En la serie de Leiser
y cols en 2006, encontraron una relacion significativa entre la expresion de esta proteina y el
diagnostico (p<0,001): el 33% de los LMS fueron positivos (12 de 36 casos) frente al 89% de
los LM (17 de 19 casos) [80]. Estos resultados contrastan con los nuestros, sin poder descartarse
que ello sea debido a la ausencia de homogeneidad en cuanto al estadio de los LMS, ya que en
el estudio de Leiser y cols este marcador también se relaciond con el estadio (p=0,06); es
probable que este sesgo explique nuestros resultados. Asi pues seria conveniente realizar
estudios en series mas amplias, con LMS en diferentes estadios, de manera homogénea para

evaluar la relacion entre la expresion de esta proteina y el diagnostico IHQ.

Otro marcador IHQ que empleamos fue p53. Esta proteina del ciclo celular presento, en nuestro
estudio, una relacion significativa entre su rango de expresion y el diagnostico
anatomopatologico (p<0,005), observandose una expresion muy superior en el grupo de los
LMS, siendo los LM generalmente negativos. Su expresion fue inferior al 10% de la
celularidad, practicamente del 1% en todos los casos de los diferentes grupos de LM. Sin
embargo, en los LMS el 57,2% de los casos presentaron una positividad por encima del 10% de
la celularidad, y, de estos casos positivos, el 37% fueron superiores al 30% de la celularidad.
Estudios recientes como el de Hewedi y cols en 2012 detectaron que la expresion de p53 (asi
como la de los RRPP) era significativa entre el grupo de LMS frente a los grupos de tumores no
sarcomatosos (p<0,001). La combinacion de expresion de RRPP altos, junto a una expresion de
p53 baja representaba un perfil benigno en su serie [324]. En esta serie, la expresion de p53 era
superior en el grupo de los LMS, observandose 2 casos positivos frente a esta proteina de los 15
tumores benignos, frente a 15 casos positivos de un total de 15 de LMS con una expresion en
todos ellos moderada a severa. Otros estudios han demostrado también esta diferencia de
expresion de p53 entre los LMS y los LM. De Vos y cols fueron los primeros que sugirieron que
la mutacién de la p53 era mas frecuente en LMS [325], y Jeffers y cols vieron que la positividad
IHQ de esta proteina no siempre se correspondia con la mutacion [79]. Incluso se planted como
un criterio accesorio para el diagnostico diferencial entre los tumores benignos y malignos de
musculo liso [326]. Otros estudios, también encontraron diferencias significativas en la
expresion de p53 entre los LMS y los LM de acuerdo con nuestro estudio [69, 77, 78, 327], y en
algunas series se ha visto sobreexpresada hasta en el 50% de los LMS [314, 328]. A pesar de
todo, Mills y cols en 2013, vieron que la positividad de p53 en los LMS no es constante, y al

igual que otros marcadores de ciclo celular, como p16, p21 y p27 no debe tomarse como un
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unico marcador para discriminar entre LM y LMS [329], siendo mas adecuado y util la
combinacion de distintos de estos marcadores [330]. La limitacion casuistica de nuestra serie no
permite interpretar la relacion de la expresion de esta proteina con el ILE ni con la SG. Leiser y
cols, en 2006 encontraron que de forma aislada la expresion de p53 no era un factor pronostico
en si mismo, siendo el estadio tumoral el tUnico factor pronostico independiente que
encontraron. Seria recomendable valorar con series amplias ya que se ha demostrado en algunos
estudios que también tiene un valor prondstico, siendo la sobreexpresion sugestiva de mayor
agresividad, como en la serie de Anderson y cols en 2006. Este estudio de 25 LMS y 19 LM
mostrd un peor pronostico en los LMS positivos a p53 en comparacion con los LMS negativos,
sin llegar a ser estadisticamente significativo (p=~0,07); el estadio fue la variable que presentd
una mayor relacion con la SG (p~0,05) [331]. La p53 podria ser de gran ayuda a la hora de
realizar el diagnodstico, cuando nos encontramos ante el diagnodstico diferencial entre LMS y

LM, e incluso para preveer el prondstico.

La Ciclina D1 participa como inhibidora en el ciclo celular. Conocida su expresion en otros
tumores, sobre todo hematoldgicos, apenas se ha estudiado en tumores uterinos. Nuestros casos
presentaron escasa positividad en todos los grupos, a excepcion de un tnico caso de LMS con
una positividad en mas del 75% de las células tumorales (LMS de alto grado, primario, estadio I
de la FIGO, que recurri6 a los 4 meses en pulmon e higado, con positividad en mas del 75% de
las células frente a Bcl-2), sin encontrarse una relacion estadisticamente significativa en nuestra
serie (p~0,069). En 1999, Rao y cols en una serie de 16 LMS extrauterinos, 14 LMS uterinos, 5
LM uterinos y 5 LM extrauterinos, observaron la expresion de Ciclina D1, Bel-2, CD44, RREE
y Glut 1. Frente a la Ciclina D1 encontraron una positividad difusa de todos los LM (tanto
uterinos como extrauterinos), y la positividad de la Ciclina D1, fue independiente del grado
tumoral e inversamente proporcional a la positividad de Bcl-2 [332]. Aunque estos resultados
contrastan con los obtenidos en nuestra serie, seria interesante realizar un estudio mas amplio,

ya que tan solo incluyeron 5 LM uterinos.

El estudio de la p16 en nuestra serie mostrd una mayor expresion y mas intensa en el grupo de
los LMS, presentando una positividad por encima del 30% del tumor en mas del 50% de los
casos, siendo el 43,8% de los casos de LMS positivos en mas del 75% de la celularidad. En
cambio, todos los grupos de LM presentaron una positividad frente a esta proteina igual o menor
del 10% de la celularidad en més de la mitad de los casos. Estos resultados fueron
estadisticamente representativos (p<0,005); encontrandose también una relacién altamente
significativa entre la intensidad y el diagnostico anatomopatologico, siendo moderada a
intensamente positiva en los LMS y mas débil en LM. En nuestra serie, al presentar los casos

recidivados y/o fallecidos unicamente 3 casos negativos de los 8 casos, no se pudo valorar la
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relacion de la positividad de esta proteina con el ILE y la SG. En 2005, Bodner-Adler y cols
[82] en una serie de 26 LM, 24 tumores de musculo liso de incierto potencial de malignidad y
21 LMS encontraron que la proteina pl6 se expresaba mas frecuentemente y con mayor
intensidad en los LMS (p<0,05), siendo la diferencia estadisticamente significativa tanto entre el
grupo de LMS y de tumores musculares de incierto potencial de malignidad y entre los LMS y
los LM, no observandose diferencias estadisticamente significativas entre los LM y los tumores
musculares con incierto potencial de malignidad que expresaron pl6 de forma similar. Tampoco
apreciaron una relacion estadistica entre la expresion de pl6 y el estadio clinico, la edad, la
afectacion del espacio vascular, el ILE o la SG (p>0,05).

Esta proteina, producto de un oncogen, se ha detectado en otros tipos de tumores, observandose
una delecion del gen que la codifica en numerosas neoplasias [333, 334], aunque hay que tener
en cuenta que varios de los tumores epiteliales con estos hallazgos tienen una relacion directa
con la presencia de infeccion por HPV, lo que los hace dificilmente comparables.

La presencia mayor de esta proteina en los LMS est4 descrita con mucha frecuencia, aunque la
razon de esta sobreexpresion no esta clara. Una posible explicacion podria ser su alteracion
genética con formacion de proteina bioldgicamente no activa, necesitdndose un estudio
exhaustivo de esta actividad en series de mayor tamatfio.

Otros estudios como el de Atkins y cols en 2008 también encontraron una mayor expresion de
pl6 en los LMS en comparaciéon con LM o tumores musculares con incierto potencial de
malignidad (p<0,05) [81]. En su serie habian 15 LMS; 8 tumores musculares con incierto
potencial de malignidad, 22 LM y 10 miometrios control. En este estudio se observo una clara
diferencia entre la expresion de p16 entre LMS y LM (p<0,0001), al igual que sucede en nuestro
analisis.

Otros estudios, como el de Hakverdi y cols en 2011, también encontraron esta mayor expresion
en el grupo de los LMS de forma estadisticamente significativa (p=~0,0001), proponiendo este
marcador para el diagnodstico diferencial entre LMS y su variante benigna [335]. Otras series
han encontrado resultados similares de la expresion de la proteina p16 junto a otros marcadores
de ciclo celular como la de O'Neill y cols en 2006, donde también obtuvieron una relacion
estadisticamente significativa entre el diagnostico anatomopatoldgico de LMS y la intensidad de
expresion de p16 [312], asi como las de Unver y cols en el 2011 [336], Chen y cols en 2008
[77], o Gannon y cols en 2008 [337]. Esta proteina del ciclo celular puede ser util en los
estudios de diagnostico diferencial entre LMS y LM, tanto por su rango de expresion como por

la intensidad de ésta.
Analizamos la expresion de p21, otra proteina del ciclo celular, en nuestros casos, resultando

mas frecuentemente positiva en los LMS y LME. El 69% de los LMS fueron positivos (en mas

del 11% de las células); en contraposicion con los grupos de LM, que presentaron una expresion
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menos frecuente, en menos de la mitad de los casos en todos los grupos. Obtuvimos una
relacion significativa entre el diagnostico y la expresion de p21 entre LMS frente a LMU y
LMC, aunque no fue significativa entre LMS y LME (p=0,071). También vimos una correlacion
significativa con la intensidad de expresion, siendo moderada en los LMS y débil o muy débil
en todos los grupos de LM (incluido el grupo de LME). En otras series como en la de Unver y
cols en 2011 también encontraron una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) en la
expresion de p21 entre LMS y LM, y tumores de musculo liso de incierto potencial de
malignidad, asi como en su intensidad de expresion [336], sugiriendo que tanto la p21 como la
p16 pueden ser de gran valor con los criterios morfoldgicos a la hora del diagndstico diferencial
entre LMS y tumores de musculo liso de incierto potencial de malignidad. En 2006, Leiser y
cols también encontraron una correlacion significativa (p<0,001) entre la expresion de p21 y el
diagnodstico de LMS versus LM, con una serie de 36 LMS y 19 LM [80],siendo todos los LM
negativos frente a esta proteina.

Dobashi y cols en 2001, vieron que la negatividad frente a esta proteina en los sarcomas
extrauterinos, conllevaba un aumento del riesgo de recurrencia [338], aunque en los LMS
uterinos no se ha encontrado que la expresion de esta proteina tenga valor prondstico en si
misma. Con anterioridad ya se habia descrito una mayor expresion de p21 en los LMS en
comparacion con los LM, como el trabajo de Palazzo y cols en 1997, donde encontraron en una
serie de 10 LMS y 10 LM, una expresion de p21 en todos los LMS frente al 50% de los LM
[339]. En cuanto al prondstico no encontramos relacion estadistica entre la expresion de esta
proteina con el ILE ni con la SG, al igual que Leiser y cols. Por lo que parece ser un marcador
de utilidad para el diagnostico diferencial entre los LMS y LM, aunque no es un predictor

prondstico en los LMS [80].

La expresion de p27 mostrd un rango de positividad mayor en el grupo de los LMS frente a los
LM; curiosamente, el grupo de los miometrios control, también presentd un rango mas elevado
de expresion. Se observd una relacion estadisticamente significativa entre la expresion de esta
proteina y el diagndstico anatomopatologico entre LMS frente a LMU y LME, sin ser
significativo entre LMS y LMC (p=1) que tuvieron un rango de expresion similar al de los
LMS. Esta proteina del ciclo celular es activada por la p53, y ya se ha visto su diferente
implicacion clinicopatologica en otros tumores al igual que la p21 [118, 340, 341]. Catzavelos y
cols en 1997, demostraron la disminucion de la expresion de p27 con técnicas IHQ en tumores
primarios de mama, lo que se asociaba ademds con la progresion tumoral, tanto en el tumor in
situ como en el infiltrante. En 1997, Catzavelos y cols, sugirieron que bajos niveles de expresion
de p27 también predicen un peor pronodstico en los carcinomas de células pequefias de pulmon,
siendo probablemente, un factor prondstico independiente [118]. También Bales y cols,

estudiaron la expresion de p21, p27, ciclina D1 y ciclina E en melanoma, relacionando los altos
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niveles de p21 y p27 con progresion de la enfermedad y resistencia a QT y RT [341]. Esta
resistencia tumoral con sobreexpresion de p27 también la estudiaron Eymin y cols en neoplasias
hematologicas [342, 343], lo que hace importante el estudio de estas proteinas en estos tipos
tumorales para valorar si los casos con sobreexpresion responden en menor medida al
tratamiento adyuvante.

En la serie de Leiser y cols no se observo una relacion significativa entre la expresion de esta
proteina y el diagnostico anatomopatoldgico (p=0,164) [80], con el 61% de los LMS positivos,
frente al 42% de los LM. En nuestra serie, no encontramos una relacion estadistica entre la
expresion de p27 y el ILE o la SG sin observarse tampoco la expresion de p27 como un factor
pronostico independiente en la serie de Leiser y cols.

Son necesarios estudios mas extensos para determinar la importancia de p27 en estos tumores y

su implicacion prondstica.

Estudiamos dentro del apartado de posibles dianas terapéuticas, la expresion THQ de c-kit,
fundamental en el diagndstico y tratamiento de otro tipo de sarcoma, como el GIST, y utilizado
junto a los marcadores musculares y el CD34 para el diagndstico diferencial de este grupo
tumoral con el de los LMS. No hemos encontrado ningtn caso de miometrios control y de LM
con un porcentaje por encima de 10% de las células positivas. Sin embargo, en el grupo de los
LMS 6 casos fueron negativos (37,5%), y 10 casos positivos (62,5%), en un rango variable de
celularidad. Estos resultados fueron significativos (p<0.001), siendo mas frecuente la
positividad de c-kit en los LMS que en los LM. La positividad frente a esta proteina fue
unicamente citoplasmatica, sin observarse claramente un refuerzo de membrana, por lo que hay
que ser cautos, ya que pueden existir reacciones cruzadas con otras proteinas y falsear el
resultado; sin embargo, en los estudios realizados por otros autores como Comunoglu y cols,
Raspollini y cols o Rushing y cols, es este patron de positividad el que encuentran y valoran
como positivo. No estudiamos la presencia de mutaciones frente a c-kit, diana terapéutica en los
tumores GIST, por lo que se podria ampliar el estudio en este sentido, atin siendo nuestra serie
escasa.

En las escasas series publicadas de la expresion de esta proteina en LM y LMS uterinos se
encuentra un estudio de 2007, de Comunoglu y cols, con 20 LM, 22 LMA y 22 LMS.
Encontraron varios casos positivos, predominantemente LMS, con tincién unicamente
citoplasmatica frente a c-kit en 4 LM, 5 LMA y 15 LMS, siendo este resultado estadisticamente
significativo (p<0,05) [344]. En este trabajo también se encontro relevante (p<0,05) la expresion
de COX-2 en los LM (7 LM y 5 LMA fueron positivos) frente al grupo de LMS (donde no
encontraron ningun caso positivo). En 2004, Raspollini y cols, descubrieron en una serie de 32
LMS uterinos positividad frente a c-kit en un 50% de los casos sugiriendo la posibilidad de

tratamiento anti-tirosinquinasa (Imatinib) como posible diana terapéutica, aunque no
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encontraron mutacion de c-kit en ningtin caso. En este estudio consideraron positivos los casos
con expresion de la proteina en el citoplasma y/o en la membrana celular, siendo
predominantemente citoplasmatica en sus casos [345]. No obstante las series de estudios
posteriores no detectaron en los LMS fosforilacion de KI7T, dato determinante para la efectividad
de Imatinib, que actia bloqueando esta fosforilacion [346]. Rushing y cols en 2003 también
encontraron la expresion de esta proteina (predominantemente citoplasmatica, aunque no
especificaron si existia alglin caso con expresion de membrana) en distintos sarcomas uterinos,
demostrando en un Unico caso de LMS (de 7 LMS estudiados) una delecion de los exones 11 y
17 de c-kit. Los tumores que suelen responder a Imatinib presentan frecuentemente mutaciones
en el ex6n 11 de c-kit, sin embargo, los que tienen mutaciones en el exon 17 no suelen

responder a este farmaco [347].

Analizamos la expresion de la proteina PDGFRa, que estuvo presente en todos nuestros casos
salvo un caso de LMU y otro caso de UC. No se observo una relacion significativa entre el
rango de positividad de esta proteina y el diagndstico anatomopatologico (p=0,126). La
expresion de PDGFRa fue en mas del 80% de los casos positiva en un rango superior al 75% de
las células, exceptuando el grupo de LMU que presenta en este rango el 70% de los casos. Sin
embargo si que se observd una mayor intensidad en los LMS (p<0,001), con una intensidad
moderada en todos los casos. También moderada fue la intensidad en el 75% de los LMU y el
56,3% de los LMC, mientras que los controles y los LME presentaron una intensidad débil. Por
otro lado tampoco encontramos una relacion estadistica entre la expresion de esta proteina y el
ILE y la SG.

Liang y cols en 2006, observaron que la expresion de PDGF, se detectaba tanto en los LM como
en el miometrio, siendo mayor la expresion en los LM que en el tejido normal. Ademas
encontraron que la expresion de PDGFRo y PDGFRB también era mayor en los LM (p<0,01)
frente al miometrio no tumoral, sin observar cambios significativos entre las fases del ciclo
menstrual [348]; por todo ello concluyeron que PDGF parece tener una funcién en la
patogénesis de los LM, ademas de en la expresion de moléculas extracelulares. Por el contrario,
Hwu y cols en 2008, no encontraron diferencias significativas entre el grado de expresion de
PDGFRa en LM y el miometrio adyacente no tumoral, aunque si que observaron estas
diferencias con PDGF-C, siendo mayor su expresion en los LM, realizando estos estudios por
PCR real-time [349]. Este ultimo estudio se aproxima a nuestros resultados, aunque dichos
autores no analizaron LMS uterinos, lo que haria interesante, ante los resultados contradictorios
entre las diferentes publicaciones, una valoracion mas extensa de este marcador en estos
tumores mesenquimales. En 2006, Anderson y cols si que compararon la expresion de PDGFR
entre LMS y LM, observando en una serie de 25 LMS de alto grado y 19 LM, 15 LMS positivos
(60%) frente a de los 6 LM (32%), sin ser este resultado significativo (p=0,08), [331]. La
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ausencia de estudios mas extensos hace necesario una profundizacion en esta proteina, que en

algunos casos se acerca al punto de corte de la significacion estadistica.

El estudio de dianas terapéuticas en los tumores uterinos de musculo liso, pasé por revisar la
expresion de IGFR-1 en nuestra serie. S6lo dos de nuestros LMS fueron positivos con una
tincion nuclear, sin observarse expresion en ninguno de los tumores benignos (p=0,315). En
estudios recientes se ha visto un valor a esta diana terapéutica en algunos tumores
ginecologicos, como el carcinoma seroso [350]. Sarfstein y cols vieron en la metformina un
valor terapéutico, también Attias-Geva y cols en 2011 estudiaron en estos mismos tumores
serosos la expresion de p53 e IGFR-1, encontrando una alta expresion tanto en tumores
primarios como metastasicos. También observaron que p53 regula la expresion genética de
IGFR-1, 1o que tiene gran relevancia [351]. En los tumores de musculo liso uterinos, también se
ha llegado a la conclusion de la importancia de la via de IGF-1 en el desarrollo de los LM y su
crecimiento [177, 352-354].

En 2008, Yu y cols, estudiaron la expresion de receptores tirosinquinasa, y de IGF-1 en LM
uterinos. En el estudio IHQ, se observo que la expresion del péptido IGF-1 fue mayor en los LM
frente al tejido miometrial, presentando este ltimo una tincién minima perivascular. Los LM
expresaron IGF-1 tanto en el citoplasma de sus células musculares como en los fibroblastos de
la matriz extracelular de forma moderada a intensa. Tanto los LM como las muestras de
miometrio expresaron IGFR-1B, aunque fue mayor en los LM [355]. Van de Ven y cols en
1997, realizaron entre otras técnicas IHQ con IGFR-1 e IGFR-2, encontrandose el tipo 1
expresado en el citoplasma tanto de LM, LMS y miometrio, siendo mayor su expresion en los
LM frente a los otros grupos. El tipo 2 fue positivo en todos los grupos, en el citoplasma,

perinuclear, siendo similar en miometrio y LM y de menor intensidad en LMS [356].

Otra posible diana terapéutica estudiada fue la expresion de la proteina c-erb-B2, una proteina
transmembrana perteneciente a la familia EGFR con actividad tirosinquinasa. En nuestra serie,
se observaron 6 LMS (37, 5% de los casos), con un rango de positividad superior al 10% de las
células, predominantemente citoplasmatico con refuerzo de membrana ocasional, siendo
negativos todos los LM a excepcion de 2 casos de LMU escasamente positivos (Gnicamente
citoplasmatico), y de forma tan débil que se considerd posible difusion del anticuerpo. Estos
resultados fueron significativos (p<0,001).

En la literatura encontramos muy pocos estudios sobre c-erb-B2 en los LMS y LM uterinos. En
2004, Amant y cols, realizaron un analisis de su expresion considerando Unicamente la tincion
de membrana. En su serie incluyeron entre otros sarcomas uterinos, 10 LMS (7 primarios y 3
recurrencias) siendo todos ellos negativos frente a c-erb-B2, al igual que los SEE, en cambio,

los adenosarcomas si que expresaron la proteina en algunos TMM, y algunos sarcomas
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indiferenciados, que presentaron en algunos casos amplificacion de erb-B2 por FISH [357].
Aunque nuestro resultado parece significativo, no se observo en practicamente ninglin caso una
tinciéon de membrana completa y limpia, aunque se vio refuerzo focal de membrana en 4 de los
6 casos, con una positividad citoplasmatica en todos ellos, habiendo que descartar reacciones
cruzadas con acimulos de proteinas citoplasmaticas en estos casos. Teniendo como referencia
los amplios estudios realizados en el carcinoma mamario, donde la positividad radica
inmunohistoquimicamente, en la tincién completa de membrana, nuestra positividad se deberia
probablemente a una reaccion cruzada con otras proteinas. Por ello, seria mas prudente realizar
series mas amplias y realizar estudios genéticos para determinar la presencia de amplificaciones
del oncogen HER2/neu en los tumores con tinciéon de membrana.

Por otro lado no observamos ninguna relacion estadistica entre la expresion de esta proteina y el

ILE y la SG, sin poder contrastar este resultado con la bibliografia.

La e-caderina es un marcador de transicion epitelio-mesénquima, que, aunque se expresa de
manera poco frecuente en los tumores mesenquimales, puede aportar en algunos casos datos
interesantes. No hemos encontrado en la literatura estudios de la expresidon de esta proteina en
grandes series de tumores de musculo liso uterinos. En nuestro estudio todos los casos fueron
negativos frente a esta proteina. Sin embargo si que se han visto casos de LMS de partes
blandas con expresion de e-caderina. Tian y cols, en 2013, en una serie de 45 casos observaron
que la expresion de e-caderina (15,6% de los casos) y la pérdida de expresion de vimentina se
correlacionaban con un pronostico favorable, estando la expresion de e-caderina asociada
significativamente a estadios clinicos tempranos [358]. Otros estudios como el de Gogou y cols,
en 2009, no encontraron positividad alguna en una serie de 19 LMS primarios (no metastasicos)

[359].

Entre los mediadores de la transicion epitelio-mesénquima analizamos la expresion de Slug, que
reprime la transcripcion de e-caderina. Todos los casos estudiados presentaron positividad frente
a esta proteina (p=0,073). Mas del 70% de los tumores benignos y mas del 50% de los LMS
obtuvieron una expresion extensa con mas del 75% de las células positivas, presentando menos
del 11% de las células positivas en un caso de LMS (LMS de bajo grado) y 3 casos de LME (3
LMA). En 2010, Yang y cols en un estudio de 31 LMS (no uterinos) y 38 GIST observaron la
correlacion inversa entre la expresion de e-caderina y la expresion de Slug en los LMS
(p<0,001), tanto en la expresion IHQ como en el analisis de mRNA, por lo que sugerian que
Slug pudiera ser importante en el mecanismo de diferenciacion epitelial en los LMS y por lo
tanto una importante diana terapéutica, llevando la inhibicion de Slug a una mejor respuesta
frente a la QT [360]. Nosotros no pudimos realizar la relacion entre la expresion de e-caderina y

slug debido a que la e-caderina no se expresd en ningun caso de nuestra serie. En nuestro
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estudio, las escasas diferencias entre los tumores benignos, los malignos y el miometrio control,
arrojan pocas esperanzas frente a esta proteina, aunque valdria la pena realizar estudios
moleculares para buscar diferencias. No hemos encontrado estudios comparativos dentro de los
tumores uterinos, por lo que con ayuda de la biologia molecular podria ser de gran interés el
estudiar si en nuestros tumores también es susceptible de ser una buena diana terapéutica y un

buen marcador de respuesta al tratamiento QT en los LMS.

Junto con Slug, realizamos la determinacion inmunohistoquimica de Snail. Snail se expreso
mas frecuentemente en los UC, los LMU, seguidos de los LME, los LMC y en ultimo lugar en
los LMS. Las diferencias de expresion entre los grupos se observaron en la valoracion del rango
de expresion (p<0,005), sin embargo en el estudio por estado se observo una relacion
significativa entre LMS frente a LME y LMU, aunque no entre LMS y LMC (p=0,073) ya que
estos dos ultimos grupos presentaron una proporcion de casos negativos similar. La menor
expresion de esta proteina en los tumores benignos frente a los malignos fue Ilamativa.
Unicamente 4 casos de LMC (25%) y un caso de LME (7,1%) mostraron una positividad por
encima del 11% de las células tumorales, frente al 62% de los LMS. Sin embargo, en el grupo
de los LMS no se relacion6 la expresion de esta proteina con el ILE ni con la SG. No hemos
encontrado en la bibliografia estudios de esta proteina en tumores de musculo liso uterinos,
siendo interesante evaluar la importancia de este marcador en series mas amplias, ya que puede

aportar informacion a la hora de realizar el diagnostico histopatologico de los LMS uterinos.

Para seguir con el estudio de la transicion epitelio-mesénquima, revisamos la expresion de la
proteina de adhesion Peatenina. La valoracion fue complicada, debido en primer lugar a la
debilidad de la expresion, por lo que nos apoyamos también en la tincion “en gota” que
presentaba en algunos casos. En nuestra serie encontramos con mayor frecuencia positividad en
el grupo de LMS, seguidos de los LME y LMC, siendo todos los LMU y UC negativos, o con
una intensidad de tinciéon muy débil considerada negativa. Por este motivo, no se observaron
diferencias significativas en la expresion de Pcatenina entre los LMS y los LME, ni con los
LMC. Por otro lado, en nuestra serie no se relaciond la expresion de esta proteina con el
prondstico, teniendo un ILE y una SG similar los casos positivos y negativos frente a Bcatenina
en el grupo de los LMS.

En 2013, Lusby y cols, en una serie de 349 LMS, de los cuales 157 casos tenian recurrencia
intraabdominal y 192 casos tenian metastasis a distancia, estudiaron entre otras la expresion de
Pcatenina que se relacioné con un menor ILE, relacionandose la sobreexpresion como factor de
riesgo de recurrencia intraabdominal [309]. Otros estudios, en 2009 como el de Gogou y cols, y
el de Kildal y cols también vieron la sobreexpresion de esta proteina como un factor de riesgo

en los LMS [359, 361].
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La determinacion de esta proteina en los tumores de muisculo liso uterinos no es muy frecuente
en la bibliografia consultada, Pérot y cols de 2012, se propusieron observar entre otras cosas, la
localizacion de expresion (nuclear/citoplasmatica) de esta proteina en relacion con las
mutaciones de MEDI2 en 9 LMU (con mutacion de MEDI2 en 6), 5 LMA (MEDI2 no
mutado), 8 tumores de musculo liso de incierto potencial de malignidad (1 caso mutado), y 10
LMS (2 casos mutados). Encontraron que el 66,6% de los LMU, 80% de los LMA, el 87,7% de
los tumores de incierto potencial de malignidad, y el 70% de los LMS mostraron una
positividad de membrana frente a Bcatenina. En cambio, una tincion citoplasmatica, asociada o
no a una tincién de membrana, se aprecid en el 22% de los LMU, 20% de LMA, 37,5% de los
tumores musculares de incierto potencial de malignidad y en el 40% de LMS. Asi obtuvieron
que el 71,4% (5/7) tumores con mutacion de MED]2 presentaron expresion de membrana, uno
de ellos también citoplasmatica, y los 2 casos restantes fueron negativos. Por otro lado, los casos
no mutados, fueron 2 de ellos negativos, y el resto presentaron tincion de membrana y
citoplasmatica (16,7%), citoplasmatica en el 25% y de membrana en el 41,6% [27]. Seria
interesante realizar estudios mas amplios, y analizar en los casos positivos la mutacion del gen

para valorar posibles dianas terapéuticas.

La proteina AKT relacionada con el ciclo celular, mostré en nuestros casos una positividad
mayor en los tumores benignos y el miometrio control que en los LMS. Los resultados en
cuanto al rango de expresion de esta proteina fueron significativos (p<0,001). Mas del 80% de
los LM presentaron una positividad extensa, con mas del 75% de las células positivas con una
intensidad moderada a intensa, mientras en el grupo de los LMS, el 40% de los casos
presentaron una positividad por debajo del 30% de las células. La activacion de la via mTOR se
conoce en los tumores de musculo liso uterinos, Dhingra y cols en 2010, realizaron un estudio
en 47 tumores uterinos de musculo liso (incluyendo 11 LMS, 17 tumores de musculo liso de
potencial maligno incierto y 19 LM) y 9 miometrios control. Realizaron técnicas IHQ
incluyendo p-AKT, p-mTOR, p-p70S6K y fosfolipasa D1 (PLD1). Todos los tumores fueron
positivos con una mayor intensidad de expresion de las 4 proteinas estudiadas en los LMS,
seguido de los tumores de malignidad incierta, y de los LM, siendo los miometrios control
débilmente positivos frente a p-AKT, p-mTOR y PLDI1, y el 22% con positividad moderada
frente a p-p70S6K [362]. En nuestro estudio, la intensidad de la tincion con AKT no resultd
significativa, siendo los casos positivos de forma homogénea y predominantemente moderada.
Y sin embargo, si que encontramos, 3 casos en el grupo de los LMS con menos del 10% de
celularidad positiva frente a esta proteina. Seria interesante realizar mas estudios para valorar la
via PI3K-AKT-mTOR en nuestra serie, ya que multiples estudios, como el de Hernando y cols
en 2007, han encontrado su relacion con la proliferacion del musculo liso uterino, aunque no

parece ser suficiente su activacion para el desarrollo de LMS [363].
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Realizamos el estatus hormonal en todos los casos con la determinacion de RREE y RRPP
siendo mas frecuente la expresion de estos ultimos. A excepcion de los 5 LMA de nuestra serie,
y un tnico caso de LMU, todos los LM presentaron una positividad significativa de los RREE.
En el grupo de los LMS, 6 casos resultaron negativos (37,5%) y otro presentd una positividad
escasa de menos del 10% de las células tumorales. Estos hallazgos fueron significativos
(p<0,001), siendo los LM mas frecuentemente positivos frente a estos receptores hormonales.
En la literatura hay numerosas series que valoran la expresion de RREE. Gokaslan y cols, en
2005, estudiaron la expresion de estos receptores en una serie de 17 LMS uterinos, 2 tumores
musculares con incierto potencial de malignidad, 9 LMA y 15 LMU. El resultado de la
expresion de RREE no fue claramente significativo (p~0,07), aunque si proximo a su punto de
corte, observando que a mayor grado de diferenciacion del tumor, mayor era la expresion de
este receptor. En cambio si que encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p=0,005) en la expresion de RRPP, que fue mayor en los tumores benignos (tanto LM como
LMA) en comparacion con los LMS [364]. En 2004 Leitao y cols, en una serie de 25 LMS y 19
LM, también observaron una mayor expresion de RREE en los LM en comparacién con los
LMS (p=0,03), y también esta misma relacion con la expresion de RRPP (p=0,001), sin ver, en
cambio, diferencias significativas entre estos dos grupos tumorales en cuanto a la expresion de
receptores de androgenos (p=0,75) [71]. Estos resultados se asemejan a los nuestros, siendo
interesante la evaluacion de los RREE en los tumores de musculo liso uterinos, aunque los
RRPP son sin duda los que tienen un papel mas determinante. Pocas series han estudiado la
importancia de estos marcadores con el prondstico; entre ellos Bodner y cols en 2003, aunque
no encontraron relacion significativa (p>0,05) entre la positividad de estos receptores

(estrogenos y progesterona) y el pronostico [70].

La positividad de los RRPP fue mayor y mas intensa que la de los RREE en todos los grupos, y
menos frecuente en los LMS. El estudio de los RRPP mostré en nuestros casos una positividad
extensa de todos los LM (s6lo hubo un caso de LME con menos del 25% de las células
positivas, un LMA), con mayor o menor intensidad, y en el grupo de los LMS, 7 casos (43,8%)
totalmente negativos frente a este receptor, y un caso (6,3%) con un rango de positividad por
debajo del 10% de las células tumorales. Estos resultados fueron muy significativos (p<0,001).
En otras series, el valor diagndstico de esta proteina para diferenciar entre LM y LMS estuvo
por delante del de los RREE, y asi Bodner y cols, propusieron este marcador para diferenciar
entre LMS y tumores de musculo liso dudosos [70], ya que no sélo era significativa la mayor
expresion de RRPP en los LM en comparacion con los LMS, sino también existia una mayor
expresion en los tumores de musculo liso con incierto potencial de malignidad frente a los LMS

(p<0,05). Esta misma relacion la corroboraron Hewedi y cols en 2012, que vieron en este
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marcador junto a p53, una buena combinacion para diferenciar los tumores malignos de los
benignos, siendo el perfil IHQ de RRPP positivos moderada o intensa, junto a la expresion de
p53 nula o baja, especifico 100% de un diagnostico no-sarcomatoso [365]. Otros estudios han
encontrado baja expresion de RRPP en los LMS [70, 78, 366], siendo de media el 45-50% de
los casos negativos, resultado acorde con nuestro analisis.

El tratamiento con moduladores de los receptores de la progesterona se utiliza en los LM
uterinos. En nuestro trabajo y en el resto de series se observa una menor expresion de receptores
hormonales en los LMS, pero a pesar de esto, un 50% expresaron RREE y un 50% expresaron
RRPP en nuestra serie. Seria interesante evaluar en casos concretos la utilizacion de estos
tratamientos en los LMS, por ejemplo en cirugias incompletas de tumores positivos, como
adyuvancia, o en tumores de bajo grado con biopsia diagnostica positiva en pacientes poco
aptos para cirugia (por el estado general, edad, negativa de la paciente...) al igual que en otras
patologias uterinas [367, 368], En 2014, Thanopoulou y cols en una serie de 16 LMS uterinos,
vieron que los LMS con expresion de RREE y/o RRPP, sobretodo moderada a severa, y/o los de
bajo grado y con un volumen pequefio, son los mejores candidatos al tratamiento en primera
linea de inhibidores de la aromatasa (Letrozol). Constataron en sus casos una mayor
supervivencia global en este grupo. Ademas encontraron una tolerancia al tratamiento buena.
Con estos hallazgos concluyeron que el tratamiento con inhibidores de la aromatasa podria ser
un buen tratamiento sistémico en casos seleccionados [369]. También en 2014, George y cols en
un estudio de 26 pacientes con LMS uterinos metastasicos y/o irresecables, utilizaron Letrozol
como tratamiento adyuvante, observando en el 50% una estabilizacion de la enfermedad en 14
de las pacientes. En este estudio también observaron una buena tolerancia del tratamiento.

La escasa toxicidad de estos tratamientos junto al beneficio en cuanto a la SG en este tipo de
tumores con tan escasas posibilidades terapéuticas justificaria la posibilidad de considerar los

tratamientos hormonales en pacientes seleccionados [370].

El CD31 y el CD34, marcadores ambos de células endoteliales, fueron analizados en nuestra
serie no solo para observar su expresion en las células tumorales, sino también para valorar la
densidad y morfologia de la vascularizacion dentro de estos grupos tumorales. La densidad de la
microvascularizacion es considerada un marcador de la angiogénesis, de gran importancia para
el desarrollo de las lesiones neoplasicas. En nuestro trabajo, ambos marcadores fueron negativos
en las células musculares tanto en los casos de miometrio control, como en todos los grupos
tumorales (LMU, LMC, LME y LMS). Asimismo, no observamos diferencias entre los distintos
grupos tumorales en cuanto a la densidad de la microvascularizacion (p=0,3 y p~=0,4
respectivamente). Tampoco encontramos claras diferencias entre los LMS y el tejido control
(p=0,07). Poncelet y cols, en 2004, publicaron una serie de 32 miometrios normales, 32 LM

uterinos y 12 LMS, donde determinaron el valor prondstico de anticuerpos contra el factor von
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Willebrand (FvW), el CD31, CD34 y el VEGF. Estos autores encontraron diferencias
significativas con el FvW y el CD34 (p<0,05) siendo menor la densidad de la
microvascularizacion en los LMS y LM frente al miometrio sano. No se observaron diferencias
significativas en la expresion de CD34 y anti-VEGF entre los grupos tumorales. En el grupo de
los LMS, una baja densidad de la microvascularizacion, puesta en evidencia con anti-FvW se
relacioné con recurrencias (p=~0,04) y menor SG (p~0,03) [371] . Estudios recientes como en el
de Avdalyan y cols en 2012, han utilizado la expresion de la proteina CD31 para valorar la
densidad de microvascularizacion en los LMS y su valor pronostico. Esta serie contaba con 66
pacientes con diagndstico de LMS. En sus resultados, la densidad de la microvascularizacion,
puesta en evidencia con CD31 fue menor en el tejido adyacente al tumor, sin observarse
diferencias significativas (p=0,9) entre los dos tejidos. Tampoco vieron relacion entre la
densidad de la microvascularizacién y el grado, estadio ni tamafio tumoral de los LMS. Aunque
si que encontraron relacion entre la densidad de la microvascularizacion del tejido peritumoral y
el pronodstico [372]. En 2015, Bobinski y cols en una serie de 50 LMS tampoco encontraron una
relacion entre la densidad de microvasos y el estadio de la FIGO, ni entre la densidad de la
vascularizacion y el pronéstico, y con estos hallazgos concluyeron que fenomenos de
“mimetismo vascular”, formacion de estructuras pseudo-vasculares sin celularidad endotelial
pero con capacidad de transportar sangre, y de transicion epitelio-mesénquima pueden tener
lugar en los LMS, y podrian relacionarse con nuevas dianas terapéuticas y factores prondsticos
[373]. Estos fenomenos de mimetismo vascular se han visto en otros sarcomas como en el
rabdomiosarcoma relacionandose con un peor prondstico [374].

En cuanto a los tratamientos antiangiogénesicos como la talidomida o el sunitinib, de momento

no ha demostrado actividad antiangiogénesicos en los LMS [375, 376].

La proteina CD44 parece estar asociada con la migracion celular y por este motivo nos parecio
interesante determinar su expresion en los tumores analizados en la presente serie, en vista a
estudiar su potencial en el diagnostico y el pronostico. En nuestro trabajo la expresion de CD44
fue similar en todos los grupos (p=0,258). Mientras que el 46% de los UC y entre el 43% y el
75% de los LM presentaron una expresion nula o minima de este marcador, hasta el 75% de los
LMS fueron también negativos. Con respecto a los casos positivos, fueron mas frecuentes en el
grupo control con un 55% de los casos y en el grupo de LMU y LME con hasta un 56% de los
casos con una positividad de mas del 30% de la celularidad tumoral.

Ya en 1999, Rao y cols en un trabajo sobre LMS uterinos y extrauterinos, compararon la
expresion de CD44s, Glutl, Bcl-2 y ciclina D1 en 16 LMS extrauterinos, 14 LMS uterinos y 5
LM uterinos y 5 LM extrauterinos viendo que mientras que todos los LM eran positivos
difusamente frente a CD44s, Bcl-2 y ciclina D1, y negativos frente a Glut 1, el 50% de los LMS

uterinos y el 25% de los extrauterinos eran positivos frente a Glut 1, y en cambio mas del 80%
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de los LMS extrauterinos y el 50% de los LMS uterinos fueron negativos frente a CD44s;
resultados semejantes a los encontrados en nuestra serie. Ademas de esto, Glut 1 se relacion6
con la agresividad tumoral [332]. La escasez de casos de LM uterinos en este estudio lo hace
dificilmente comparable con nuestra serie, sin embrago, los resultados en el grupo de LMS
uterinos, en un grupo similar al nuestro, se asemejan a nuestros hallazgos.

En 2001, Poncelet y cols, estudiaron la expresion de CD44 y sus isoformas V3 y V6 en tumores
de musculo liso uterinos para analizar su importancia en el diagnostico anatomopatologico.
Utilizaron las técnicas IHQ y de immunoblotting en tejido control (miometrio), LM y LMS. Por
un lado, por immunoblotting, encontraron que tanto en el UC como en los LM se observaban 3
bandas, CD44s, CD44v3 y CD44v6, sin embargo, en los LMS no se encontraba la banda
CD44v3. En el estudio inmunohistoquimico se observo una menor expresion de CD44s en LM
y LMS comparado con los UC (p<0,0001), coincidiendo ademas con un descenso en los LMS
con recurrencia (p=0,03), por lo que en estos tumores podria tener valor prondstico. La ausencia
de expresion en los 3 grupos de CD44vo6, y la ausencia de expresion de CD44v3 en LMS pero
no en LM y UC, permitié concluir en el estudio referido que la ausencia de CD44v3 podria
tener valor para el diagnodstico de los LMS uterinos [377]. Mas recientemente, en 2015,
Kaygusuz y cols en una serie de 35 LMA y 22 LMS pusieron en evidencia con técnicas IHQ la
positividad de todos los casos frente a CD44, siendo también todos negativos frente a E-
caderina, concluyendo que estos dos marcadores no fueron de utilidad en su trabajo para el

diagnéstico diferencial entre estas dos entidades [130].

La proteina OCT3/4, es un marcador de pluripotencialidad, Mas y cols en 2012, observaron “in
vitro” la expresion de OCT4 asi como de NANOG, DNMT3B y GDF3 de células
indiferenciadas consideradas “side population” de leiomiomas, viendo su gran capacidad de
replicacion in vitro en condiciones de hipoxia, y describiendo su capacidad funcional en un
modelo animal, convirtiéndose en tejido fibroso “in vivo” [378] .En nuestro estudio, LMU y
LMC presentan més frecuentemente una alta expresion inmunohistoquimica de esta proteina,
mientras que en los LMS y LME esta expresion es mas heterogénea. Observamos una relacion
estadistica en su expresion y el diagnostico anatomopatologico entre los LMS frente a LMU y
LMC, siendo similar la expresion entre los grupos de LMS y LME. La pérdida de esta expresion
no hemos podido asociarla a ninguno de los tipos de LME analizados. En 2005, Tai y cols
vieron que aunque OCT4 es un marcador de células madre embrionarias, se expresa en las
células madre de algunos tejidos adultos, como el renal, pancreatico, gastrico, hepatico, adiposo
y en las de el epitelio mamario, disminuyendo su expresion con la diferenciacion de estas
células. Ademas observaron la expresion de OCT4 en las lineas celulares de tumores de
pancreas e higado [379]. La investigacion sobre células madre somaticas en los leiomiomas es

una via importante a la hora de desarrollar nuevas dianas terapéuticas [380].
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5.3 HALLAZGOS CITOGENETICOS

A pesar de la gran frecuencia de los LM, poco se sabe acerca de la etiologia de sus alteraciones
genéticas. Es ya conocido el hecho de que los LM tienen un menor niimero de alteraciones
citogenéticas que los LMS, que suelen tener cariotipos complejos. Decidimos utilizar el FISH
para ver con una técnica sencilla si encontrabamos diferencias notables en estos dos grupos de
tumores. La simultdnea deteccion, en una tnica hibridacion, del estado numérico de multiples
cromosomas asi como del locus especifico del gen pl6, nos acerca a conocer cambios
citogenéticos concretos de manera rapida. En nuestro estudio, Unicamente estudiamos
alteraciones numéricas de los cromosomas 3, 7 y 17 (con visualizacion del centromero de estos
cromosomas) y del locus especifico 9p21, por lo que alteraciones que no afecten a estas
regiones concretas no se pueden visualizar. No hemos encontrado en la bibliografia ningin
trabajo efectuado con la sonda urovysion en tumores uterinos de musculo liso.

Se ha descrito en la bibliografia la existencia de distintas alteraciones citogenéticas en los LM,
usualmente traslocaciones, deleciones y alguna trisomia.

No hemos encontrado ninguna alteracion numérica de las regiones estudiadas por FISH en los
LM. Esto nos indica que aunque si estan descritas alteraciones en los cromosomas estudiados
como deleciones del 7q y con menor frecuencia del 3q, el numero de cromosomas es mas
frecuentemente disomico. En distintos estudios se han encontrado deleciones del 7q en
aproximadamente el 17% de los LM con cariotipo anormal [13, 381] reordenamientos del
cromosoma 3 y traslocaciones que incluyen el cromosoma 17, siendo estas dos ultimas poco
frecuentes [382].

Por otro lado, realizamos con SNP un estudio pangenomico de 3 LME y 4 LMS, observando la
presencia de diversas alteraciones. Sin embargo con esta técnica, no se visualizaron alteraciones
numéricas de ninguno de los casos, ya que el programa informatico que organiza los resultados
obtenidos, tiende a homogeneizar los hallazgos, por lo que estas alteraciones se ven mas
claramente con el FISH.

En nuestro trabajo, en los 3 LME estudiados se encontraron sobretodo alteraciones
segmentarias, de predominio en el cromosoma 1. Encontramos como alteraciones del
cromosoma 1 en su brazo corto; 1p-(ter-36.11) y +1p(36.11-31)(31.1-22.3) en el primer caso,
1p-(ter-36.12)(35.3-34.2)(31-11.2) en el segundo caso. En 1p se alojan genes como 7P73
(1p36.2) que codifica una proteina de la familia de p53 involucrado en el control del ciclo
celular y la apoptosis; ademas en 1p36.12 encontramos el gen ALPL (gen de la fosfatasa
alcalina, de la que no se conoce a ciencia cierta su funcion), y en 1p22.3 se encuentra LMO4, un
factor de trascripcion..En 1p33-1p34 encontramos la familia de genes de SRO, que comprende
unos 59 genes relacionados con la reparacion (MUTYH), regulacion de la proliferacion

(PRDX1), desarrollo embrionario (FOXD2, FOXE3 y PTCH?2). La ganancia afectando a genes
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como JUN (1p32.1) se observd en LMS y en el componente de LM presente en la misma lesion
[211]. La pérdida de 1p, o partes de 1p, es la segunda alteracion citogenética en meningiomas y
se asocia a meningiomas grado Il y III. Los meningiomas tienen ciertas caracteristicas similares
a los LM, ambos son tumores frecuentes, los LM son lo mas frecuentes a nivel uterino, y los
meningiomas son los tumores cerebrales primarios mas frecuentes en el adulto. En el caso de los
LM es indiscutible su relacion con factores hormonales. En los meningiomas diferentes estudios
como el de Custer y cols en 2002, y Lee y cols en 2006, también sugirieron esta relacion [383,
384]. Yen y cols en 2014, han publicado una serie de 281.244 mujeres, donde han observado
que el riesgo de desarrollar un meningioma, era superior en las mujeres con LM (45%) que en
las que no presentaban esta patologia, en el grupo de mujeres entre los 36 y los 65 afos [385].
También tienen una morfologia con ciertos parecidos, expresion IHQ habitualmente de RRPP,
siendo los meningiomas negativos frente a RRPP, y semejanzas citogenéticas (1p-), por lo que
seria interesante un estudio mas en profundidad que podria ayudar a aclarar las causas concretas
de su desarrollo.

En +1q(21.1-32.2), se encuentra 1g23.3 que fue una de las regiones con mayor nivel de
ganancias en el estudio de Raish y cols en 2009 [220]. Encontramos en los LMA alteraciones en
el cromosoma 2 en uno de los casos 2q-(11.2-12.2)(14.2-23.3)(24.1-24.3)(32.2-ter), en 2q
encontramos genes como la Desmina en 2q35, ERBB4 en 2q33.3-q34, la histona deacetilasa 4
en 2q37.3 un gen involucrado con la trascripcion, y ciclo y desarrollo celular. En el tercer caso
de LMA encontramos una perdida en el cromosoma 6, 6pq-(ter-q14.1), donde se incluye el gen
de los RREE, en 6q25.1, que estudiamos, siendo este caso ademads negativo frente a RREE. Los
otros dos casos, también negativos frente a RREE no presentaron alteracion de esa region.

Salvo en el caso n°l con una FSCA +3q29, no se encontraron otras alteraciones en los
cromosomas 3, 7, 17, ni alteraciones en 9p21 en ninguno de los LMA, acorde con los resultados
obtenidos en el FISH. Todos los LMA fueron positivos frente a RRPP y negativos frente a
RREE. El gen de los RRPP esta en 11g22., y ninguno de los casos de LMA presentd
alteraciones en el cromosoma 11.

En 2009, Bowden y cols, realizaron un estudio pangendémico con SNP en 16 LM y en
miometrio normal. El 56% de los tumores (9) presentaron alteraciones genéticas, 4 de los cuales
presentaron alteraciones de mas de 5 Mb, y 5 presentaron alteraciones de menos de 5 Mb. Entre
los resultados se centraron en aquellas alteraciones genéticas que no estuvieran presentes en el
miometrio control, consideradas especificas de los LM. De estas 17 alteraciones encontradas
exclusivamente en los LM se encontraban la delecion de 1p, 1q42.13, 2q37.3, 3q25.1-q26.1,
7921.12, 7921.2-q31.31, 7q32.3, 7921.3-q31.1, 11q13.1, 12q13.13, delecién del cromosoma
13, 14q23.3-qter, 15q11.2-q23, 17p-q21.31, 20q11.21, y 22q12.2-q12.3, corroborando estos
hallazgos con PCR cuantitativa a excepcion de las deleciones de 7q21.12, 12q13.13 y 20q11.21

[386].Dos de nuestros LM presentaron una pérdida de 1q incluyendo 1q42.13, localizacién que
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codifica el gen RHOU (de la familia RAS) una GTPasa de la familia Rho asociada a numerosos
tumores [387]. Ademas las alteraciones de los niveles hormonales pueden alterar la expresion de
este gen en el miometrio no tumoral facilitando el crecimiento de LM, ya que se ha visto que
este gen es sensible al estradiol [388].

En 2011, Meadows y cols, observaron en una serie de 37 LM pertenecientes a 11 pacientes, con
SNP, 15 tumores presentaban amplificacion en el nimero de copias en mas de 68 localizaciones
diferentes, encontrando 3p26.3 en 4 de los tumores. Ademas, 4 tumores presentaron pérdida de
heterocigosidad, asociada con los tumores de mayor tamaiio, 2 de ellos en 7q, otro en 1p, 1q, y
16p; y el cuarto una CNLOH en 3q [389].

Por el contrario, los LMS presentaron numerosos cambios numéricos de las regiones estudiadas
por FISH, siendo practicamente todas ellas ganancias, salvo en un caso con pérdida de 9p21
(caso n°11). Nuestros resultados de los SNP no mostraron alteraciones numéricas en ninguno de
los 4 casos sin embargo, si que obtuvimos otras alteraciones, sobretodo segmentarias en el
cromosoma 3 (en 2 de los casos), en el cromosoma 17 (en uno de los casos), y del brazo corto
del cromosoma 9 (en uno de los casos), lugar donde se aloja la region 9p21, estando en este caso
delecionado también en el estudio por FISH. Las ganancias o pérdidas en regiones concretas de
los brazos corto y largo de los cromosomas 3, 7 y 17, no son visualizadas con las sondas
utilizadas aunque si se objetivan las alteraciones numéricas de dichos cromosomas.

La pérdida del gen p16 localizado en la region 9p21 puede ser evaluada con la sonda empleada
pero no si existe una polisomia del cromosoma 9. En cualquier caso, la complejidad del cambio
numérico cromosdmico de los LMS uterinos se pone en evidencia en nuestro trabajo, con
frecuentes ganancias y pérdidas cromosoémicas en muchos casos. Todo ello en contraposicion a
los LM, donde no hemos observado cambio de niimero cromosoémico de las sefiales de las
sondas utilizadas en ninguno de los casos de los diferentes subgrupos.

En los SNP encontramos variadas alteraciones segmentarias; en el cromosoma 1, con pérdida
completa del brazo corto, 1p; en el cromosoma 2 en 2g-(24.1-ter); en el cromosoma 3, en 3g-
(24-25.2), 3p-(12.3-11.1), 39-(21.1-26.329, en el cromosoma 5 en 5p-(ter-13.3) y 5q-(ter-13.3),
en el cromosoma 6 en 6p-, en el cromosoma 8 en 8p-(ter-11.21), en el cromosoma 9 en 9p(ter-
13.1), en el cromosoma 10 en 10g-(22.3-24.32), en el cromosoma 14 en 14q-(23.3-24.3), y en el
cromosoma 22 en 22g-(11.21-ter).

En las series publicadas, los LMS tienen numerosas alteraciones genéticas y cariotipos
usualmente muy complejos. Se han realizado numerosos estudios citogenéticos con distintas
técnicas para detectar las alteraciones de estos tumores. Los LMS uterinos son diferentes tanto
clinicamente como genéticamente al resto de LMS de partes blandas.

En 2001, Hu y cols analizaron 21 LMS uterinos por hibridaciéon gendmica comparada,
observando alteraciones en el numero de copias de DNA en todos los casos. Las pérdidas mas

frecuentes fueron las de 13q (16/21 = 76%), 10q (13/21 = 62%), 16q (8/21 = 38%), 12p (7/21 =
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33%), and 2p (9/21 = 43%). Las ganancias mas frecuentes fueron las de 17p (8/21 = 38%), Xp
(7/21 =33%), y 1q (7/21 = 33%). Ganancias con gran cantidad de copias se vieron en Xp, 1q, y
17p. [218]. Observaron que pérdidas de 10q, 2p y 12p y ganancias de 1q y 17p se encontraban
con mayor frecuencia en los LMS de alto grado y con recurrencias, asociando la inactivacion de
genes supresores y la activacion de oncogenes en estas regiones a un comportamiento mas
agresivo. En cambio, también constataron que tumores con pérdida inicamente de 13q, sin otros
hallazgos, tuvieron mayor SG.

Cho y cols en 2005, mostraron mediante arrays de CGH y FISH alteraciones especificas en
estos tumores. Regiones cromosdmicas ganadas fueron 7q36.3, 7q33-q35, 12ql13-ql5, y
12923.3, mientras que regiones con pérdidas homocigotas fueron 1q21.1, 2p22.2, 6pll.2,
9p21.1, 9p22.1, 14q32.33 y 14932.33 [207]. Mas recientemente en 2011, Raish y cols, también
realizaron estudios citogenéticos mediante arrays de GH y PCR en 15 casos de LMS uterinos,
encontrando en todos ellos ganancias y pérdidas especificas. Entre otras, encontraron ganancias
de 7pl14.2, 7q34, 7935, 7q36.3, 17p11.2, 17p13.3, 17q21.33, 17q25.3, ademas de hallar regiones
de pérdidas concretas en 7q21.2, 9p21.2,y 17p13.1 [220].

5.4 ARBOL DE TOMA DE DECISION DE AYUDA AL DIAGNOSTICO

Hay que tener en cuenta las limitaciones y la variabilidad del set de entrenamiento.

Los resultados obtenidos sirven para nuestra serie, pero a la hora de extrapolar los resultados
habria que realizar series amplias. En nuestro trabajo, la variable que mejor discrimina entre LM
y LMS es el nimero de mitosis, con un punto de corte en 15 mitosis en 10 CGA. En segundo
lugar, la variable que reclasifica correctamente un nimero mayor de muestras mal clasificadas
fueron, c-kit, ki67 y p53, siendo la primera la que lo hacia de forma constante, fueran cuales
fueran los casos seleccionados aleatoriamente en los grupos de LMS. De los 7 casos de LMS
con un recuento mitdtico inferior a 16 mitosis en 10 CGA, 5 de ellos presentaron positividad
citoplasmatica frente a c-kit al menos en el 11 % de su celularidad, esto explica que estas dos
variables juntas, lograron clasificar 12 de los 16 LMS correctamente.

Las otras dos variables, como p53 y ki67 también complementan al nimero de mitosis para
ayudar al diagnostico, aunque en nuestra serie de forma menos estable. De todos modos, la
precision puede ser en algunos modelos incluso superior a la obtenida con c-kit.

Tenemos que tener en cuenta que otras variables, como p16, aunque por si solas pueden aportar
una mayor informacién a la hora del diagnostico que c-kit, al utilizarla con otras de nuestras

variables pueden no mejorar la clasificacion de una lesion.
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Parece que p53, y pl6 se suelen corresponder bastante con ki67, como hemos visto
anteriormente, por lo que no suelen complementarse para la toma de decisiones.

Estos algoritmos de decision han sido utilizados en medicina en multiples estudios, por ejemplo
para clasificar enfermedades en distintos estadios, como en 2014, Mestizo Gutiérrez y cols, en
la enfermedad de Alzheimer, observando que es el mini-Mental State Examination (MMSE) la
variable mas informativa para esta clasificacion [390].

También puede servir para la toma de decisiones en cuanto a tratamiento, segin diferentes
parametros; en 2014 Putora y cols, realizaron en conjunto con otros centros, el arbol de decision
para el tratamiento de pacientes con cancer de prostata basandose en 3 parametros, el estadio
quirargico, el nivel de Gleason, y los niveles de PSA [391], utilizando el arbol de decision para

sentar unas bases objetivas para el consenso.
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6. CONCLUSIONES

“La tesis no se acaba....... se entrega” L.T
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Conclusiones

El analisis clinico, histopatolégico, inmunohistoquimico, citogenético y pronostico de 16 casos
de LMS uterinos y 60 LM uterinos incluibles dentro del contexto de los llamados “tumores

mesenquimales de musculo liso” nos ha permitido obtener las siguientes conclusiones:

1. La edad media de las pacientes con LM uterinos es inferior a la que presentan los LMS.
Mientras que los LM aparecen en la edad fértil, los LMS aparecen predominantemente a partir

de los 45 afios.

2. LM y LMS presentan una clinica de debut semejante, lo que dificulta el diagnostico clinico.
El sangrado es la forma de presentacion mas frecuente en ambos grupos, aunque su significado
es mayor tras la menopausia. La presencia de dolor es mas frecuente en el grupo de los LMS, ya

que suelen ser tumores de mayor tamaiio.

3. El tamafo tumoral de mas de 10 cm es un criterio importante de sospecho de malignidad a

tener en cuenta en la clinica. Los LMS suelen ser de gran tamatfio.

4. Desde un punto de vista morfoldgico, un recuento de mas de 10 mitosis en 10 CGA es un
criterio sospechoso de malignidad. Los LM mitéticamente activos no suelen rebasar las &
mitosis en 10 CGA. Por otro lado, cuando elevamos el contaje a 15 mitosis en 10 CGA, es un
excelente criterio para la toma de decision en el diagndstico, siendo en nuestro estudio el mejor

de todos.

5. El indice de proliferacion puesto en evidencia con la expresion de ki67, es superior en el
grupo de los LMS frente a los LM, no obstante, aunque es un excelente marcador nuclear de

células en ciclo, no sustituye ni supera el recuento mitdtico.

6. Las proteinas proapoptoticas y antiapoptdticas Bax y Bcel-2 estan relacionadas con el estadio
tumoral, aunque su heterogeneidad y el tamafio muestral del presente estudio, no permiten

confirmar esta relacion.

7. Diferentes proteinas del ciclo celular (p53, pl6 y p21) estan sobreexpresadas en los LMS con
mayor frecuencia que en los LM. Especialmente la p53, es un buen marcador para el
diagnostico diferencial con los LM. También la intensidad de p16 puede servir de ayuda, siendo

mas intensa y homogénea en los LMS.

8. Expresion de dianas terapéuticas como c-kit, c-erb-B2, PDGFRa o IGFR-1 necesitan ser

estudiadas en series mayores para conocer su posible importancia terapéutica en los LMS. La
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expresion de c-kit se ha encontrado en nuestra serie unicamente en los LMS, siendo una tincion

citoplasmatica que seria interesante interpretar con series mas amplias.

9. La expresion de receptores hormonales en los LMS es menos frecuente que en los LM,
observando que son los LMS de alto grado los que con mayor frecuencia son negativos. Seria
interesante considerar la terapia hormonal como un posible tratamiento adyuvante en los casos

positivos como los moduladores de los receptores de la progesterona en los LM.

10. Genéticamente, los LM no parecen presentar alteraciones numéricas de los cromosomas 3,
7, 17 ni del locus especifico 9p21. Por el contrario, los LMS, tumores que presentan
frecuentemente cariotipos complejos, muestran con frecuencia ganancias del cromosoma 3 y
menos frecuentemente de los cromosomas 7 y 17 y del locus 9p21. Las pérdidas cromosomicas

y/o deleciones de estos cromosomas, son menos frecuentes en estos tumores.

11. La somia cromosdmica de estos tumores se ha podido determinar de forma mas precisa
mediante la técnica FISH que con SNP de Illumina.

Los tumores de musculo liso uterinos tienen variadas y numerosas alteraciones genéticas; si
observamos las tendencias con estudios pangendmicos podemos seleccionar cuales de ellas

tienen interés en el desarrollo de estudios posteriores.

12. Los arboles de decision pueden servir de base para el consenso en la toma de decisiones, y
un punto de partida para considerar nuevas alternativas para llegar al diagnostico, con una
precision por encima del 80%. El contaje por encima de 15 mitosis en 10 CGA en primero
lugar, junto a la expresion de c-kit, p53 y ki67 ha sido de utilidad en la toma de decision del
diagndstico, La variable c-kit es mas estable en nuestra serie, aunque es la mas dificilmente
interpretable en estos tumores. Estas variables son complementarias con la primera, por lo que

le aportan un afladido de informacién para diferenciar entre LM y LMS
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7. ANEXOS

“Las imagenes eran lo que de nifios nos hacia felices,

hacen funcionar otras partes del cerebro, ya cansado de tanta letra”. L.A.
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Figura 96: Resultados inmunohistoquimicos mas relevantes en leiomiomas celulares (LMC).
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Figura 98: Resultados inmunohistoquimicos mas relevantes en leiomiosarcomas (LMS).
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[

Figura 99: Resultados inmunohistoquimicos mas relevantes en utero control (UC).

ka

i1

Lk

Lt

ba

[

hai

3]

Ba

b2

bk

i

0

0

Rai

(1]

(1]

(5]

(1]

h

i

a

L

ba

fai

L

L

a

a

ba

hai

THIZ I EId  ITHD Lid 1id 14 T £d X¥E TI8E 511

TRENE DN1T1E

Y4

A 409 2YISHTd 18V

ELID

261



Anexos

ANEXO 6

& CEEEDeETywWT,

LogR Ratio
a
=I-
88

b
L g
83

LogR Ratio
a
=I-
88

)
I}
88

5 TR
ST Samples 211312_Liatipt

GT Samples 211912_

B Allle Freq
o
o
]

Log R Ratio
o
o
]

10 CEEECEEETTgy
GT Samples 211912_

P

B Alee Freq LagF: et B Alee Freg

Lo R Ratio

—
ST Samples 2113

1z S s s

GT Samples 211

Log R Ratia

=
16

GT samples 21

Log R Ratio

ST Sample

LogR Ratio

ST =a

B Allele Freq

Log R Ratio

B Alele Freg

LogR Retio
o
o
a
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Figura 101: Resultados de los SNP en el cromosoma 1 en el leiomioma atipico (LMatipico) n°1

Pérdida de 1p(ter-36.11), ganancia de 1p(36.11-31.1)(31.1-22.3), ganancia de 1q(21.1-32.2),

pérdida de 1q(32.2-ter).
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Figura 102: Resultados de los SNP en el cromosoma 3 en el leiomioma atipico (LMatipico) n°1
Aberracion cromosomica focal sementaria (FSCA) +3q29.
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Figura 104: Resultados de SNP en el cromosoma 1 en el leiomioma atipico (LMatipico) n°2

Pérdida de 1p(ter-36.12)(35.3-34.2)(31-11.2).
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Figura 106: Conjunto de resultados de SNP del leiomioma atipico (LMA) n°3 (a0s2).
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Figura 110: Resultados de SNP en el cromosoma 17 en el leiomiosarcoma (LMS) n°4

numero de copia neutro con pérdida de heterocigosidad (CNLOH) 17p(12-11.2).
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Figura 112: Resultados de SNP en el cromosoma 3 en el leiomiosarcoma (LMS) n°8.
Pérdida de 3q(24-25.2).
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Figura 113: Resultados de SNP en el cromosoma 1 en el leiomiosarcoma (LMS) n°8.
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Figura 115: Resultados de SNP en el cromosoma 11 en el leiomiosarcoma (LMS) n°S.
Numero de copia neutro con pérdida de heterocigosidad (CNLOH) 11p(15.4-15.3).
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Figura 116: Resultados de SNP en el cromosoma 13 en el leiomiosarcoma (LMS) n°8.
Numero de copia neutro con pérdida de heterocigosidad (CNLOH) 13q(32.2-33.1).
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Figura 117: Conjunto de resultados de SNP del leiomiosarcoma (LMS) n°11 (a0s2).
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Figura 118: Resultados de SNP en el cromosoma 5 en el leiomiosarcoma (LMS) n°11.

Pérdida de Sp(ter-13.3).
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Figura 119: Resultados de SNP en el cromosoma 9 en el leiomiosarcoma (LMS) n°11.

Pérdida de 9p(ter-13.1).
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Figura 120: Conjunto de resultados de SNP del leiomiosarcoma (LMS) n°13 (alsl5).
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Figura 121: Resultados de SNP en el cromosoma 1 en el leiomiosarcoma (LMS) n°13.
Pérdida de 1p.
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Figura 122: Resultados de SNP en el cromosoma 2 en el leiomiosarcoma (LMS) n°13.
Pérdida de 2q(24.1-ter).
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Figura 123: Resultados de SNP en el cromosoma 3 en el leiomiosarcoma (LMS) n°13.
Pérdidas de 3p(12.3-11.1), y 3q(21.1-26.32).
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Figura 124: Resultados de SNP en el cromosoma 5 en el leiomiosarcoma (LMS) n

Pérdida de 5q-(14.3(x2)).
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Figura 125: Resultados de SNP en el cromosoma 6 en el leiomiosarcoma (LMS) n°13.

Pérdida de 6p.
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Figura 126: Resultados de SNP en el cromosoma 8 en el leiomiosarcoma (LMS) n°13
Pérdida de 8p(ter-11.21)
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Figura 127: Resultados de SNP en el cromosoma 10 en el leiomiosarcoma (LMS) n°13.

Pérdida de 10q(22.3-24.32).
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Figura 128: Resultados de SNP en el cromosoma 14 en el leiomiosarcoma (LMS) n°13.
Pérdida de 14q(23.3-24.3).

288



Anexos

ANEXO 35
LS R
==
B Allele Freg 2 g &
A -

oo 0.25 05 075 10 & 27
pia
pii.

.- -
B e | I=
. LI 4 ‘.Jr ll‘..’. i
STl i {:?.P:"‘. = qi1.
SR T | 1.
- n..- N - |:.:.,: _"-r::_. ke =
b B qi1.
-
iz,
I 12,
B iz,
-
= 013,
= 13,
- 013,
| 13,
= 013,
L =

0,00
Smoothed Log R

Figura 129: Resultados de SNP en el cromosoma 22 en el leiomiosarcoma (LMS) n°13.
Pérdida de 22q(11.21-ter).

289



Anexos

ANEXO 36

Kili/K

- )

Intervalos edad

I

I‘

C-kitR

RRESTRR

—A

HEEAH

UL
- |

PROCH

menopausia

11
. L
I

BCL2R

'I

p21I

SnailR

PROGR

[
2 l
.I I

M

- - -

p53R

. p27R

-
BcatR
m.__

N

Nmitosis
pl6R

p271

24

AKTR

KTR

Sintom clase

SINTOM

il
I ]

._LPmm
_

Figura 130: Distribucion de casos por variable en el modelo n°1.
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Figura 131: Distribucion de casos por variable en el modelo n°2.
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Figura 133: Distribucion de casos por variable en el modelo n°4.
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Azul: leiomiomas, Rojo: leiomiosarcomas.
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Figura 135: Distribucion de casos por variable en el modelo n®6.

Azul: leiomiomas, Rojo: leiomiosarcomas.
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