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RESUMEN

Los miomas son los tumores benignos mas frecuentes en las mujeres en edad re-
productiva y pueden asociar numerosos sintomas como dolor, sangrado y proble-
mas reproductivos. Sin embargo, actualmente no existe una terapia totalmente sa-
tisfactoria por lo que es de suma importancia la evaluacion de nuevos tratamientos.
En la basqueda de opciones terapéuticas alternativas, hemos seleccionado el acido
poliinosina-policitidilico (pIC) conjugado con polietilenimina (PEI) [pICPEI], cuyo
nombre comercial es BO-100. El compuesto pIC es un ARN sintético de doble cade-
na sin toxicidad asociada, que induce de manera selectiva la autofagia y apoptosis
en un gran espectro de células tumorales. Presenta una amplia eficacia en diversas
enfermedades neoplasicas, aunque su efecto en células tumorales benignas como
los miomas es desconocido. Por lo que el objetivo de este estudio es evaluar el efecto
de [pICPEI] sobre el tamafio de los miomas, la proliferacién celular, la apoptosis y

la angiogénesis.

Para la consecucién de nuestro objetivo pusimos a punto un modelo animal de
leiomioma para poder testar in vivo el funcionamiento del farmaco. Previamente,
realizamos un estudio in vitro donde evidenciamos un efecto selectivo de [pICPEI]
sobre células de mioma sin afectar a las células de miometrio sano. Para el modelo
in vivo, empleamos ratonas nude, inmunodeprimidas, atimicas, de cinco semanas
de edad (n=48) a las que se les practicé una ooforectomia y recibieron reemplazo

hormonal mediante una capsula de liberacién lenta de 0,05 mg de 17 B-estradiol
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y 50 mg de progesterona. Tras esto, se procedid a la implantacién de cuatro frag-
mentos de 3-5mm?3 de mioma en el peritoneo de los animales y estos fueron divi-
didos en dos grupos (control y tratamiento) recibiendo vehiculo o 0,6 mg/kg de
[pICPEI] durante cuatro semanas. Al finalizar el tratamiento, los animales fueron
sacrificados, se recuperaron los implantes y se calculo el tamafio de las lesiones.
Posteriormente se evalud la vascularizacion (con el anticuerpo PECAM, marcador

de células endoteliales), la proliferacion celular (con el anticuerpo Ki67) y la apop-

tosis (con el kit Apoptag®) mediante analisis inmunohistoquimico e inmunofluo-

rescente cuantitativo. Las imagenes obtenidas mediante un microscopio éptico y
de fluorescencia con una camara digital acoplada fueron cuantificadas utilizando

un software de analisis de imagen.

Demostramos un efecto antiangiogénico, proapoptético y una disminucién de la
proliferacion celular en las ratonas tratadas con el farmaco. Sin embargo, estos
efectos no condujeron a una disminucién del tamafio del implante, que era el ob-
jetivo principal de nuestro trabajo. Posiblemente esto sucedié porque se requiera
un mayor tiempo de exposicién al farmaco del que empleamos para obtener una
reduccioén significativa de los implantes. Por ello creemos que debido a los efectos
ejercidos por [pICPEI] sobre la angiogénesis, proliferacion celular y apoptosis, si se
administrase durante periodos de tiempo mas prolongados podria conducir a una

disminucion del tamario de las lesiones.
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1
INTRODUCCION

1.1.
CONCEPTO

Los miomas uterinos, también conocidos como fibromas o leiomiomas, son tumo-
res benignos monoclonales que se originan a partir de células de musculo liso y
estan rodeados por una pseudocapsula (Wu et al., 2017). Se caracterizan por pre-
sentar un exceso de matriz extracelular (MEC) que incluye fibronectina, colageno y

proteoglicanos (Stewart et al., 1994).

Su etiopatogenia, incidencia, historia natural y factores de riesgo no estan comple-

tamente establecidos (Pavone et al., 2018).

1.2.
EPIDEMIOLOGIA

Los miomas son los tumores pélvicos benignos mas frecuentes en la mujer (Parker,
2007), v son la causa mas comun de histerectomia en Estados Unidos (Farquhar
& Steiner, 1997). Se estima que los miomas afectan a mas del 70% de las mujeres
al inicio de la menopausia (Baird et al., 2003) y son clinicamente significativos en
el 25% de las mujeres en edad reproductiva, pudiendo causar sintomas graves que

requieran tratamiento hasta en el 25% de ellas (Stewart et al., 2017).

Se desconoce la incidencia y la prevalencia real de los miomas debido a que una
gran parte de las mujeres permanecen asintomaticas o solo presentan sintomas

leves. Ademas, existe una gran disparidad en los resultados de los estudios publica-

Irene Juarez Pallarés
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dos, ya que se incluyen poblaciones heterogéneas y se emplean diferentes métodos
diagnésticos (Stewart et al., 2017). Algunas de las publicaciones mas representa-

tivas sobre la prevalencia e incidencia de los miomas se describen a continuacion:

En un estudio donde analizaron 100 piezas de histerectomia, encontraron

miomas en el 77% de ellas (Cramer & Patel, 1990).

El estudio de Nurses'Health Study II observé que la incidencia de miomas, diag-
nosticados por ecografia o en la pieza de histerectomia, era de 9.2/100.000
mujeres y la prevalencia de un 30.6% en mujeres negras y 8.9% en mujeres
blancas. También evidenciaron un incremento de la incidencia asociado a la

edad (Marshall et al., 1997).

Un trabajo realizado en diferentes paises de Europa, evalué a 1756 mujeres con
sintomas asociados a miomas confirmando su presencia en el 12-24% de ellas.
Por otro lado, detectaron miomas en el 80% de las piezas de histerectomia. En
el grupo de Espafia, estimaron una prevalencia del 18.8% en mujeres de mas de
18 afios, sumandose un 19.1% adicional en aquellas pacientes con problemas

de sangrados (Downes et al., 2010).

En 2017 se publica la primera revision sistematica sobre epidemiologia de los
miomas, donde incluyen 60 articulos y estudian la prevalencia, la incidencia y
los factores de riesgo asociados. El estudio mostré una gran disparidad entre
las diferentes publicaciones, tanto en la prevalencia (4,5- 68.6%), como en

la incidencia (217—-3745 casos per 100.000 mujeres/afio) (Stewart et al., 2017).

1.3.
FACTORES DE RIESGO

Otros
factores

Paridad

Menarquia
precoz

FIGURA 1
Factores de riesgo de los miomas.

Edad

La prevalencia y el nimero de miomas aumenta con la edad durante la época
fértil (DeWaay et al., 2002). El desarrollo de los miomas va ligado a las variacio-
nes en las hormonas reproductivas, estréogeno y progesterona, por lo que no hay
casos descritos antes de la menarquia y tras la menopausia, reducen su tamafio

en la mayoria de los casos (Marshall et al., 1997; Stewart et al., 2017).
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25



Irene Juarez Pallarés

26

El crecimiento de los miomas se incrementa con la edad, aunque también esta
modulado por otros factores como la etnia. Las mujeres menores de 35 afios pre-
sentan tasas de crecimiento similares, independientemente de la etnia. Sin em-
bargo, las mayores de 45 afios si muestran diferencias, presentando las caucasi-
cas una menor tasa de crecimiento y manteniendo las mujeres negras la misma

tasa de crecimiento que las jovenes (Peddada et al., 2008).

Etnia

Es bien conocida la mayor prevalencia de miomas entre las mujeres negras,
ademas, la aparicion de estos es mas precoz y se manifiestan con sintomas mas

graves (Wise et al., 2004a).

En un estudio en el cual determinaron la prevalencia de los miomas median-
te ecografia en mujeres nuliparas asintomaticas de 18 a 30 afios, encontraron
miomas en el 7% de las mujeres blancas y en el 26% de las negras (Marsh et al.,
2013). Estos datos son acordes a los resultados del National Institute of Environ-
mental Health Sciences (NIEHS), donde analizan la incidencia de miomas segtin la
edad de 1364 mujeres blancas y negras de entre 35 y 49 afios, incluidas de ma-
nera aleatoria. El cribado se realizé también mediante ecografia y se detectaron
miomas nuevos en el 59% de las pacientes negras frente el 43% de las pacientes
blancas. Ademas, las pacientes negras eran mas jovenes que las blancas cuando
se diagnosticaron (33 vs. 36 afios). Por otro lado, observaron que la incidencia
acumulada a los 50 afios fue mayor del 80% para mujeres negras frente al 70%

de las blancas (Baird et al., 2003).
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FIGURA 2.

Tasa de incidencia de miomas en diferentes poblaciones.

Las mujeres negras desarrollan los miomas a edades mds tempranas y tienen una mayor inci-
dencia acumulada de la enfermedad (linea roja continua) que las mujeres blancas (linea roja
discontinua). Ademds, las mujeres negras (linea azul sdlida) tienen una prevalencia mds alta
que las mujeres blancas (linea azul discontinua).

Menarquia precoz

La menarquia precoz esta asociada a un aumento de riesgo de desarrollo de mio-
mas (Marshall et al., 1998). Las mujeres negras tienen la primera menstruacion a
edades mas tempranas que las blancas, pudiendo ser este uno de los motivos por

el cual desarrollan miomas mas jévenes y en mayor cantidad (Huyck et al., 2008).
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Paridad

La paridad esta asociada a una disminucién del riesgo de aparicién de miomas
(Donnez & Dolmans, 2016). Se ha mostrado que grandes multiparas con tres
0 mas partos, tienen hasta cinco veces menos riesgo de desarrollar miomas
(Sato et al., 2002), sugiriendo que a mayor nimero de embarazos mayor es el
efecto protector (Stewart et al., 2017). Por el contrario, el retraso en la edad
de la primera gestacién hasta la tercera década, parece favorecer su aparicién

(Petraglia et al., 2013).

Los mecanismos por los cuales la gestacién ejerce su efecto protector no estan
completamente establecidos. Se postula que tras el parto se produce un remo-
delado uterino que conlleva una disminucién del tamafio de los miomas, tanto
los de pequefio (Baird et al., 2003), como los de gran tamafio (Laughlin, Herring,
et al., 2010). También parece estar implicada la isquemia producida durante el
parto (Burbank, 2004; Laughlin, Schroeder, et al., 2010) y la disminucién de es-

trégeno y progesterona durante el parto y postparto (Pavone et al., 2018).

Genética e historia familiar

La historia familiar de miomas puede favorecer su aparicién (Stewart et al.,
2017). En un estudio se observo una frecuencia 2.2 veces superior en las mujeres
con parientes de primer grado con dos 0 mas miomas diagnosticados (Vikhlyae-
vaetal., 1995). Este efecto observado parece estar relacionado con la herencia de

factores genéticos comunes (Mehine et al., 2013, 2014).

Estilo de vida y dieta

Varios estudios muestran una asociacién entre el consumo de alcohol y la apa-
ricién de miomas. En el Black Women's Health Study se evidencid que la relacién

era mayor con la cerveza que con otras bebidas alcohdlicas (Wise et al., 2004b).

La relacién entre el tabaco y los miomas es menos clara, ya que diferentes pu-
blicaciones muestran resultados contradictorios; algunos le confieren un efecto
protector mientras que otros un aumento del riesgo (Pavone et al., 2018). En una
revisién sistematica concluyeron que el tabaco disminuye el riesgo de desarrollar
miomas, sobre todo en mujeres con indice de masa corporal (IMC) bajo (Stewart
et al., 2017). Este efecto beneficioso parece estar relacionado con la disminuciéon

de los niveles de estrégeno por inhibicion de la aromatasa (Biegon et al., 2012).

No se ha confirmado asociacién entre el consumo de cafeina y el desarrollo de
miomas. Sin embargo, el consumo excesivo de café si parece conferir un mayor

riesgo en mujeres menores de 35 afios (Wise et al., 2004b).

Respecto a la alimentacidn, el consumo de carne rojay de cerdo esta asociado
a un incremento del riesgo de aparicién de miomas, mientras que el consumo
de vegetales y fruta, con una disminucién del mismo (Chiaffarino et al., 1999;
Wise et al., 2011). En un estudio de casos y controles realizado en China, se ob-
servé que el consumo de leche de soja se asocia con un riesgo 2.5 superior de
desarrollo de miomas y los alimentos con aditivos, edulcorantes y conservas

con un riesgo de 3.1 superior (Shen et al., 2013).

Hay evidencia de que bajos niveles de vitamina D estan relacionados con la

aparicién de miomas (Baird et al., 2013). Las mujeres negras tienen una pre-
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valencia de déficit de vitamina D diez veces superior a las mujeres caucasicas
(Nesby-0O’Dell et al., 2002) debido, entre otros motivos, a la mayor concen-
traciéon de melanina (Zhao et al., 2012), pudiendo ser otra de las razones por la
que estas mujeres presentan una mayor prevalencia de miomas. Se ha obser-
vado en un modelo murino de xenotrasplante, que dosis altas de vitamina D
mantenidas durante largo tiempo, conllevan una reduccién del tamarfio de los
miomas, debido a sus efectos antiproliferativos, antifibroticos y proapoptéti-

cos (Corachan et al., 2020).

La actividad fisica confiere un efecto protector frente a la aparicion de miomas
(Wise & Laughlin-Tommaso, 2016). El beneficio esta relacionado tanto con la can-

tidad de ejercicio realizado como con la intensidad del mismo (Baird et al., 2007).

Se ha descrito también la asociacién entre el estrés psicolégico crénico y los

miomas, sobre todo en mujeres negras (Qin et al., 2019).

Anticoncepcion hormonal

La relacién entre los anticonceptivos orales y los miomas es contradictoria;
algunos resultados apuntan a un aumento del riesgo (Marshall et al., 1998) y
otros a una disminucién del mismo o ningin efecto (Wise & Laughlin-Tom-

maso, 2016).

Otros farmacos si han mostrado un efecto beneficioso en la reduccién del tama-
fio. Por ejemplo, el acetato de medroxiprogesterona depot ejerce un efecto pro-
tector (Harmon et al., 2022; Lumbiganon et al., 1996) asi como los dispositivos

intrauterinos (DIU) con progesterona (Gunes et al., 2008).

Otros factores

La hipertensién arterial (HTA) supone un aumento del riesgo de aparicién de
miomas, y este esta asociado a la duracién y gravedad de la misma (Faerstein
et al., 2001). Se ha descrito que las mujeres con HTA presentan un riesgo cinco

veces superior que las mujeres sin ella (Takeda et al., 2008).

El indice de masa corporal (IMC) esta asociado a un incremento moderado del
riesgo de apariciéon de miomas (Parker, 2007). Esta relacién puede deberse al
aumento de estrégeno circulante activo en mujeres obesas debido a la conver-
sién de andrégeno a estrona, asi como a la disminucién de la hormona trans-
portadora de hormonas sexuales (SHBG) (Wise & Laughlin-Tommaso, 2016). E1
aumento de la prevalencia también esta asociado a la ganancia ponderal, evi-
denciandose un riesgo adicional del 21% por cada aumento de diez kilogramos

(Ross etal., 1986).

1.4.
COSTES SOCIOECONOMICOS

Los miomas uterinos suponen un importante coste econémico tanto para los sis-
temas de salud como para las propias pacientes, por ser motivo de un elevado
numero de visitas a consultas, precisar de tratamientos médicos e intervenciones
quirdrgicas y por el absentismo laboral que ocasionan. Son causa del 40-60% de
todas las histerectomias realizadas en Estados Unidos y un 30% de las realiza-

das a pacientes jovenes de entre 18-44 afios (Merrill, 2008). Ademas, suponen
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un 29% de los ingresos ginecoldgicos en Estados Unidos entre los 15 y 54 afios

(Whiteman et al., 2010).

En una revision sistematica publicada en el 2012 se analizaron los costes anua-
les debido a los miomas uterinos en Estados Unidos. Los resultados obtenidos
mostraron unos costes directos (cirugia, hospitalizacién, consultas externas
y tratamiento médico) de 4.1-9.4 mil millones de ddlares. Los costes debidos
a absentismo laboral fueron de 1.55-17.2 mil millones de ddlares anuales. Las
complicaciones obstétricas atribuidas a los miomas fueron de 238 millones a
7.76 mil millones de délares anuales. Se concluy6 que los miomas uterinos su-
ponian un coste total a Estados Unidos 5.9-34.4 mil millones de d6lares anuales

(Cardozo et al., 2012).

1.5.
FISIOPATOLOGIA

La fisiopatologia de los miomas no esta completamente establecida. Varios trabajos
han mostrado que son tumores monoclonales, es decir, que cada mioma surge de la
expansion clonal de una sola célula de musculo liso miometrial transformada por

una o varias mutaciones (Bulun, 2013).

Existen otros mecanismos involucrados en la formacion de estos tumores como
la predisposicién genética, las hormonas esteroideas, diversos factores de
crecimiento, citocinas, componentes de la MEC y alteraciones en la apoptosis

(Stewart, 2001).

1.5.1. Células madre

El miometrio contiene una pequefia poblacién de células madre somaticas (Ono et
al., 2012). Una de las hipétesis mas aceptadas sobre la patogenia de los miomas
es la que sugiere que las células madre del mioma surgen de estas células madre
somaticas del miometrio tras sufrir una transformacién tumoral debido a la adqui-
sicién de una mutacién. Esta transformacion origina una célula madre con mayor
capacidad de autorrenovacion y proliferacién, dando lugar finalmente a la forma-
cién de un mioma (Bulun, 2013). Otros factores propuestos que participan en esta
transformacion son las alteraciones en la sefializacion de las hormonas esteroideas
gonadales, vias de sefializacién paracrina, la hipoxia uterina o la metilacién abe-

rrante (Bulun, 2013; Ono et al., 2012).

Por otro lado, se ha propuesto que tras la adquisicién de mutaciones en la célu-
la madre inicial, los miomas, en su fase preclinica, se diferencian en cuatro com-
ponentes celulares clonalmente relacionados: células de musculo liso, células de
musculo liso vascular y dos tipos de fibroblastos (fibroblastos y fibroblastos aso-
ciados a fibromas). Estas células proliferan bajo el estimulo de factores ambienta-
les y moleculares acelerando su crecimiento y desarrollando finalmente el mioma

clinico (Holdsworth-Carson et al., 2014).

1.5.2. Factores paracrinos y hormonales

A pesar de que las hormonas gonadales son necesarias para la transformacién de
las células madre somaticas a células progenitoras de miomas, estas presentan po-

cos receptores hormonales en comparacién con las células miometriales normales.
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Por ello, se ha sugerido que las interacciones paracrinas juegan un papel clave en
esta correlaciéon (Figura 3) (Stewart et al., 2016). Algunos de estos mecanismos
son la via de sefializacién Wnt/p-catenina que puede estimular la expresion del
factor de crecimiento transformante g3 (TGFB3), que a su vez induce la expresion
de fibronectina con una produccién excesiva de MEC y aumento de la prolifera-
cién celular (Ciebiera et al., 2017; Ono et al., 2013; Stewart et al., 2016). También se
sabe, que las interacciones paracrinas inducen una disminucién de la apoptosis

(Figura 3) (Bulun, 2013).

Los estrogenos producen un aumento del receptor estrogénico a (RE «) y la funcion
principal de ambos es inducir la expresion del receptor de progesterona (RP) para
permitir que las células respondan a esta hormona (Ishikawa et al., 2010; Marsh &
Bulun, 2006). Por otro lado, las células miomatosas presentan un aumento de los
niveles de aromatasa (la enzima que convierte los andrégenos en estrégenos) en
comparacién con el miometrio normal y este aumento es mayor en mujeres negras

(Ishikawa et al., 2009).

La progesterona y su receptor son necesarios para el crecimiento de los miomas y
ademas los RP estan aumentados en los miomas en comparacién con el miometrio
normal (Ishikawa et al., 2010). El tratamiento de los miomas con farmacos modu-
ladores de los RP produce una reduccién significativa del tamafio del tumor, con-
firmando el papel clave que esta hormona ejerce en la modulacion del crecimiento

de estos tumores (Donnez et al., 2014).
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FIGURA 3.

Interaccién paracrina entre las células de mioma.

Elestrégeno y la progesterona inducen la secrecion de ligandos Wnt en las células maduras del
miometrio y del mioma. Wnt estimula la expresion de los genes diana de la via de sefializacién
Wnt/B-catenina en las células madre del mioma que estimula el TGFB3, dando como resultado
una mayor formacion de matriz extracelular y un incremento de la proliferacion celular.

1.5.3. Alteraciones genéticas

Estudios basados en agrupacién jerarquica y secuenciacién de alto rendimiento
han identificado cuatro subgrupos de miomas molecularmente distintos. Esta sub-
clasificacion se realiza segtin las mutaciones somaticas o alteraciones cromosomi-
cas presentes en genes clave: el gen MED12 (Mediator Complex Subunit 12), el grupo
HMGA2 (High mobility group AT-hook 2), el grupo de la fumarato hidratasa (FH)
y un ultimo grupo asociado con la delecién del colageno tipo IV a5 (COL4A5) y a6

(COL4A6) (Mehine et al., 2013, 2014).
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Lamutacién MED12 es la mas frecuente, seguida de los HMGA?2, presentes en el 48 -
92% 'y 40-50% de los miomas respectivamente (Mehine et al., 2014). Las mutacio-
nes hereditarias en el gen de la fumarato hidratasa (FH), una enzima que participa
en el ciclo de Krebs, presentan una inactivacion de la FH con acumulacién intrace-
lular de fumarato y causa la leiomiomatosis hereditaria y cancer de células renales
(HLRCC, por sus siglas en inglés). Las deleciones de los genes del coldgeno COL4A5
y COL4A6 son una minoria y estan asociadas con una enfermedad rara, el sindrome

de Alport con leiomiomatosis difusa (Mehine et al., 2014; Stewart et al., 2016).

Ademas, esta heterogeneidad de las mutaciones se asocia con diferentes fenotipos
en la presentacién de los miomas. Las mujeres con mutacién MED12 desarrollan
multiples tumores, pero de menor tamafio. Mientras que, los miomas con reorde-
namientos de HMGA2 son mas grandes y con una mayor tasa de crecimiento debido
a que esta alteracion promueve factores angiogénicos que aumentan la angiogéne-
sis y, en consecuencia, aumentan la proliferacion celular y la migracién de células
endoteliales (Ferrero H., 2020). Se cree que las mutaciones genéticas de MED12 y
HMGA2 no se superponen en ningin mioma, siendo dos vias genéticas indepen-

dientes (Ferrero H., 2020).

1.5.4. Factores vasculares y angiogénicos

La angiogénesis y la vascularizacién son dos factores importantes en el desarro-
llo de los miomas. Los miomas presentan alteraciones estructurales en los vasos
sanguineos (Sampson, 1912) y esta vascularizacién andmala provoca un ambiente
hipdxico que estimula su crecimiento (Mayer et al., 2008). Ademas, se han descri-

to multiples factores de crecimiento angiogénicos expresados con mayor intensi-

dad en los miomas frente al miometrio sano. Algunos de los factores descritos son:
adrenomedulina (ADM), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor

de crecimiento de fibroblastos bésico (bFGF) y TGFp (Tal & Segars, 2014.).

Mas adelante desarrollaré con mayor extension los procesos fisiopatolégicos de la
angiogénesis y la vascularizacién involucrados en la formacién y crecimiento de

los miomas, para asi poder comprender la investigacién que hemos llevado a cabo.

1.5.5. Factores fibroticos

El componente fibrético es de gran relevancia en el desarrollo de los miomas. Estos
tumores presentan diversas anomalias de la MEC como un aumento del colageno
de tipo I y I1I, que ademds poseen una estructura y orientacién andémalas (Stewart
et al.,, 1994). Por otro lado, los miomas son mas rigidos que el resto de miometrio
y este aumento de rigidez se acompafia de una alteracién de la MEC que conduce a
una expresion génica alterada a través de la sefializacion de estado sélido (Leppert

etal., 2004; Rogers et al., 2008).

Los factores de crecimiento fibrético también se presentan alterados en los mio-
mas. TGFB es un importante regulador del crecimiento celular cuyos niveles se en-
cuentran incrementados en estos tumores. Ejerce su accién mediante la modula-
cién de la remodelacion tisular, la inflamacién y la prevencién de la apoptosis (Lee
& Nowak, 2001, Sinclair et al., 2011). El factor estimulante de colonias de granuloci-
tos y macréfagos (GM-CSF) puede estimular el crecimiento de miomas por si mis-
mo o a través de un aumento en la expresién de TGFg (Chegini et al., 1999). Por otro

lado, se ha descrito que la vitamina D3 induce apoptosis en las células del mioma a
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través de la via de la TGF, por lo que parece que su deficiencia esta implicada en el
desarrollo de miomas (Halder et al., 2011). En la figura 4 se muestra un resumen de

los diferentes mecanismos implicados en la patogenia de los miomas.
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FIGURA 4.

Resumen de la patogenia de los miomas uterinos.

Las células madre del miometrio bajo la influencia de mutaciones, de las hormonas gonadales
y de Wnt-B-catenina, se diferencian en un mioma preclinico. Posteriormente, los cuatro tipos
de células que forman los miomas y la matriz extracelular, bajo el estimulo de factores am-
bientales y moleculares, aceleran su crecimiento y finalmente desarrollan el mioma clinico.

1.6.
CLASIFICACION

Los miomas se clasifican seglin el grado de extensién intramural y la distorsién
de la cavidad en: subserosos, localizados en la superficie uterina deformando la
serosa; intramurales, situados en el espesor del miometrio; transmurales, aque-
llos que ocupan toda la pared miometrial y deforman tanto la serosa como el en-
dometrio; submucosos, que desplazan el endometrio (Donnez & Dolmans, 2016;

Pavone et al., 2018).

Aunque no hay ninguna clasificacién universalmente aceptada, la méas empleada
actualmente es la propuesta por la International Federation of Gynecology and Obs-
tetrics (FIGO) en el afio 2011. Esta, elabora una clasificaciéon donde se describen 8
tipos de miomas en funcién de su relacién con el endometrio y la serosa (Figura 5)

(Munro et al., 2011):

+  Miomas submucosos (FIGO tipo 0,1,2): categorizados segun la clasificacién de
Wamsteker teniendo en cuenta la proporciéon de afectaciéon intramural. El tipo
0 es pediculado intracavitario, el tipo 1 se extiende menos del 50% en miome-

trio y el tipo 2 igual 0 mas del 50% (Wamsteker et al., 1993).

. Miomas intramurales (FIGO tipo 3, 4): localizados en el espesor miometrial.
El tipo 3 contacta con el endometrio pero es 100% intramural y el tipo 4 es

intramural.

+  Miomas subserosos (FIGO tipo 5,6,7): el tipo 5 presenta mas de una 50% de
componente intramural, el tipo 6 menos de un 50% y el tipo 7 es subseroso

pediculado.
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+  Otros (FIGO tipo 8): miomas que no estan relacionados con el miometrio del

todo, como los localizados en el cérvix, los ligamentos o los miomas parasitarios.

+  Miomas hibridos (FIGO tipo 2-5): miomas transmurales, submucosos y sub-

serosos, que ocupan menos del 50% de la cavidad endometrial y peritoneal.

Imagen adaptada de (Munro et al., 2011), extraida de (Donnez & Dolmans, 2016).

FIGURA 5.
Clasificacion de los miomas con el sistema FIGO.

En 2005, se desarrolla una nueva clasificacién especifica para miomas submucosos
llamada STEPW acrénimo de size, topography, extension, penetration, and wall. En
ella se emplean estos cinco parametros y se les asigna una puntuacién a cada uno
de ellos que permite clasificar la complejidad de extirpacién de los miomas por via

histeroscépica (Figura 6) (Lasmar et al., 2005).

o ’ Extensién L. Afectacion de
Tamafo (cm) Topografia de la base Penetracion la pared lateral Total
(o] <2 tercio inferior <1/3 0%
1 >2-5 tercio medio >1/3-2/3 <50% +1
2 >5 tercio superior <2/3 > 50%
Score + + + +
Score Grupo Complejidad y opciones terapéuticas
0-4 | Baja complejidad. Miomectomia por histeroscopia
Alta complejidad. Miomectomia por histeroscopia
5-6 Il Considerar el uso de tratamientos médicos
Considerar miomectomia histeroscopica en dos pasos
7-9 1l Considerar alternativas a la técnica histeroscopica
Imagen adaptada de (Lasmar et al., 2005).
FIGURA 6.

Clasificacién SETPW de los miomas submucosos.

1.7.
MANIFESTACIONES CLINICAS

Una gran parte de los miomas son de pequefio tamafio y no producen sintomas, sin
embargo, hasta un 30-40% de las mujeres con estos tumores presentan sintomas y
requeriran tratamiento (Donnez & Dolmans, 2016). Las manifestaciones clinicas se
pueden dividir en sangrado menstrual abundante (SMA), clinica por el efecto masa
y disfuncién reproductiva (esterilidad, abortos y complicaciones obstétricas) (Figura

7) (Stewart, 2001). Su expresividad clinica esta relacionada con el nimero, tama-
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fio y localizacién de los miomas. Los intramurales y, sobre todo, los submucosos, se
suelen manifestar con sangrado, mientras que los miomas subserosos con sintomas

por el efecto masa como dolor o presién pélvica (Wise & Laughlin-Tommaso, 2016).

Sangrado

Manifestaciones
clinicas

Efecto
masa

Esterilidad

Complicaciones
obstétricas

FIGURA 7.
Manifestaciones clinicas.

El patrén de sangrado caracteristico es una menstruacién abundante y prolongada
que puede producir anemia ferropénica. Las mujeres negras presentan sangrados
mayores y anemia mas grave en comparacién con las caucasicas (Stewart et al.,
2013). La razdn por la cual se produce el SMA no esta bien establecida, pero se han

propuesto diferentes mecanismos, tales como un aumento de la superficie endo-

metrial, aumento de la vascularizacién uterina, dafio en la contractilidad uterina,
ulceracién submucosa y compresion del plexo venoso del miometrio asociando ec-

tasia venosa y congestién uterina (Sinai Talaulikar, 2018).

El aumento del tamafio uterino puede causar sintomas debido al efecto masa
como dolor, presiéon pélvica, compresion de la vena cava con aumento del ries-
go tromboembdlico, clinica urinaria y digestiva. Los sintomas urinarios incluyen
un aumento de la frecuencia urinaria, incontinencia, dificultad para la miccién
con retencién de orina e incluso obstrucciéon ureteral en miomas de gran tamafio.
Los sintomas gastrointestinales, como estrefiimiento y tenesmo, también pueden
estar presentes, sobre todo en miomas localizados en la cara posterior (Stewart
et al., 2016). De manera atipica, se pueden manifestar como un dolor agudo en
casos de degeneracion, torsién de un mioma pediculado o en un mioma parido

(Stewart, 2001).

El impacto sobre la fertilidad dependera del tamafio, nimero y localizacién de los
miomas. Se han sugerido diversos mecanismos por los cuales los miomas producen
un efecto negativo sobre la fertilidad: distorsién de la cavidad endometrial (So-
migliana et al., 2007); cambios funcionales del miometrio y endometrio; cambios
moleculares, paracrinos y endocrinos, que afectan al transporte de gametos y a la
implantacién del blastocisto; afectacién de la receptividad endometrial debido a
la produccién de anticoagulantes en el endometrio, a la producciéon de TGFB y a la
expresion de genes HOX en los miomas (Galliano et al., 2015; Purohit & Vigneswa-
ran, 2016; Zepiridis et al., 2016). Respecto a la localizacién de los miomas, aunque
hay consenso sobre el impacto negativo en la fertilidad de los miomas submucosos,

el papel de los intramurales es mas controvertido. Se ha sugerido que los miomas
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intramurales de mas de 4 cm, aunque no distorsionen la cavidad, pueden ejercer
una influencia negativa sobre la fertilidad. Sin embargo, los miomas subserosos no

parecen jugar ningtn papel (Oliveira et al., 2004; Pritts et al., 2009).

La relacién entre el aborto espontaneo y la presencia de miomas es cuestionable.
Mientras que algunas publicaciones muestran una asociacién, sobre todo de los
miomas que distorsionan la cavidad (Pritts et al., 2009), otros indican que no hay
un aumento del riesgo y que los estudios que si encuentran esta asociacién presen-

tan fallos debido a factores de confusiéon (Sundermann et al., 2017).

Por otro lado, se ha observado una alteracién de los mecanismos inflamatorios y
moleculares en los Gteros con miomas (Vannuccini et al., 2016), y esto, asociado o
no a otros trastornos reproductivos, se relaciona con un incremento de las com-
plicaciones obstétricas como parto pretérmino, presentaciones fetales anémalas,
mayores tasas de cesarea, desprendimiento de placenta o hemorragia postparto

(Coutinho et al., 2022).

Por todo esto, los miomas causan una morbilidad significativa y tienen un impacto
negativo en la calidad de vida de las pacientes. Las mujeres que presentan sinto-
mas, suelen mostrar preocupacion sobre el efecto que los miomas pueden causar
en sus relaciones personales, en el trabajo y sobre su salud en general. Los san-
grados abundantes pueden ser motivo de verglienza social acarreando una pérdida

importante de la productividad de la mujer (Borah et al., 2013; Stewart, 2001).

1.8.
DIAGNOSTICO

El diagndstico de los miomas uterinos puede ser complejo debido a varios facto-
res como el tamafio, lalocalizacién y la presencia de multiples miomas. Ademas,
aunque hay una serie de manifestaciones clinicas que nos pueden hacer sos-
pechar de su presencia, estas pueden estar asociadas a otras patologias, como
la disfuncién ovulatoria, adenomiosis, endometriosis o pélipos endometriales

(Stewart et al., 2016).

Su diagndstico se basa principalmente en la exploracién fisica y la ecografia. La
necesidad de otras pruebas complementarias dependera de los hallazgos encontra-
dos. Las técnicas de imagen disponibles incluyen la ecografia, la histerosonografia
y la resonancia magnética nuclear (RMN). Para la valoracién de los miomas sub-
mucosos también se emplea la histeroscopia. Es necesaria una evaluacién precisa
del nimero, tamafio y localizacién de los miomas para elegir el tratamiento éptimo

en cada paciente (Khan et al., 2014; Parker, 2007).

Aunque el diagnéstico definitivo es anatomopatoldgico, a él no se llegara en la ma-
yoria de los casos. Sin embargo, sera fundamental en aquellos tumores sospecho-
sos en los que no se puede descartar malignidad. Hay que tener en cuenta, que tanto
los miomas como los leiomiosarcomas uterinos, se presentan como tumores en el
espesor del miometrio y, en ocasiones, hacer el diagndstico diferencial entre ambos
resulta complejo. El leiomiosarcoma uterino es una afeccién muy poco frecuente
y esta presente en de 1 de cada 1500 mujeres menores de 40 aflos y 1 de cada 1100
mujeres de entre 40 y 44 afios operadas por una sospecha de mioma (Wright et al.,

2014). En el afo 2017, The Agency for Healthcare Research and Quality revisé datos de
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160 estudios prospectivos y retrospectivos y encontrd una tasa de 0-13 leiomiosar-
comas por cada 10.000 cirugias indicadas por sospecha de mioma (Hartmann et al.,
2017). Por ello es importante tener en cuenta los factores de riesgo de sarcoma tales
como la edad avanzada (la mayoria se diagnostican en la sexta década de la vida), el
uso de tamoxifeno, antecedente de irradiacién pélvica o algunos sindromes genéti-
cos raros (Stewart, 2015). En caso de sospecha, el diagnostico preoperatorio puede
ser posible mediante RMN. La deteccién de la isoenzima 3 del lactato deshidroge-
nasa (LDH), los hallazgos ecograficos y, en algunos casos, una biopsia endometrial,

pueden ayudar a su diagnéstico (Parker, 2007).

1.8.1. Diagndstico clinico

Aunque en muchas ocasiones los miomas son asintomaticos, la manifestaciéon méas
comun es el sangrado menstrual prolongado y abundante. También puede pre-
sentarse como dolor, presién pélvica y esterilidad. En casos de sangrado grave, se
estudiara si la mujer presenta anemia y ferropenia mediante un hemograma y un

perfil férrico (Stewart, 2015).

1.8.2. Exploracion fisica

Los Uteros miomatosos pueden palparse por via abdominal, generalmente agran-
dados y de contorno irregular. El tamafio se describe segtn la altura del fondo
uterino comparandolo con un Gtero gravido: 12 semanas a nivel de la sinfisis del
pubis, 16 semanas entre la sinfisis del pubis y el ombligo y 20 semanas a nivel
umbilical. Mediante el tacto bimanual se describe el tamafio, el contornoy la mo-

vilidad uterina. Con el espéculo se puede visualizar un cérvix aumentado de ta-

mafio debido a la presencia de un mioma cervical o un mioma prolapsado (Parker,

2007; Stewart, 2001).

1.8.3. Técnicas de imagen

La ecografia es la técnica de eleccién para el diagndstico de miomas, ya que es sen-
cilla, reproducible y econémica (Khan et al., 2014; Stewart, 2015). Aunque la eco-
grafia transvaginal presenta una sensibilidad del 95-100% para detectar miomas
en Gteros con un tamafio menor que 10 semanas de gestacion, en dteros grandes o
con multiples miomas, determinar la localizacién precisa puede resultar mas com-
plejo (Dueholm et al., 2002). En aquellos Gteros con un tamafio acorde a mas de 10
semanas de gestacion deberd completarse el estudio con una ecografia abdomi-
nal. Ademas, si existen sospechas de que los miomas puedan estar causando una
obstruccion del tracto urinario, debe realizarse una ecografia renal para evaluar
una posible hidronefrosis. El uso de la ecografia tridimensional (3D) es otra herra-
mienta Util para el estudio de la patologia miometrial debido a su capacidad para
reconstruir el plano coronal del ttero y valorar una posible impronta en el endo-

metrio (Wong et al., 2015).

El aspecto de los miomas por ecografia es variable, aunque generalmente se ob-
servan como lesiones sélidas, bien delimitadas, dentro del miometrio o adyacentes
a él. Suelen tener la misma ecogenicidad que el miometrio, pero también pueden
ser hipoecoicas. Es frecuente la presencia de sombra acustica, que es mas marcada
cuando estan calcificados. La morfologia varia, pudiendo ser redondeados o no. Con
la aplicacién del Doppler color se muestra una vascularizacién circunferencial, aun-

que en los miomas necrosados o torsionados puede haber ausencia de flujo. El ta-
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marfio se obtiene midiendo los tres didmetros y para describir la localizacién usual-
mente se emplea la clasificacion de la FIGO (Munro et al., 2011). La zona de unién
endomiometrial, o Junctional zone (JZ) en inglés, no se presenta engrosada y puede

estar interrumpida por miomas submucosos (Khan et al., 2014; Parker, 2007).

Fuente: Servicio de Ginecologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia

Imagen ecografica de un mioma tipo 2 en escala de grises (A). Imagen de un mioma tipo 0
visualizado con ecografia 3D (B).

En 2015 se publicé la declaracion MUSA (Morphological Uterus Sonographic Assess-
ment), que es un consenso sobre los términos, definiciones y medidas que se pue-
den usar para describir e informar de las caracteristicas ecograficas del miometrio
mediante ecografia en escala de grises, Doppler color y ecografia 3D. En la figura 9
se describen las caracteristicas ecograficas de los miomas consideradas importan-

tes que deben quedar reflejadas en el informe (van den Bosch et al., 2015).

La ecografia con infusién de solucién salina, conocida como histerosonografia, re-

sulta de utilidad para valorar la cavidad uterina en pacientes con sospecha de mio-

Contorno seroso del Utero Lobulado
Definicion de la lesion Bien definida
Simetria de las paredes uterinas Asimétricas en presencia de lesiones bien definidas
Lesion
Contorno Bien definido
Forma Redondeada, ovalada, lobulada
Superficie Lisa
Borde Hipo o hiperecogénico
Sombras Sombras externas e internas (en ocasiones

en forma de abanico)

Ecogenicidad Uniforme: hiper-, iso-, hipoecogénico
No uniforme: ecogenicidad mixta

Vascularizacion Flujo circunferencial
Zona de union endomiometrial
Grosor, regularidad No engrosada: regular o no visible

Interrumpida Interrumpida o distorsionada en areas con
miomas FIGO tipo 1-3

Imagen adaptada de (van den Bosch et al., 2015)

Caracteristicas ecograficas de los miomas.

mas submucosos, miomas intramurales que improntan en la cavidad endometrial
o enmujeres con deseo gestacional (Seshadri et al., 2015). Presenta una sensibilidad
del 99% con un valor predictivo positivo (VPP) del 96% para miomas submucosos,
siendo superior a la ecografia transvaginal (Bingol et al., 2011). Aunque la histeros-
copia diagndstica sigue siendo el gold standard para valorar la cavidad endometrial,
la histerosonografia puede ser una alternativa de gran utilidad en muchos casos.
No obstante, la calidad de la imagen obtenida depende de la capacidad de deformar
la cavidad endometrial por el suero infundido, por lo que, si la cantidad es muy
pequefia por mala tolerancia de la técnica por parte de la paciente, no se conseguira

visualizar completamente (Khan et al., 2014.).



Fuente: Servicio de Ginecologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia.

Imagen ecografica de un mioma submucoso tipo 2 visualizado mediante histerosonografia.

La resonancia magnética es la técnica mas eficaz para visualizar el tamafio y la
ubicacion de todos los miomas uterinos. También es Gtil para realizar el diagndsti-
co diferencial entre miomas y otras patologias como adenomiosis, masas ovaricas
y leiomiosarcomas uterinos (Khan et al., 2014). La RMN es superior a la ecografia
transvaginal en la identificacién exacta de la localizacién de estos tumores, sobre
todo en aquellos Uteros grandes (> 375 ml) y con multiples miomas (>4) (Dueholm
et al., 2002). Ademas, aporta informacién adicional sobre la vascularizacién y la
relacion de los miomas con la superficie endometrial y serosa (Stewart, 2015). Sin
embargo, es una técnica mas cara y menos accesible, por lo que su uso se reserva a
aquellos casos donde existan dudas diagnésticas, en la planificacion de interven-
ciones complejas o para predecir y evaluar la respuesta de los miomas a la emboli-

zacion de las arterias uterinas (EAU).

Imagen extraida de (Stewart, 2001).

Miomas visualizados mediante RMN.

La histeroscopia diagndstica se emplea
para visualizar la cavidad endometrial
y ayuda a diferenciar entre miomas
submucosos y otras patologias endo-
metriales como los polipos. Permite
valorar el tamafio y el grado de pro-
trusiéon de los miomas en la cavidad,
asi como aplicar la clasificacion SETPW
para planificar la reseccién del mioma

submucoso (Lasmar et al., 2005).

Fuente: Servicio de Ginecologia del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe de Valencia.

Imagen de mioma tipo 0 visualizado
por histeroscopia.
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Efecto terapéutico del compuesto BO-110 en un modelo a al de leiomioma

1.8.5. Histologia

La imagen histoldgica clésica es un tejido formado por células de musculo liso en
forma de huso dispuestas en fasciculos desorientados y separados por MEC. Se
presentan con bordes bien delimitados y poca actividad mitética (indice mitético
<2 por 10 campos de gran aumento). Los nucleos estan definidos por irregulari-
dades focales de la membrana nuclear sin atipia y nucleolos pequefios. Para ha-
cer el diagnostico diferencial con patologia maligna se evalla el grado de atipia
nuclear, el nimero de mitosis y la presencia o ausencia de necrosis coagulativa

(Toledo & Oliva, 2008).

A. B.
Tejido miometrial normal Tejido de mioma

Imagenes adaptadas de (Bulun, 2013).

FIGURA 13.

Hallazgos histoldgicos de los miomas (hematoxilina y eosina).

Tejido miometrial normal (A). En los miomas se observan islas de células de mtuisculo liso des-
ordenadas separadas por abundante MEC y abundante tejido fibroso. Las células de misculo
liso contienen nticleos agrandados (B).

Efecto terapéutico del compuesto BO-110 en un modelo animal de leiomioma

1.8.6. Biomarcadores

Se han investigado varias moléculas como potenciales biomarcadores tales como
la prolactina, el antigeno leucocitario humano clase I (HLA-1), HLA-G, VEGF, gre-
lina (Iahormona reguladora del apetito), LDH y el antigeno de cancer 125 (CA-125)
(G. Levy et al., 2013; Stewart et al., 2016). Sin embargo, hasta la fecha, ninguno ha
resultado ttil para el diagndstico y no aportan informacién adicional al examen

fisico y las pruebas de imagen.

1.9.
TRATAMIENTO

El tratamiento de los miomas debe ser individualizado, teniendo en cuenta la edad
de la paciente, el tamafio, nimero y ubicacién de los miomas, la presentacion cli-
nica, el deseo gestacional y si presenta esterilidad. Aunque existen diferentes op-
ciones terapéuticas, hay pocos ensayos aleatorizados que comparen los diferentes
tratamientos entre si y, ademas, hay pocos datos sobre el efecto en la fertilidad de

algunas terapias (Stewart, 2015).

En miomas asintomaticos se recomienda manejo expectante. El tratamiento profi-
lactico de los miomas no se recomienda, excepto en aquellas mujeres con miomas
que deformen la cavidad endometrial y presenten deseo gestacional o miomas que
compriman el uréter y causen hidronefrosis (Stewart, 2015). En mujeres sintoma-
ticas el control de la clinica es el objetivo principal y las opciones actuales de trata-

miento incluyen intervenciones médicas, quirtrgicas y radiolégicas (Stewart et al.,
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2016). Generalmente el tratamiento inicial es médico, y en caso de fracaso se recu-
rrird a cirugia u otras terapias. A pesar del avance en las opciones de tratamiento, la
histerectomia sigue siendo el tratamiento mas comtnmente ofrecido y elegido por
las mujeres, siendo la principal indicacién de histerectomia (Giuliani et al., 2020).

En la Figura 14 se muestran las diferentes opciones de tratamiento.

Estrategias actuales
en el manejo de
los miomas uterinos

Tratamiento médico

Tratamiento no hormonal
Anticoncepcion hormonal combinada
Progestagenos: oral, DIU-LNG
aGnRH
SPRM

Tratamiento quirdrgico

Histerectomia
Miomectomia laparoscopica
Miomectomia histeroscépica

Ablacién endometrial
Radiofrecuencia por laparoscopia

Otros tratamientos

Alternativas a la cirugia

Embolizacion de las arterias uterinas (EAU)
Midlisis (RF/MRgFUS)

FIGURA 14.
Estrategias actuales en el manejo de los miomas uterinos.

1.9.1. Manejo expectante

La mayoria de guias clinicas recomiendan un manejo expectante en los miomas
asintomaticos y de pequefio tamafio, sobre todo en edades préximas a la meno-
pausia. Es necesario hacer un seguimiento de los miomas para detectar cambios en

el tamafio o la presencia de sintomas de nueva aparicién. Aunque no hay consenso

sobre el intervalo de tiempo que debe pasar entre las evaluaciones, generalmente
se recomienda un afio (Pérez-Lopez et al., 2014). Se sabe que la vascularizacién
de los miomas se correlaciona con la tasa de crecimiento por afio, por lo tanto, los
miomas asintomaticos que no presentan vascularizaciéon pueden no precisar se-
guimiento y aquellos vascularizados pueden requerir evaluacién cada seis meses

(Nieuwenhuis et al., 2018).

1.9.2. Tratamiento médico

Hay una gran variedad de terapias médicas disponibles para el tratamiento de
los miomas sintomaticos como los antinflamatorios no esteroideos (AINE), los
antifibrinoliticos y los tratamientos hormonales. Sin embargo, hay escasos estu-
dios de calidad que respalden la efectividad de la mayoria de estos tratamientos

(Stewart et al., 2016).

1.9.2.1. Tratamiento no hormonal

Los AINE son el tratamiento de primera linea para el SMA y la dismenorrea pro-
ducida por miomas debido a su bajo coste, efectos adversos limitados y buena
disponibilidad. Estan contraindicados en mujeres con hipersensibilidad cono-
cida a estos farmacos, tlceras gastricas y enfermedad renal. Las concentracio-
nes de prostaglandinas E2 y F2a son mas elevadas en el endometrio de muje-
res con sangrado menstrual abundante y miomas durante la fase secretora del
ciclo en comparaciéon con mujeres con menstruaciones normales (Willman et
al., 1976). Por ello, los AINE, que actian inhibiendo la enzima ciclooxigenasa y

disminuyen los niveles de prostaglandinas, son efectivos en el control del dolor
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(Giuliani et al., 2020). Se ha observado que los AINE reducen el SMA en com-
paracion con el placebo, aunque son menos eficaces que el acido tranexamico,
danazol o el dispositivo intrauterino liberador de levonorgestrel (DIU-LNG)

(Lethaby et al., 2013).

El acido tranexamico es un agente antifibrinolitico oral que se toma durante los
dias de sangrado abundante de la menstruacion. Las mujeres con SMA presentan
una mayor actividad del sistema fibrinolitico en el endometrio durante la mens-
truacién, lo que conduce a una degradacién acelerada del coagulo de fibrinay a
un aumento del sangrado (Chwalisz & Taylor, 2017). El tratamiento con acido
tranexamico reduce el sangrado y mejora la calidad de vida con efectos secun-
darios minimos. El tratamiento antifibrinolitico puede ser tan efectivo para el

tratamiento de SMA como los progestagenos orales (Bryant-Smith et al., 2018).

1.9.2.2. Anticoncepcion hormonal combinada

La anticoncepcién hormonal combinada, con estrégeno y progestageno, es el
tratamiento mas cominmente empleado en el tratamiento del SMA asociado a
miomas, sobre todo en aquellas mujeres que desean anticoncepcién. Hay tres
presentaciones -oral, vaginal y transdérmica- y la eleccién de la via dependera
de las preferencias de cada paciente. Se puede administrar de forma continua o
con descansos. A la hora de pautarlos se deben seguir los criterios de elegibili-
dad de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (World Health Organization,
2015) y tener en cuenta los posibles efectos adversos (Giuliani et al., 2020). Las
mujeres con SMA y miomas que usan anticoncepcién hormonal combinada pre-

sentan mayor calidad de vida y niveles de hemoglobina mas elevados en com-

paracién con placebo, sin embargo, son menos eficaces que el DIU-LNG con-

trolando el sangrado (Giuliani et al., 2020; Moroni, Martins, Dias, et al., 2015).

1.9.2.3. Progestagenos

Los tratamientos con progestagenos mas comtinmente empleados son los
de presentacién oral y el DIU-LNG. Los progestagenos suprimen el creci-
miento endometrial disminuyendo el sangrado durante la menstruacion.
Los eventos adversos mas frecuentes de la presentacién oral son los sin-
tomas gastrointestinales, sangrado irregular, acné y sensibilidad mamaria

(Giuliani et al., 2020).

Los DIU-LNG actian localmente sobre el endometrio, con una absorcién sis-
témica minima y, por lo tanto, con menos efectos adversos. Tienen una accién
antiproliferativa sobre el endometrio, lo que provoca atrofia endometrial y, en
consecuencia, reducen la duracién y cantidad del sangrado menstrual (Giuliani
et al., 2020; Sinai Talaulikar, 2018). Esta disminucién del sangrado conlleva un
aumento de los niveles de hemoglobina, ferritina y hematocrito (Wrona et al.,
2017). En modelos preclinicos se ha observado que el levonorgestrel inhibe la
proliferacién e induce la apoptosis sobre las células de miomas, sin embargo,
no se ha observado una reduccién del tamafio del mismo (Socolov et al., 2011). El
principal inconveniente que presentan es el riesgo de expulsion del DIU (12-16
%) durante los primeros tres afios, sobre todo ante la presencia de miomas que
distorsionan la cavidad (Stewart et al., 2016). Aun asi, la mayoria de las guias
clinicas respaldan el uso de estos dispositivos como tratamiento de primera li-

nea en mujeres con SMA asociado a miomas.
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1.9.2.4. Analogos de la hormona liberadora de Gonadotropinas (aGnRH)

Los aGnRH incluyen los agonistas y antagonistas de la GnRH. Su efecto se basa
en el bloqueo del eje hipotalamo-hipofisario-gonadal que conlleva a la supre-

sién de estrogeno y progesterona.

Los agonistas de GnRH, tras una estimulacién inicial de la liberacién de gona-
dotropinas (hormona foliculoestimulante [FSH] y hormona luteinizante [LH]),
inducen una regulacién hipofisaria que disminuye su produccién llevando a un
estado hipoestrogénico que inhibe el crecimiento de los miomas consiguiendo
una reduccién de su volumen (Stewart, 2015). Se consigue amenorrea en mas
del 98% de las mujeres y se relacionan con una disminucién del tamatio del 35
al 65 % los primeros tres meses de tratamiento. Por ello, aumentan los niveles
de hemoglobina y mejoran los resultados perioperatorios en pacientes que van
a ser sometidas a una histerectomia o miomectomia, siendo esta una de sus
principales indicaciones (Giuliani et al., 2020; Lethaby et al., 2001). También se
pueden emplear en aquellas mujeres sintomaticas en la perimenopausia (Don-
nez & Dolmans, 2016). No obstante, debido al hipoestrogenismo que producen,
presentan eventos adversos como los sofocos o la disminucién de la densidad
mineral dsea, motivo por el cual su uso esta limitado entre tres y seis meses. En
situaciones en las que deba prolongarse el tratamiento, se puede asociar tera-
pia hormonal complementaria, también llamada terapia add-back, para limitar
estos efectos secundarios. Aunque con una evidencia moderada, el tratamiento
combinado de agonistas de GnRH y terapia complementaria con tibolona, ra-
loxifeno, estriol e ipriflavona, ayuda a preservar la densidad mineral 6sea. Ade-
mas, con acetato de medroxiprogesterona y tibolona se reducen los sintomas

vasomotores (Moroni et al., 2015).

Los antagonistas de GnRH tienen resultados similares a los agonistas, pero con
la ventaja del inicio rapido de los efectos clinicos y la posibilidad de presenta-
cién oral, no solo inyectable como ocurre con los agonistas. Los efectos secun-
darios asociados son los mismos, por lo que se suelen formular con una terapia
hormonal complementaria para limitar los efectos secundarios (Stewart et al.,
2016). La Food and Drug Administration (FDA) estadounidense ha aprobado el
uso combinado de dos antagonistas, Elagolix y Relugolix, con estradiol y ace-
tato de noretisterona para el tratamiento de SMA asociado a miomas durante
un periodo méximo de 24 meses. La terapia combinada con Relugolix una vez
al dia consigue en una reduccion significativa del sangrado menstrual en com-
paracion con el placebo y conserva la densidad mineral ésea (Al-Hendy et al.,
2021). Del mismo modo, Elagolix con terapia add-back es efectivo reduciendo
el SMA en mujeres con miomas (Schlaff et al., 2020). En Espafia ain no esta

aprobado su uso.

1.9.2.5. Moduladores Selectivos de los Receptores de la Progesterona
(SPRM)

Los moduladores de los receptores de progesterona (SPRM) han demostrado
ser muy efectivos en el tratamiento de los miomas, tanto para el control de los
sintomas como en la reduccién de su tamafio. Los SPRM son compuestos sinté-
ticos que ejercen un efecto agonista o antagonista sobre los tejidos diana a tra-
vés de la unién con el RP. El mas empleado es el acetato de ulipristal (AUP) cuyo
uso se extendié durante los Ultimos afios para el tratamiento de mujeres con
miomas sintomaticos (Donnez et al., 2018). Los SPRM tienen un inicio de accién

rapido y son efectivos para reducir el SMA, la anemia, el dolor, el volumen ute-
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rino y del mioma (Stewart et al., 2016). Sus indicaciones principales son previas
auna intervencién quirtrgica para controlar el sangrado, recuperar la anemiay
reducir el volumen del tumor, asi como para el tratamiento intermitente de los

sintomas asociados a miomas.

Sin embargo, actualmente no estan disponibles en la mayoria de los paises y en
otros, su uso es muy limitado debido al potencial riesgo de toxicidad hepatica
(Mahase, 2020). En el afio 2018, debido a varios casos notificados de hepato-
toxicidad grave, el Comité Europeo para la Evaluacién de Riesgos en Farma-
covigilancia (PRAC) evalud el riesgo de AUP y restringieron las indicaciones de
uso del medicamento y determinaron unas medidas para minimizar el riesgo de
dafio hepatico. En 2020, tras un nuevo caso de fallo hepatico que requiri6 tras-
plante, se revisé de nuevo el farmaco suspendiendo cautelarmente su comer-
cializacién en la Unién Europea (UE), incluyendo Espafia a través de la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) (AEMPS, 2020). En
la tltima evaluacién de la AMEPS del afio 2021, se suspende su uso en el tra-
tamiento prequirtrgico de los miomas uterinos por existir otras alternativas,
y limita su prescripcién para el tratamiento intermitente de los sintomas de
moderados a graves en mujeres que no han alcanzado la menopausia, cuando

no haya otra alternativa (AEMPS, 2021).

La mifepristona, también conocida como RU-486, es empleada principalmen-
te como abortivo y su uso en miomas no esta actualmente aprobado en nuestro
pais. Aunque reduce el SMA y mejora la calidad de vida, no consigue reducir el
volumen de estos tumores, y, ademas, aumenta el riesgo de hiperplasia endo-

metrial (Tristan et al., 2012).

1.9.2.6. Inhibidores de la aromatasa

Los inhibidores de la aromatasa (letrozol y anastrozol) pueden ser utiles en el
tratamiento de los miomas debido al bloqueo de la conversién de andrégenos a
estrégenos. Esto consigue un estado hipoestrogénico que obtiene como resul-
tado un adelgazamiento endometrial y una reduccién del sangrado menstrual
(Giuliani et al., 2020). Aunque parece mejorar la dismenorrea, la cantidad y la
duracién de la menstruacion, debido a la falta de evidencia, actualmente no se

recomienda su uso (Song et al., 2013).

1.9.2.7. Moduladores Selectivos de los Receptores de Estrogenos (SERM)

Los SERM maés estudiados en el tratamiento de los miomas son el raloxifenoy el
tamoxifeno, aunque en la actualidad ninguno de los dos esta aprobado para este
fin. El tamoxifeno disminuye significativamente la pérdida de sangre y el dolor,
sin embargo, presenta frecuentes efectos secundarios (Sadan et al., 2001). Res-
pecto al raloxifeno, no existe suficiente evidencia para recomendar su uso en

mujeres premenopausicas con miomas (Deng et al., 2012).

1.9.2.8. Otros farmacos

El danazol y la gestrinona, aunque puedan ser efectivos, presentan efectos se-
cundarios y la ausencia de evidencia hace que no se puedan recomendar (Pé-

rez-Lopez et al., 2014).
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1.9.3. Tratamiento quirurgico

1.9.3.1. Miomectomia

La miomectomia consiste en la extirpacién del mioma preservando el Gtero.
Segun las caracteristicas del mioma, la experiencia del cirujano y el equipo
disponible, se puede realizar mediante diferentes abordajes: histeroscopia,

laparoscopia y laparotomia.

La miomectomia histeroscodpica es el tratamiento de elecciéon en los mio-
mas submucosos. Las indicaciones mas frecuentes son el SMA y los proble-
mas reproductivos. En las mujeres con deseo gestacional y aquellas que van
a ser sometidas a una técnica de reproduccién asistida (TRA), la extirpacién
de los miomas submucosos mejora los resultados gestacionales (Pritts et al.,
2009). Es un procedimiento quirtrgico minimamente invasivo, ambulatorio,
con rapida recuperacién, bajo riesgo de complicaciones y se asocia a una ra-
pida mejoria (Sandberg et al., 2018). Los miomas de mayor tamatfio se pueden
extirpar con el resectoscopio (con energia monopolar o bipolar), fibra laser
o con morceladores intrauterinos (Donnez & Dolmans, 2016; Sandberg et al.,
2018). Cuanto mayor es el tamafio del mioma (sobre todo aquellos mayores
de 5cm) y su componente intramural (>50% de extensién miometrial), hay
menos posibilidades de reseccién completa (Wamsteker et al., 1993) y puede
ser necesaria la exéresis en dos tiempos quirtrgicos. Ademas, la extirpacién
de miomas grandes presenta mayor riesgo de complicaciones quirurgicas
como sangrado, extravasacién de liquido o perforacién uterina (Donnez &

Dolmans, 2016).

El uso de farmacos previos a la histeroscopia, como aGnRH o AUP, puede fa-
cilitar la intervencién, reducir el tiempo quirirgico, requerir menos volumen
de fluido infundido y generar una percepcién de dificultad quirtrgica menor

en el cirujano (Bizzarri et al., 2015).

Las pacientes con miomas intramurales y subserosos sintomaticos con indi-
cacién quirdrgica que tengan deseo gestacional o quieran preservar el ttero,
se realiza una miomectomia laparoscopica o laparotomica siempre que sea
factible. La via de abordaje dependera del tamafio y el nimero de miomas, asi
como de la experiencia del cirujano (Metwally et al., 2012). La miomectomia
laparoscépica debe ser el procedimiento estandar, ya que esta asociada con
menor sangrado y dolor postoperatorio, menos fiebre y estancia hospitala-
ria mas corta en comparacion con la via laparotémica (Bhave Chittawar et al.,
2014). Hay que tener en cuenta que mediante la via laparoscépica es necesario
morcelar el mioma para su extraccion y este procedimiento debe realizarse
de manera estanca, por el riesgo potencial de que se trate de una lesién ma-
ligna y pueda diseminarse durante el procedimiento. Por otro lado, la tasa de
recurrencias tras la miomectomia es de mas del 25%, aunque menos del 15%

precisaran cirugias adicionales (Marret et al., 2012; Stewart et al., 2016).
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Fuente: Servicio de Ginecologia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia.

FIGURA 15.
Miomectomia laparoscépica.

1.9.3.2. Histerectomia

La histerectomia es el Unico tratamiento quirtrgico definitivo y esta indicado
en mujeres sin deseo gestacional o que no deseen preservar el ltero. Se pue-
de realizar por via vaginal, laparoscépica, vNOTES (Transvaginal natural orifice
transluminal endoscopic surgery), robética y laparotémica. Las histerectomias
vaginales, vNOTES vy laparoscépicas, cuando son factibles, se recomiendan
como primera linea ya que se asocian a una estancia hospitalaria mas breve,
una recuperacion mas rapida y una mayor satisfaccién de la paciente. Tras la
histerectomia, la mayoria de las mujeres presentan una mejoria significativa de
los sintomas y de la calidad de vida, con una tasa de complicaciones baja (Giu-

liani et al., 2020; Marret et al., 2012; Pitter et al., 2014.).

1.9.3.3. Ablacion endometrial

La ablacién endometrial es una alternativa para aquellas mujeres con SMA por
miomas y deseo genésico cumplido. Se pueden emplear diferentes dispositivos
para destruir el endometrio (balén térmico, microondas, hidrotermablacién,
radiofrecuencia o crioterapia), la eleccién depende de la disponibilidad y de las
caracteristicas de la cavidad. Se asocia con una mejoria del sangrado uterino de
hasta el 90 % y una tasa de complicaciones baja del 1—2 %. Las tasas de fracaso
oscilan entre el 29-40 % y son mayores en miomas de gran tamaiio, mujeres
mayores de 45 afios, multiparas y con adenomiosis concomitante (Giuliani et

al., 2020; Munro, 2018).

1.9.4. Tratamientos alternativos

1.9.4.1. Embolizacion de las arterias uterinas

La embolizacién de las arterias uterinas es una técnica de radiologia interven-
cionista minimamente invasiva que estd indicada en pacientes con miomas sin-
tomaticos. Es una alternativa para aquellas pacientes que tienen contraindicada
la cirugfa o desean preservar el Gtero (Stewart, 2015). Este procedimiento tiene
una tasa de satisfaccion similar a la histerectomia y la miomectomia y ofrece la
ventaja de tener una estancia hospitalaria mas corta con un retorno mas rapido
alas actividades rutinarias. Sin embargo, se asocia con una mayor tasa de com-
plicaciones menores y una probabilidad del 15-32% de requerir una interven-
cién quirdrgica entre los dos y cinco afios posteriores al procedimiento inicial

(Gupta et al., 2012). La EAU afecta al Gtero completo, no solo a los miomas, y
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Efecto terapéutico del cor

aunque parece que induce necrosis isquémica de los miomas y posteriormente
se produce una revascularizacién del resto de miometrio, esta afectacion global
puede afectar a la funcién uterina y ovarica de manera permanente (Giuliani et
al., 2020). Debido a la controversia sobre la seguridad en los embarazos futuros
y el posible deterioro de la reserva ovérica su uso estd actualmente no esta en

las mujeres en edad fértil (Stewart, 2015).
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FIGURA 16.

Embolizacién de las arterias uterinas.

Se emplea la ablacidn percutdnea del titero miomatoso para inducir necrosis isquémica de los
miomas con revascularizacion posterior del resto de miometrio. Se utiliza un catéter que se in-
troduce en la arteria femoral para administrar particulas embdlicas a ambas arterias uterinas.

1.9.4.2. Midlisis

La midlisis engloba diferentes técnicas y se basa en la destruccién de los mio-
mas mediante la aplicacién de energia. La ablacién con ultrasonido focalizado
de alta intensidad (HIFU) es un tratamiento minimamente invasivo que se rea-
liza bajo la guia de ultrasonidos o RMN y produce coagulacién focal y necrosis

del mioma sin alteraciéon del miometrio normal circundante (Lee & Yu, 2016).

El ultrasonido focalizado guiado por resonancia magnética nuclear (MRgFUS)
estd mas extendido que el guiado por ecografia. Es un procedimiento no invasi-
VO que no precisa ingreso ni anestesia, indicado principalmente en miomas in-
tramurales, con el que se obtienen resultados comparables a otros tratamientos
(Pérez-Lopez et al., 2014). Presenta algunas contraindicaciones como la pre-
sencia de cinco o mas miomas, miomas pediculados, miomas grandes de mas
de diez centimetros, estado posmenopausico y adenomiosis grave (Giuliani et
al., 2020). El MRgFUS es una técnica segura, eficiente y rentable para el trata-
miento de los miomas uterinos sintomaticos que mejora la calidad de vida y la
fertilidad (Gizzo et al., 2014). Los efectos secundarios son poco comunes e in-
cluyen quemaduras locales en piel y neuropatias pélvicas reversibles (Stewart,
2015). Hasta el 30% de las mujeres pueden necesitar alguna intervencion adi-
cional dos afos después del tratamiento, (Jacoby et al., 2016). Los datos sobre
embarazos exitosos tras MRgFUS son escasos y es necesaria mas investigacién

al respecto (Giuliani et al., 2020).

Lamiolisis por radiofrecuencia es una técnica eficaz, segura y minimamente in-
vasiva que induce una necrosis coagulativa del mioma consiguiendo una reduc-

ci6én de su tamafio (Luo et al., 2007). Puede ser realizada mediante abordaje lapa-
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roscépico o guiado por ecografia (Pérez-Lopez et al., 2014). La radiofrecuencia
por laparoscopia produce menos pérdida sanguinea y estancias hospitalarias
mas cortas que la miomectomia laparoscépica (Brucker et al., 2014). Ademas, re-
duce significativamente el volumen de los miomas (a los 12 meses disminuye un
66%), mejora la calidad de vida y se consiguen tasas de reintervencién favorables
(tasa acumulativa anual de 4,2 %, 8,2 % y 11,5 % durante 3 afios) (Bradley et al.,
2019). Sin embargo, como en los anteriores procedimientos, los datos sobre los

resultados en embarazos posteriores a la técnica son escasos (Keltz et al., 2017).

La criomiolisis y la termocoagulacion laparoscopica se basan en la supresién
del flujo sanguineo debido a temperaturas extremas con la consecuente reduc-
cién del tamafio de los miomas. Son considerados procedimientos experimen-
tales, ya que los datos disponibles son insuficientes para recomendar su uso.
El laser Nd:YAG. también ha demostrado ser eficaz, pero su elevado precio, la
fragilidad de las fibras y el riesgo de adherencias postoperatorias han limitado

su uso generalizado (Donnez & Dolmans, 2016; Pérez-Lopez et al., 2014.) .

1.10.
VASCULARIZACION Y ANGIOGENESIS
DEL UTERO Y LOS MIOMAS

1.10.1. La vascularizacion uterina

La vascularizacién del tutero depende de una red anastomética que se origina en

las arterias uterinas, ovaricas y vaginales (Ramsey, 1994). La arteria uterina es una

rama de la arteria iliaca internay es el suministro vascular principal del Gtero. En su
trayecto presenta tres segmentos: uno descendente, paralelo a la pared pélvica; un
segmento transversal, que cruza al uréter a nivel del cérvix, y un segmento ascen-
dente, que discurre por la cara lateral uterina (Pelage et al., 2005). La arteria uterina
daramas cervicovaginales, al penetrar en el interior del miometrio, formalas arte-
rias arcuatas circunferenciales, que a su vez se ramifican, dando lugar a las arterias
radiales. Estas tltimas atraviesan el miometrio y alcanzan el endometrio, donde
forman arteriolas basales y espirales. La arteria uterina continia ascendiendo pa-
ralela al Utero y a nivel del mesosélpinx se anastomosa con la circulacién ovérica

(Figura 17) (Ramsey, 1994 ).
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FIGURA 17.
Vascularizacién del Gtero.
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La arteria uterina es el vaso principal que perfunde los miomas, y en su presencia,
esta se encuentra agrandada y distorsionada. Las arterias ovaricas proporcionan un

aporte sanguineo adicional hasta en un 5-10 % de los miomas (Pelage et al., 2005).

La vascularizacién de los miomas ha sido estudiada por diferentes técnicas como
la ecografia Doppler, inmunohistoquimica y microscopia electrénica (Ciarmela et
al., 2022). Mediante estas técnicas se pone de manifiesto que los miomas presen-
tan un rico plexo vascular perifibroide, formado por arterias que suelen tener un
tamafio mayor que las del resto del miometrio, que irriga la periferia del tumor
(Pelage et al., 2005). Sin embargo, el interior del tumor esta memos vasculariza-
doy estd irrigado por pequefias arterias centripetas que se originan en ese plexo
perifibroide (Poncelet et al., 2002; Sampson, 1912). Mediante técnicas de micros-
copia electrénica se evidencia que los miomas de tamafio pequefio (1-3 mm) son
practicamente avasculares y estan rodeados por pequefios vasos que invaden la
lesion desde la periferia; aquellos de mayor tamafio (>1cm) contienen una red
cadtica de vasos sanguineos, en su mayoria capilares, arteriolas y vénulas, con
una densidad vascular similar o inferior al miometrio y a su alrededor presentan
una capa vascular de gran densidad (Walocha et al., 2003). Se han encontrado los
mismos hallazgos mediante ecografia Doppler mostrando este aumento del flujo
sanguineo de la regién que rodea el mioma en comparacién con el interior del

mismo (Figura 18) (Tsiligiannis et al., 2013).
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Vascularizacion de los miomas visualizada mediante ecografia Doppler.
En la imagen de arriba se observa flujo moderado alrededor del mioma y en la de abajo flujo
escaso en el interior del mismo.

La angiogénesis se define como la formacién de vasos sanguineos nuevos a partir
de otros ya existentes y es considerada un proceso esencial para el crecimiento y
desarrollo de los tejidos (Tal & Segars, 2014). Podemos distinguir dos tipos de an-
giogénesis, una fisiolégica y otra patoldgica. La primera se asocia a procesos de re-

generacion tisular y a cambios en el aparato reproductor. En las mujeres, se produce
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angiogénesis de manera ciclica para conseguir un aporte sanguineo correcto en el
endometrio, foliculo y cuerpo liteo, asi como para facilitar el posterior manteni-
miento del embarazo participando en la formacién de la placenta (Figura 19) . A ni-
vel uterino, las hormonas esteroideas gonadales, estrégeno y progesterona, son las
principales reguladoras de la angiogénesis (Fraser & Duncan, 2008). La angiogéne-
sis patoldgica tiene lugar, entre otros procesos, durante el crecimiento tumoral o la

inflamacién crénica (Griffioen & Molema, 2000).
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FIGURA 19.

La angiogénesis en el ciclo ovérico.

En la ovulacidn, la membrana basal se rompe y, en asociacion con una intensa angiogénesis,
los vasos sanguineos invaden el cuerpo liiteo.

110.3.1. La angiogénesis en los miomas

Se ha demostrado que el estrégeno y la progesterona regulan al alza la expresién
de multiples factores angiogénicos en el tejido miometrial y los miomas. El creci-
miento de estos depende de estas hormonas, debido a la induccién local de facto-

res angiogénicos que favorecen la vascularizacion del tumor (Tal & Segars, 2014).

Existe evidencia de que la angiogénesis desregulada, con un aumento de los
factores proangiogénicos, juega un papel fundamental en la fisiopatologia de
los miomas, pudiendo contribuir al desarrollo inicial del tumor (Ciarmela et al.,
2011). En los miomas hay multiples factores de crecimiento con actividad an-
giogénica que muestran una expresion alterada y son probablemente los res-
ponsables de las anomalias vasculares observadas en esta enfermedad. Algunos
de los factores que se expresan de manera diferente al resto del ttero son el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento ligado a hepa-
rina (HB-EGF), ADM, VEGF, bFGF, factor de crecimiento derivado de plaque-

tas (PDGF) y TGEB (Figura 20) (Tal & Segars, 2014).
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FIGURA 20.

Cambios en la expresion de los factores de crecimiento angiogénicos y sus receptores en
los miomas en comparacién con el resto del miometrio.

Los circulos son los factores de crecimiento angiogénico, mientras que los rectdngulos repre-
sentan sus receptores. En azul los que se encuentran incrementados y en rosa aquellos con una
menor expresion. .

Se sabe que el factor inducible por hipoxia 1« (HIF-1a) permite que los tejidos
se adapten a la hipoxia aumentando la angiogénesis (Ciarmela et al., 2022). Los
miomas presentan un ambiente hipéxico, pero no expresan HIF-1qa, por lo que
el ntcleo del tumor es relativamente hipovascular. Sin embargo, en el mio-
metrio de alrededor hay una sobreexpresion de HIF-1a y genera una capsula
vascularizada que rodea al mioma. Desde dicha capsula vascular llega el aporte
sanguineo al tumor en crecimiento y a la vez, favorece la vascularizacién desde
la periferia del tumor hacia el miometrio circundante, explicando los sangrados
abundantes de estas pacientes y la tendencia hemorragica durante la miomec-

tomia (Figura 21) (Mayer et al., 2008; Tal & Segars, 2014).
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FIGURA 21.

Patogénesis de la vascularizacion de los miomas.

Estos tumores muestran un ntcleo avascular dentro de una cdpsula vascularizada (lineas rojas).
Aunque los miomas son hipoxicos, no expresan HIF-1a. Sin embargo, HIF-1a (lineas azul claro)
se encuentra incrementado en las células del miometriales (rosa oscuro). Por otro lado, se expre-
san diversos factores angiogénicos (pequefos tridngulos morados y verde claro) y VEGF (tridn-
gulos verdes oscuro) en las células del miometrio y del mioma, estableciéndose un gradiente de
concentracion de VEGF dentro del mioma. Este gradiente aumenta desde la parte interna hacia
la zona periférica del mioma. Todo esto puede explicar la cdpsula vascularizada que crece alre-
dedor de los miomas y los fendmenos de sangrado uterino anormal que presentan estas mujeres.
Las flechas negras muestran todo el proceso desde la hipoxia hasta el sangrado uterino anémalo.

Por otro lado, la presencia de diversas alteraciones genéticas en los miomas
puede influir en la respuesta inadecuada a los estimulos angiogénicos (G. Levy
et al., 2012). Se ha demostrado que la HMGA2 juega un papel clave en la regu-
lacién de la angiogénesis (Griffin et al., 2019; Sakata et al., 2019) y en aquellos
miomas con esta mutacién existe un aumento de los factores angiogénicos y, en

consecuencia, aumento de la proliferacién celular y migracion de células endo-
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teliales, dando lugar a una mayor tasa de crecimiento. Por ello, los miomas con
sobreexpresion de HMGA?2 tienden a presentar mas vascularizaciéon y ser mas

voluminosos (Ferrero H., 2020; Li et al., 2020).

1.10.3.2. Terapias antiangiogénicas y miomas

La respuesta hipoéxica y angiogénica aberrante que presentan los miomas, puede
hacerlos vulnerables a la interrupcién de su suministro vascular, una caracteris-
tica que podria aprovecharse con fines terapéuticos (Tal & Segars, 2014). Ademas,
el tratamiento antiangiogénico actia principalmente sobre los vasos sanguineos

inmaduros y proliferativos y no en los vasos maduros rodeados de pericitos.
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FIGURA 22.
Diferencias morfolégicas entre un vaso inmaduro y maduro.

Los aGnRH disminuyen la expresién de factores relacionados con la angiogé-
nesis, posiblemente mediado por la regulacién a la baja de los estrégenos y la
progesterona. Gracias a esto disminuye el suministro de sangre tanto a los mio-
mas como al tejido miometrial circundante con la consecuente reduccién del

tamarfio de los tumores (Ciarmela et al., 2011; khan et al., 2010).

Un estudio con el SPRM asoprisnil mostré una reduccién moderada en el flujo
sanguineo de la arteria uterina gracias a un efecto antiangiogénico (Wilkens et
al., 2008). Se demostro que estos efectos estan asociados con la regulacion a la
baja de los factores angiogénicos VEGF, ADM, TGFp y EGF y sus receptores en
las células de mioma sin afectar a las células miometriales normales (Ohara et
al., 2007; Xu et al., 2006). Estos datos sugieren que los SPRM pueden inducir la

reduccion del mioma a través de un mecanismo antiangiogénico.

El efecto de la EUA también se basa en una isquemia uterina transitoria que
afecta tanto al miometrio como a los miomas, y aunque se observa una reper-
fusion del resto del tejido miometrial, en los miomas isquémicos se produce un

infarto irreversible (Scheurig-Muenkler et al., 2010).

En el campo de la ginecologia, la mayoria de los estudios experimentales y en-
sayos clinicos con compuestos antiangiogénicos se han centrado en las neopla-
sias malignas y la endometriosis (Tal & Segars, 2014). En los tltimos afios tam-
bién se han investigado algunas terapias antiangiogénicas para el tratamiento
de miomas. Por ejemplo, basado en estudios previos donde se observé que la
expresion de ADM era mayor en el tejido de los miomas en comparacién con el
miometrio y que esto estaba correlacionado con su indice de proliferacién en-
dotelial y densidad vascular (Hague et al., 2000), Nikitendo et al. investigaron
si el receptor de ADM, Calcitonin receptor-like receptor (CLR), podria ser efectivo
como diana antiangiogénica. Los investigadores demostraron en un primer lu-
gar que la ADM inducia la proliferacién y migracién de las células endoteliales
del miometrio in vitro. Posteriormente, en un modelo in vivo, evidenciaron que
CLR se localizaba exclusivamente en el endotelio de los miomas y del miome-

trio adyacente. Sin embargo, los niveles de CLR eran inferiores en los tumores
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respecto al miometrio de alrededor, coincidiendo este hallazgo con una me-
nor densidad vascular en los miomas (Nikitenko et al., 2006). Por otro lado, la
curcumina presenta propiedades antineoplésicas y antiangiogénicas, demos-
trando tener un efecto antiproliferativo en las células de mioma a través de la

regulacion de la apoptosis (Malik et al., 2020).

A diferencia de la enfermedad metastasica, en la que es necesaria la administra-
cioén sistémica de farmacos, los miomas son lesiones tumorales bien delimitadas.
Por ello, uno de los desafios de la terapia angiogénica es apuntar selectivamente
a la vascularizacion del mioma sin afectar al miometrio u ovarios circundantes.
Una manera de conseguir un efecto selectivo sobre la vascularizacién de los mio-
mas sin dafiar a otros tejidos no diana es empleando terapia génica. En un modelo
animal de mioma se empled terapia génica con un vector adenoviral portador del
gen de la timidina cinasa del virus herpes simple 1 (herpes simplex virus 1 thymidi-
ne kinase gene [HSV1TK]) seguido de tratamiento con ganciclovir, y se obtuvo una
disminucion del volumen de los miomas, con un aumento de la apoptosis y no se

encontraron eventos adversos asociados (Hassan et al., 2009).

No obstante, en la actualidad el papel de las terapias antiangiogénicas en los
miomas uterinos es limitado. Por tanto, se debe profundizar en el conocimiento
de los mecanismos fisiopatolégicos involucrados en la angiogénesis miometrial
normal y patoldgica, para poder disefiar terapias antiangiogénicas que actiien

de manera selectiva sin asociar toxicidad.

Atendiendo a esta estrategia, buscamos un compuesto con potencial terapéu-

tico en los miomas. Entre las diferentes opciones, investigamos el acido polii-

nosina-policitidilico (pIC) y su efecto sobre estos tumores. Dadas las implica-
ciones que tiene en el desarrollo de esta tesis, a continuacion, expondremos las

principales caracteristicas de este compuesto.

1.11.
ACIDO POLIINOSINA-POLICITIDILICO

El acido poliinosina-policitidilico (pIC o PolyI:C) es un ARN sintético de doble ca-
dena que fue sintetizado hace mas de cinco décadas. Originalmente se describi6
como un elemento que ejercia efectos antitumorales tras estimular al sistema in-
mune a través de la via del interferén (Field et al., 1967; H. B. Levy et al., 1969). Sin
embargo, posteriormente se observé que en modelos murinos inmunodeprimidos
también seguia siendo efectivo (Bergé et al., 2010), por lo que se postuld que el me-

canismo de accién era distinto o presentaba otro adicional.
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FIGURA 23.
Estructura del 4cido poliinosina-policitidilico.
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Se ha descrito que pIC puede producir efectos terapéuticos a través de la estimu-
lacién de la via del receptor tipo toll-3 (TLR3) / interferdn (Bergé et al., 2010). A
través de la via de TLR3, este compuesto induce un aumento de secrecién de in-
terferon-beta (IFN-) y estimula la inmunidad antitumoral mediante la activa-
cién de las células natural killer (NK) (Huang et al., 2013). Otro mecanismo por el
cual consigue efecto antitumoral es desencadenando la apoptosis y frenando el
crecimiento del tumor a través de la inactivacion de la via PI3K/Akt (Harashima
et al., 2012). Por otro lado, pIC ejerce una accién antiangiogénica estimulando el
receptor de membrana celular TLR3 (Bergé et al., 2010; Blumberg, 1974; Kleinman
et al., 2008) e induciendo cambios en la permeabilidad de las células endoteliales

(Fischer et al., 2009).

Los cambios en la angiogénesis pueden generar problemas de toxicidad (Blumberg,
1974). Sin embargo, el perfil de seguridad de pIC en diversos estudios se ha mostra-
do favorable, con una baja tasa de efectos adversos (Field et al., 1967; Lampson et
al., 1972). En un ensayo en 24 pacientes con cancer e infecciones virales concomi-
tantes los efectos adversos mas frecuentes fueron fiebre en 21 pacientes, elevacion
leve de las enzimas hepéticas en 8 pacientes y anomalias en parametros de la coa-
gulacién en 9 pacientes, que aparecieron relacionadas con la dosis empleada. Todas
estas anomalias fueron reversibles y ninguna se consider6 grave o potencialmente

mortal (Freeman et al., 1977).

A pesar de que algunas publicaciones en modelos animales describieron una po-
tente actividad antitumoral asociada a un bajo perfil toxico (H.B. Levy et al., 1969),
otros ensayos clinicos posteriores con pIC mostraron poca estabilidad y no encon-

traron efecto antitumoral (Robinson et al., 1976). Debido a esto, durante afios no

se avanzd en el estudio de este compuesto. Posteriormente, se retomé el interés en
esta moléculay diferentes estudios encontraron efectos beneficiosos de pIC a tra-
vés de la activacion de la inmunidad antitumoral, como por ejemplo en un modelo
murino de cancer de cérvix (Cui & Qiu, 2006) o en cancer de pulmén metastasico

(Forte et al., 2012).

Por otro lado, como algunos datos sobre el pIC no fueron positivos, se realizaron
estudios posteriores con complejos de pIC asociado a otros compuestos como po-
li-L-lisina, carboximetilcelulosa, liposomas o polietilenimina (PEI) observan-
do que de esta manera se incrementaba su actividad antitumoral (Fujimura et al.,

2006; Levine et al., 1979; Pollack et al., 2014).

En el trabajo de Tormo et al. en un modelo murino de melanoma, reportaron que la
combinacién de pIC con PEI [pICPEI], mejoraba significativamente la capacidad de
pIC para ejercer su accién y ademas resultaba fundamental para mantener un progra-
ma transcripcional persistente con actividad antitumoral. Se demostrd que el com-
plejo [pICPEI] promueve la hiperactivacion selectiva de la autofagia en células malig-
nas, y activa las caspasas proapoptoéticas induciendo la apoptosis. La convergencia de
la autofagia sostenida y la activacion de caspasas acttian de forma sinérgica en la des-

truccion tumoral (Figura 24) (Alonso-Curbelo & Soengas, 2010; Tormo et al., 2009).

Debido a la capacidad antiangiogénica y la induccién de la apoptosis que este com-
puesto ejerce sobre los tumores, asi como la baja toxicidad asociada, [pICPEI] po-
dria ser un tratamiento potencial en patologia benigna. De hecho, un estudio evalu
el efecto de este compuesto en un modelo murino heterélogo de endometriosis,
mostrando efectos proapoptéticos y antiangiogénicos en los implantes endome-

tridsicos (Garcia-Pascual et al., 2015).
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FIGURA 24.

Modelo propuesto de como [pICPEI] induce actividad antimelanoma.

El [pICPEI] es absorbido de manera eficiente por el compartimento endosomal de las células
tumorales para su posterior liberacion en el citosol (1). Este compuesto altera la dindmica en-
dosomal e induce de manera sostenida ciclos de fusién endosoma-autofagosoma-lisosoma
(2). Ademds, pIC a nivel del citosol activa la enzima helicasa MDA5 (proteina 5 asociada a
la diferenciacion de melanoma), favoreciendo la activacion del factor proapoptético NOXA y
consecuentemente de las caspasas apoptdticas (3). La convergencia de la autofagia sostenida y
la activacién de caspasas se sinergizan en una autodestruccion tumoral eficiente (4,).

Por todo esto, hipotetizamos que [pICPEI], que inicié su comercializacién tempra-
na con el nombre de BO-110, podria ser un compuesto con potencial terapéutico en
los miomas. Para realizar este trabajo de investigacion, revisamos diferentes mo-

delos animales con el fin de seleccionar el mas idéneo.

1.12.
MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO
DE LOS MIOMAS

Para el estudio de posibles nuevos tratamientos es fundamental disponer de un mo-
delo animal adecuado. Aunque se han disefiado diversos modelos, la mayoria de ellos
no representa debidamente la enfermedad humana (Malik et al., 2020). Los roedores
parecen ser los mas apropiados para llevar a cabo nuestra investigacion y para selec-

cionar el mas idéneo, revisamos los diferentes modelos murinos en miomas.

Uno de los primeros modelos in vivo de mioma fue la cepa de ratas Eker que desa-
rrolla tumores espontaneos en el ttero (Everitt et al., 1995; Howe et al., 1995). Las
ratas Eker presentan mutaciones en el complejo de la esclerosis tuberosa 2 (Tsc2) que
las predispone a la formacién de tumores espontaneos en diferentes érganos como el
rifién, el Gtero, el bazo y los pulmones (Howe et al., 1995). E1 65% de estos animales
desarrolla miomas uterinos entre los 12 y los 16 meses de edad y, aunque con menos
frecuencia, también leiomiosarcomas (Howe et al., 1995). No obstante, este mode-
lo animal tiene sus limitaciones como la dependencia exclusiva de estrégeno para el
crecimiento de los miomas (sin jugar un papel la progesterona), la predisposicion a

leiomiosarcomas, las diferencias entre especies y su alto coste (Hassan et al., 2008).
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Por ello, se han disefiado diferentes modelos alternativos, aunque con limitaciones
similares, como los ratones transgénicos Tsc2-null en los que se forman miomas a
las 24 semanas (Prizant et al., 2013) o un modelo murino que expresa una mutacion
en el gen MED12 que también conduce a la formacién de estos tumores. Sin embar-
go, los tumores no son de origen humano y, ademas, no en todos los miomas estan

implicadas mutaciones en dicho gen (Mittal et al., 2015).

En los dltimos afios se han optimizado los modelos murinos usando xenoinjerto
de tejido humano en ratones inmunodeficientes. En la mayoria de los estudios se
injerta tejido de mioma de origen humano o se inyectan células de mioma por via
subcutéanea, bajo el rifién o a nivel intrauterino (Drosch et al., 2013; Hassan et al.,
2008; Suzuki et al., 2018; Wang & Shozu, 2014). Algunos trabajos apuntan que el
tejido de mioma injertado requiere transfeccién con vectores adenovirales porta-
dores de ciclooxigenasa-2 y VEGF-A para promover su supervivencia (Hassan et
al., 2008), por el contrario, otras publicaciones concluyen que las células de mioma
primario pueden crecer en ausencia de la transfeccién viral auxiliar (Drosch et al.,
2013). Los modelos murinos inmunodeprimidos, al no presentar respuesta inmu-
ne, no pueden rechazar tejidos heterdlogos trasplantados. Ejemplo de ellos son los
ratones atimicos (Nude-NU), que carecen de células T maduras; los ratones con
inmunodeficiencia combinada severa (severe combined immunodeficient [SCID] en
inglés), que presentan una deficiencia congénita en la funcién de los linfocitos T y
B; los ratones (NOD)-SCID (non-obese diabetic severe combined immunodeficient)
que ademas son deficientes en células NK, y NOD/SCID/yCnull(NOG) que combina
la incompetencia funcional de las células T, By NK con la alteracién en la capaci-
dad de produccién de citocinas. Hay que tener en cuenta que, aunque sea una gran
ventaja el empleo de tejido de mioma humano, no siempre es factible la obtencioén

de muestras en fresco obtenidas de biopsias o cirugias.

Por todo ello, tras revisar los diferentes modelos animales, decidimos que el mode-
lo méas adecuado para nuestra investigacién era un modelo murino inmunodepri-

mido que nos permitiera emplear xenoinjerto de mioma humano.

1.13.
JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Los miomas uterinos son los tumores benignos mas frecuentes en las mujeres en
edad reproductiva, pudiendo interferir en la fertilidad y asociando sintomas que
afectan a su calidad de vida. Actualmente no existe un tratamiento totalmente sa-
tisfactorio para esta enfermedad por lo que es de gran importancia la investigacién
de nuevas terapias. Basandonos en el papel clave de la angiogénesis en el desarrollo
y crecimiento de los miomas, el empleo de farmacos con actividad antiangiogénica
puede ser una alternativa terapéutica potencial. En esta tesis investigamos sila ac-
cion selectiva y eficaz de [pICPEI] frente a tumores malignos podria ser de utilidad
en el tratamiento de los miomas. Este compuesto tiene un buen perfil de seguridad
con escasa toxicidad, presenta actividad antiangiogénica e induce de manera selec-
tiva la autofagia y apoptosis en un gran espectro de células tumorales. No obstante,
su efecto en células tumorales benignas es desconocido. Por ello, en la presente te-
sis hemos desarrollado un modelo murino heterélogo con tejido de mioma humano

para el estudio in vivo del compuesto [pICPEI].
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El compuesto [pICPEI] puede ser eficaz en el tratamiento de los miomas debido a
sus propiedades antiangiogénicas, proapoptoticas y antiproliferativas. Este efecto
lo realiza de manera selectiva sobre los tumores, y como consecuencia de él, se po-

dria obtener una reduccién del tamaro de los miomas.
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3.1.
OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal de este estudio es evaluar el efecto de [pICPEI] sobre el tamafio

de los miomas uterinos con el fin de determinar su potencial papel terapéutico.

3.2.
OBJETIVOS SECUNDARIOS

«  Determinar in vitro la potencial actividad proapoptética del [pICPEI] sobre las

células de mioma de manera selectiva.

+  Determinar in vivo en un modelo murino heterélogo de mioma humano el

efecto sobre la angiogénesis, la proliferacién celular y la apoptosis.
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MATERIAL

Y METODOS

4.1.
AMBITO DEL ESTUDIO

El reclutamiento de pacientes y la obtencién de muestras fue realizada en el ser-
vicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Universitario y Politécnico La Fe
de Valencia. El estudio posterior de las muestras obtenidas se llev6 a cabo en los
laboratorios del departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia de la Uni-

versidad de Valencia.

4.2.
DISENO DEL ESTUDIO

Como paso previo a la experimentacién funcional in vivo, se llev) a cabo estudio
piloto inicial in vitro en el que se determind la potencial actividad proapoptética del

[pICPEI] sobre las células de mioma.

Posteriormente, para la consecucién de nuestro objetivo, realizamos la puesta a pun-
to de un modelo animal heterélogo de mioma, para poder testar in vivo el funciona-
miento del farmaco. Teniendo en cuenta que las ratonas no pueden desarrollar esta
enfermedad, decidimos utilizar un modelo de xenotrasplante. Para evitar el rechazo
del xenoinjerto de mioma humano se emplearon ratonas inmunodeprimidas, concre-
tamente 48 ratonas nude, atimicas, de 5 semanas de edad (Charles River Laboratories,
International, Inc., Wilmington, MA) que se subdividieron en 3 sets experimentales

(n=16 por set). Debido a la dependencia hormonal de la enfermedad, las ratonas fue-
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ron previamente ooforectomizadas evitando asi la interferencia de las hormonas en-
doégenas del animal y eliminando las variaciones interindividuales. Tras la ooforecto-
mia se les implantd por via subcutanea, bajo la piel del cuello, capsulas de liberacion
lenta de 60 dias que contenian 0,05 mg de 17 p-estradiol y 50 mg de progesterona.
Una semana después se procedio a la implantacién de 4 fragmentos de 3-5 mm? de
leiomiomas humano obtenido de mujeres sometidas a miomectomia laparoscopica.
Estos fragmentos se implantaron en la cavidad peritoneal de cada animal con el uso

del pegamento tisular n-butil cianoacrilato (3M Animal Care, St. Paul, MN).

Después de dejar que los implantes se establecieran y revascularizasen durante una
semana, se procedié a la administracién del tratamiento. Para ello se aleatorizd en
dos grupos a los animales, un grupo control (n=8) que recibié vehiculo salino por
via intravenosay otro grupo tratamiento (n=8), a los que se les administré 0.6 mg/

kg de [pICPEI] dos veces por semana durante 4 semanas.

Al finalizar el tratamiento los animales fueron sacrificados, se recuperaron los im-
plantes y se determiné inmediatamente su tamafio. Tras ello, los implantes fueron
procesados para la posterior realizacién de métodos inmunohistoquimicos y de in-
munofluorescencia donde se evalud la vascularizacién con el anticuerpo PECAM,
marcador de células endoteliales, la proliferacién celular utilizando el anticuer-
po Ki67 y la apoptosis con el kit Apoptag®. Las imagenes obtenidas mediante un
microscopio ptico y de fluorescencia (Nikon®) con una camara digital acoplada,
fueron cuantificadas utilizando un software de andlisis de imagen Image-Pro Plus
(Media Cybernetics, Warrendale, PA). La existencia de diferencias significativas
entre los dos grupos fue evaluada mediante test paramétricos y no paramétricos,

considerando estadisticamente significativa una p <0,05.

Disefio del estudio
1semana 1semana 4 semanas
Ratonas atimicas Ooforectomia Implantacion Implantacion Inicio de Fin del Tamarno de los
(n=48) de capsulas de de 4 fragmentos tratamiento con tratamiento implantes
liberacion lenta de leiomioma vehiculo salino o L
5 semanas edad con 0,05 mg de humano o [PICPEI] dos Sacrificio \/asculanzaf\on
3 sets 17 B-estradiol de 3-5mm? veces por Recuperacion (PECAM+)
experimentales y 50 mg de semana durante de implantes Proliferacion
progesterona 4 semanas celular (Ki67+)

Apoptosis
(Apoptag®)

FIGURA 25.
Disefio del estudio.

4.3.
OBTENCION DE TEJIDO DE LEIOMIOMA
Y MIOMETRIO HUMANO

Se obtuvo tejido de leiomioma y de miometrio normal de pacientes caucasicas
(n=6) que fueron sometidas a miomectomia laparoscépica por miomas uterinos
sintomaticos en el Hospital Universitario y Politécnico la Fe de Valencia. Los cri-
terios de inclusiéon fueron mujeres que aceptaron participar en el estudio, previa
obtencién del consentimiento informado, con un rango de edad de 30 a 50 afios, sin
trastornos ginecoldgicos o neoplasias malignas y que no hubieran recibido ningin

tratamiento hormonal durante al menos los 3 meses previos a la cirugia.

Tras disponer de los tejidos frescos, se colocaron inmediatamente a 4°C en un me-
dio de mantenimiento (medio M199 [Gibco, Carlsbad, CA]) que contiene un 10%
de suero bovino fetal (FBS, PAA, Piscataway, NJ), penicilina y estreptomicina al 1
% (Gibco) y 10 mmol/L de acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’"-2-etanosulfénico
(HEPES) y se transportaron al laboratorio para su procesamiento. Las muestras se

diseccionaron para separar el leiomioma del resto de tejido miometrial.
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La mitad de las muestras de leiomioma (n=3), asi como el correspondiente tejido
endometrial normal, se utilizaron para establecer un cultivo primario para estudios
in vitro. Las muestras de leiomioma restantes (n=3) se procesaron para establecer

un modelo de leiomioma murino para estudios in vivo.

4.4.
EVAL'UACI(')N DE LOS EFECTOS DE [pICPEI]
EN CELULAS DE LEIOMIOMA /N VITRO

Antes de realizar los estudios in vivo, se evaluaron los efectos in vitro sobre células
de leiomioma para testar si [pICPEI] presentaba un efecto selectivo sobre células de

leiomioma, sin ejercer su accién en las células miometriales normales.

4.4.1. Cultivo primario de células de leiomioma y
miometriales normales

El leiomioma y los fragmentos de miometrio sano se trituraron en trozos de 1 a
2 mm3 y se digirieron enziméticamente a 37°C con 2 mg/ml de colagenasa tipo
II (Worthington, Lakewood, NJ) y 1 mg/ml de ADNasa tipo I (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO) durante 1 hora con agitaciéon constante. La mezcla se filtr6 a través de
filtros de polietileno de 50 pm (Partec; Celltrics, Miinster, Germany) para eliminar
los grumos celulares y los tejidos no digeridos. El proceso de digestién enzimatica
y filtrado se repitié dos veces hasta obtener una suspensioén unicelular. A conti-
nuacioén, las células se sembraron en placas de cultivo celular de seis pocillos a una

densidad de 1 x 105 células/pocillo con medio Eagle modificado de Dulbecco/mez-

cla de nutrientes F-12, DMEM/F-12 (Gibco) que contenia suero bovino fetal al 10%

(PAA Laboratories) y solucion antibiética-antimicética al 1% (Gibco).

4.4.2. Tratamiento con [pICPEI] y ensayos de
muerte celular

Después de una incubacién durante la noche en condiciones estandar (37°C y 5%
de CO,), las células se lavaron y posteriormente se cultivaron con vehiculo (agua
Milli-Q; EMD Millipore) o 1 pg/mL [pICPEI] durante 12, 24 0 48 horas. Para la pre-
paracién y la dosis de [pICPEI] nos basamos en la dosis ensayada que habia mos-
trado efectos proapoptéticos claros sobre células de melanoma en cultivos in vitro

(Tormo et al., 2009).

El porcentaje de muerte celular se cuantificé con un ensayo de viabilidad celular (in-
tegridad de la membrana) mediante exclusién del colorante azul de tripano. Para los
tiempos de observacion posterior nos basamos en estudios previos (Cordell-Stewart
& Taylor, 1973). El fundamento de esta técnica consiste en que las células viables,
con membrana citoplasmatica integra, excluyen el colorante y no se tifien; en cam-
bio el colorante si que penetra en las células no viables con alteraciones de la mem-

brana celular provocando que éstas se observen con una coloracién azul (Figura 26).

FIGURA 26.

Células tefiidas con azul de tripano.

Las células que no captan el colorante son viables; las
células no viables, con pérdida de la integridad de la
membrana celular, se tifien de azul (flecha negra).

Imagen extraida de (Hong et al., 2011).
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4.5.
GENERACI()N DE UN MODELO MURINO
HETEROLOGO DE LEIOMIOMA

4.5.1. Adquisicion y procesado de los fragmentos
de leiomioma humano

Tras la obtencion de la pieza en fresco de leiomioma, esta se separé del tejido mio-
metrial sano en el medio M199, se cortd en piezas de aproximadamente 3-5 mm?
y se fotografi6 junto a una regla de referencia. Posteriormente el tamafio de los
implantes se calculd determinando la longitud de dos diametros perpendiculares
(D1, D2) con un calibrador y el &rea de la seccién transversal de cada lesién segtin un
método descrito previamente para formas ovoides (D1x D2 x 7t/4) (Efstathiou et al.,
2005). Los fragmentos obtenidos se transportaron en medio M199 al laboratorio

para facilitar su posterior implantacién en las ratonas.

4.5.2. Preparacion de los animales receptores

La cepa que se emple6 como receptora de los implantes de leiomioma humanos fue
la Crl:CD1-Foxni™ (Figura 27) desarrollado a partir de la transferencia del gen nude
de Crl:NU-Foxn ™ a un ratén CD-1® a través de una serie de cruces que comenzd en
1979 en los laboratorios Charles River. Este ratén es inmunodeficiente al carecer de

timo y no producir células T.

En este estudio se utilizaron un total de 48 ratones nude hembra sin timo de 5 se-
manas de edad (Charles River Laboratories, International, Inc., Wilmington, MA).

La ejecucion experimental se subdividi6 en 3 sets experimentales (n=16 por set).

Cada set estaba formado por dos grupos de 8 animales correspondientes a los gru-
pos experimental y control. Las ratonas se alojaron en condiciones libres de patd-
genos especificos, a 26°C, en un ambiente de horas controladas de luz con un ciclo
de luz-oscuridad de 12 horas y se alimentaron ad libitum. Todo el manejo se realiz6

en campanas de flujo laminar filtrado.

Imagen extraida de la web oficial de Charles River Laboratories.

FIGURA 27.
Ratén de la cepa Crl:CD1-Foxnim,

Para evitar fluctuaciones en los niveles hormonales los animales fueron ooforecto-
mizados. Esta cirugia se realizé tras la administracién de analgesia (buprenorfina,
0,1 mg/kg) y con el uso de anestesia inhalatoria (5% isoflurano para induccién y 2%

para mantenimiento), reduciendo asi al minimo el sufrimiento animal.

Para permitir la supervivencia del injerto de tejido y evitar variaciones interindi-
viduales y las dependientes del ciclo, tras la ooforectomia, los niveles hormonales
se homogeneizaron colocando cépsulas de liberacion lenta de 60 dias (Innovative
Research of America) que contenian 0,05 mg de 17 g-estradiol y 50 mg de proges-

terona por via subcutanea, bajo la piel del cuello de los animales.
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El estudio fue aprobado por el Comité de ética de Bienestar Animal de la Univer-
sidad de Valencia, de acuerdo con la normativa vigente y respetando los procedi-
mientos de manejo y sacrificio recomendados por las legislaciones espafiola y eu-
ropea (Real Decreto 1201/2005, B.O.E. 252, 10 de octubre de 2005 104 y el Convenio

Europeo 1-2-3, 18 de marzo de 1986).

4.5.3. Implantacion del tejido en los animales
receptores

Una semana después de la cirugia sobre la ratona, 4 fragmentos de leiomioma hu-
mano se fijaron en el peritoneo de cada animal usando el adhesivo n-butil cianoa-

crilato (3M Animal Care, St. Paul, MN).

Para la implantacién del injerto, los animales fueron de nuevo anestesiados con
isoflurano y posteriormente se les realiz6 una pequefia incision en el abdomen para
tener acceso al peritoneo de la pared abdominal e implantar el tejido. Tras ello, se
sutur6 la pared abdominal. El procedimiento transcurrié sin complicaciones en to-

dos los animales.

Los fragmentos de leiomioma usados para injertar a los animales en cada grupo
(n=16) se obtuvieron de una misma paciente para evitar la variacion interindividual

en cada uno de los tres sets experimentales.

4.5.4. Intervenciones farmacoldgicas

Una semana tras la implantacién de los leiomiomas, los animales de cada grupo
se trataron con inyecciones en la vena lateral de la cola de 100 pL de vehiculo de
agua Milli-Q (n=8) o una dosis de 0,6 mg/kg de [pICPEI] (n = 8), dos veces por
semana durante 4 semanas. La dosis de [pICPEI] ensayada habia sido reportada
previamente como éptima para ejercer efectos antitumorales en el tratamiento de

melanoma sin efectos téxicos significativos (Tormo et al., 2009).

El comportamiento y peso de las ratonas fue monitorizado durante todo el proceso
sin que se apreciaran alteraciones en estos parametros en ninguno de los dos gru-

pos de animales.

4.5.5. Sacrificio de los animales y recuperacion
de los implantes

Tras finalizar el tratamiento, los animales fueron sacrificados mediante inhalacién
de CO, y se extirp6 la cavidad peritoneal a fin de tener acceso a las lesiones para

determinar el efecto de [pICPEI].

Al examen macroscopico se encontrd que las visceras eran morfolégicamente nor-
males en todas las ratonas. Los implantes de leiomioma fueron recuperados y foto-
grafiados, y su tamafio (area) fue estimado nuevamente como se ha descrito ante-

riormente con el método para formas ovoides.
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4.6.

DETERMINACION DEL EFECTO DE [PICPEI]
SOBRE LOS IMPLANTES DE LEIOMIOMA
MEDIANTE METODOS DE INMUNOTINCION

Tras la obtencién de las muestras y la medicién del tamafio, la mitad de los im-
plantes se fijaron en formaldehido tamponado (neutro) al 4 % durante la noche
a 4°C para la caracterizacién histolégica y la deteccién inmunohistoquimica de la
proliferacién celular. El resto de los implantes se embebieron en un compuesto de
temperatura de corte 6ptimo, en inglés optimal cutting temperature compound (OCT
compound) para posteriormente determinar la vascularizaciéon y la apoptosis me-

diante técnicas de inmunofluorescencia.

Antes de proseguir con el desarrollo de la metodologia empleada en nuestra investi-
gacién vamos a describir sucintamente las generalidades de las técnicas de andlisis de

inmunotinciéon que hemos aplicado para poder tener una mejor comprension de esta.

4.6.1. Procedimientos de inmunotincion

En bioquimica, la inmunotincién o inmunodeteccién es cualquier método basado
en anticuerpos para detectar una proteina especifica en una muestra celular o tisu-
lar. El término inmunotincién se usé originalmente para referirse a la tincién in-
munohistoquimica de secciones de tejido, como lo describi6 por primera vez Albert
Coons en 1941 (Coons et al., 1941). En la actualidad la inmunotincién engloba dife-
rentes técnicas empleadas en histologia, biologia celular y molecular que utilizan
diversos métodos de tincion basados en anticuerpos; dos de los mas empleados son

la inmunohistoquimica (IHQ) y la inmunofluorescencia (IF).

La inmunohistoquimica es un procedimiento que tiene como objetivo localizar y
hacer visible un antigeno especifico, generalmente proteinas, en secciones de te-
jido o células mediante el empleo de anticuerpos. La localizacién de una proteina
proporciona informacién sobre su funcién. Aunque el antigeno se una a la molé-
cula que queremos detectar, no sera visible con el microscopio si no se conjugan
con marcadores que aporten visibilidad. Este tipo de marcadores suelen ser de dos
tipos: enzimas, que forman un precipitado de color o moléculas fluorescentes. Las
enzimas mas empleadas son la peroxidasa y la fosfatasa alcalina. El uso de marca-
dores fluorescentes se denomina inmunofluorescencia (Figura 28) (Katikireddy &

O’Sullivan, 2011).
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FIGURA 28.
Métodos inmunohistoquimicos (A) y de inmunofluorescencia (B).

Los anticuerpos son predominantemente de tipo inmunoglobulina G o M, y pueden
ser poli- o monoclonales. Los primeros son una mezcla de inmunoglobulinas que
derivan de diferentes linfocitos B. Esta mezcla de anticuerpos reconoce diferentes

epitopos en el mismo antigeno y son mas faciles de obtener que los anticuerpos
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monoclonales. Los segundos son inmunoglobulinas idénticas que derivan de un

Unico clon de linfocitos By reaccionan con un epitopo especifico de un antigeno.

Por otro lado, para detectar la unién del anticuerpo a su antigeno se puede utili-
zar un método directo o indirecto. En el método directo, el anticuerpo primario se
marca con una enzima o, en el caso de la fluorescencia, con un fluorocromo (Figura
29.A). En el método indirecto, el anticuerpo primario no esta marcado y su unién se
detecta mediante un anticuerpo secundario que tiene una enzima o un fluorocromo
marcado (Figura 29.B). Con el método indirecto, se amplifica la sefial al emplear

diversos anticuerpos secundarios que pueden unirse al anticuerpo primario y hoy

en dia es el método mas empleado (Katikireddy & O’Sullivan, 2011).

A. B.
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FIGURA 29.

Inmunohistoquimica con marcaje directo (A) o indirecto (B).

El método indirecto puede modificarse con la finalidad de amplificar ain mas la
sefial obtenida. Una de las modalidades més empleadas es del complejo Avidi-
na-Biotina (ABC). En €], la biotina, una vitamina hidrosoluble, se une a una serie

de complejos de avidina/estreptavidina que a su vez se han unido a una enzima o

102

un fluorocromo (Figura 30.A). Otro ejemplo de método indirecto en varios pasos,
es la técnica de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP). El método PAP utiliza un an-
ticuerpo secundario para formar un puente entre el anticuerpo primario y el com-
plejo PAP. El complejo PAP consta de una combinacién de anticuerpos contra la
peroxidasa de rabano picante y varias moléculas de peroxidasa de rabano picante.
De este modo, el anticuerpo primario puede diluirse en gran medida, lo que reduce

la tincién de fondo (Figura 30.B).
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FIGURA 30.
Método del Complejo Avidina-Biotina (ABC) (A) y método PAP (B).

Este tipo de procedimientos se realizan sobre secciones de tejido previamente fija-
das. Inmediatamente después se incuban en una solucién de bloqueo que satura los
posibles sitios de unién inespecifica, gracias a una alta concentracién de proteina
como la seroalbimina bovina. Tras cada paso de unién de anticuerpos o del com-
plejo avidina-biotina-peroxidasa se realizan lavados de los cortes con una solucién
de tampdn fosfato, donde también estan disueltos los anticuerpos. La reaccién de
la peroxidasa convierte la diaminobencidinay el peréxido de hidrégeno, en un pro-

ducto insoluble y coloreado que permite ser visualizado con el microscopio dptico.
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La inmunofluorescencia se basa en las propiedades de los fluorocromos, que son
moléculas que emiten luz visible tras iluminarlas con una determinada longitud de
onda. Actualmente suelen emplearse métodos de deteccién indirecta. Existe una
amplia gama de fluoréforos disponibles, que proporcionan mayor brillo y foto-
estabilidad. La fluorescencia requiere un microscopio especifico (microscopia de
fluorescencia) con un conjunto de filtros adecuados para las sondas fluorescentes
empleadas. Aunque es el método de eleccidén cuando se localiza una o mas protei-
nas con una célula, tiene la desventaja de que la intensidad de la sefial fluorescente

va decreciendo con el paso del tiempo (Figura 31) (Katikireddy & O’Sullivan, 2011).
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inespecificas primario secundario
FIGURA 31.

Esquema de la reaccién de la Inmunofluorescencia.

Asi pues, existen numerosos métodos inmunohistoquimicos e inmunofluorescen-
tes que pueden usarse para localizar y caracterizar diversos antigenos. La seleccion
del método apropiado debe basarse en parametros tales como el tipo de muestra o

tejido a investigar y el grado de sensibilidad requerido.

4.6.2. Deteccion de la proliferacion celular

Los implantes se fijaron en formaldehido tamponado (neutro) al 4% durante la no-
che a 4°C antes de incluirlos de forma rutinaria en cera de parafina y cortarse en
secciones de 5 pm. Posteriormente, para evaluar la proliferacién celular, se realizé
tincién inmunohistoquimica con un anticuerpo monoclonal de origen murino di-

rigido frente al antigeno nuclear Ki67 (MIB-1, 1:50; DakoCytomation, Denmark).

Ki67 es una proteina nuclear necesaria para la proliferacion celular. Se expresa du-
rante todas las fases activas del ciclo celular (Gl1, S, G2 y mitosis). Nunca se expresa
en las células en reposo (GO) (Figura 32). Por ello, su expresion se correlaciona con

la fraccién celular en fase de proliferacién (Yuan et al., 2015).

case mitoticy

Interfase \

Expresion Ki67

Baja Alta

Imagen adaptada de (Yuan et al., 2015).
FIGURA 32.
Expresion de Ki67 en diferentes fases del ciclo celular.
Las células expresan Ki67 durante las fases G1, S, G2 y mitosis, pero no durante GO. Los niveles de
Ki67 son bajos en las fases G1 y S y aumentan al nivel mdximo en la fase mitdtica; la intensidad
del color rojo representa los niveles de expresion de Ki67, cuanto mds intensos, mds elevados.
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4.6.3. Deteccidén de la vascularizacion

Los fragmentos de leiomioma congelados se cortaron en secciones de 8 pma inter-
valos de 50 pm y se montaron en portaobjetos de vidrio Superfrost Gold (Thermo

Fisher Scientific Inc., Waltham, MA).

A continuacién, los cortes seleccionados se fijaron en acetona a -20°C y se realiz6

inmunofluorescencia frente a PECAM (CD31).

Lamolécula de adhesién de células endoteliales y plaquetas, en inglés Platelet endo-
thelial cell adhesion molecule (PECAM), también conocida como cluster of differentia-
tion 31 (CD31), es una glicoproteina transmembrana relacionada con la superfamilia
de las inmunoglobulinas. Se expresa en las células endoteliales, plaquetas, macro-
fagos y otras células del linaje mieloide. PECAM es un mediador de la adhesién de
leucocitos y plaquetas a las células endoteliales e interviene también en la migracion
de los leucocitos hacia el espacio intersticial. En inmunohistoquimica PECAM se usa
principalmente para demostrar la presencia de células endoteliales en secciones de

tejido, ayudando a evaluar el grado de angiogénesis del tumor (Tanaka, 2016).

En nuestro estudio empleamos el anticuerpo frente a PECAM al cual se le acopl6 un
sistema de revelado fluorescente de color rojo. El protocolo especifico de marcaje

se detalla a continuacién:

Se fijaron las secciones en acetona a -20°C y se dej6 10 minutos a temperatura

ambiente.

- Tras lavar 3 veces con PBS, se procedié a realizar el bloqueo de la biotina

enddgena con Avidin/Biotin Blocking kit (Vector Biolabs) durante 15 mi-

nutos a temperatura ambiente, primero con Avidina y posteriormente con

Biotina.

A continuacién, se procedié al bloqueo endégeno con una solucién de bloqueo
(cuya composicion era 2% suero de conejo y 5% BSA en PBS) y se incubd una

hora a temperatura ambiente.

Posteriormente se retiré el tampoén de bloqueo y se incubaron las muestras con
un anticuerpo primario antimouse biotinilado PECAM (BD553370) a una concen-

tracion de 1:50, este anticuerpo primario se incubé a 4°C durante toda la noche.
+  Apartir de este momento se trabajé en oscuridad.

Se procedi6 a la deteccion del anticuerpo secundario incubando el tejido con
el fluorocromo Streptavidin Alexa Fluor488 (Molecular probes, USA) diluido a

una concentracién 1:1500 durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Por Gltimo, los cortes fueron lavados en PBS y contratefiidos con medio de mon-
taje con DAPI (4 ',6-diamidino-2-fenilindol) que es un marcador fluorescente
que se une fuertemente a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuen-
cias de ADN (ProLong® Gold Antifade Reagent. Invitrogen, P36931) proporcio-

nando un marcaje nuclear bajo la lampara de luz ultravioleta del microscopio.

4.6.4. Deteccion de la apoptosis

La apoptosis (del griego antiguo amémrworg, apoptosis, caida, desprendimiento),
también conocida como muerte celular programada, es fundamental para contro-

lar el nimero de células de los organismos multicelulares. Es un proceso altamente
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regulado, a diferencia de la necrosis, que es una forma de muerte celular trauma-
tica en respuesta a un dafio celular agudo. La apoptosis es considerada como una
muerte celular fisiolégica que ejerce un papel protector frente a posibles enferme-
dades. De hecho, su desregulacién puede resultar perjudicial y conducir a situacio-

nes patolégicas como el cancer (Majtnerova & Rousar, 2018).

Morfolégicamente, entre los cambios celulares caracteristicos de la apoptosis se
encuentran la disminucién del volumen celular y pérdida de las caracteristicas de
adhesién, la degradacién de proteinas y fragmentacién del ADN, condensacion de la
cromatina, aparicién de ampollas en la superficie celular, fragmentacién del nticleo
y la formacién de los cuerpos apoptéticos que pueden ser fagocitados (Figura 33)

(Liu et al., 1997; Saraste & Pulkki, 2000).
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FIGURA 33.

Etapas de la muerte celular por apoptosis.

La apoptosis esta mediada por enzimas proteoliticas llamadas caspasas, que des-
encadenan la muerte celular al escindir proteinas especificas en el citoplasma y

el niicleo. Las caspasas existen en todas las células como precursores inactivos, o

procaspasas, que generalmente se activan por escisién por otras caspasas, pro-
duciendo una cascada de caspasas proteoliticas. El proceso de activacién se ini-
cia por sefiales de muerte extracelular o intracelular, que hacen que las moléculas
adaptadoras intracelulares se agreguen y activen las procaspasas. La activacién de
las caspasas esté regulada por miembros de las familias de proteinas Bcl-2 e IAP

(Alberts et al., 2002).

A pesar de que se han disefiado una gran variedad de técnicas para medicién de la
actividad apoptética en cultivos celulares (medicién de alteraciones citomorfol6-
gicas, fragmentacion de ADN, deteccién de caspasas, alteraciones de membrana o
ensayos mitocondriales), no se ha establecido un Gnico método que sea lo suficien-

temente especifico a la hora de la determinacién de los niveles de apoptosis in vitro.

En nuestra investigacién empleamos el método TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP Nick End Labeling) que es la base de la tecnologia ApopTag® y que

determina los fragmentos de ADN cortados por la acciéon de endonucleasas.

El ensayo aprovecha la rotura de la doble cadena de ADN de las células apoptoticas.
Esta rotura puede detectarse marcando los terminales 3'-OH libres con nucleétidos
modificados en una reaccién enzimatica. La enzima desoxinucleotidil-transferasa
terminal (TdT), cataliza la incorporacién de desoxiuridina trifosfato (dUTP), en el
extremo 3’-OH de la cadena afectada. El marcaje habitual de dUTP puede hacer-
se con biotina, digoxigenina (DIG) o fluoresceina. Estos dUTP modificados, pue-
den detectarse utilizando métodos indirectos como el uso de anticuerpos dirigidos
frente a BrUTP o de forma directa, mediante la incorporacién de biotina o nucle6-
tidos marcados fluorescentemente. Los kits ApopTag® detectan roturas de cadena

simple y de cadena doble asociadas a la apoptosis. Ademas, esta técnica puede de-
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tectar apoptosis en etapas tempranas en sistemas donde la condensacién de cro-
matina ha comenzado y las roturas de hebras son menores, incluso antes de que el

ntcleo sufra cambios morfoldgicos importantes (Majtnerova & Rousar, 2018).
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FIGURA 34.
Fundamento TUNEL.

En nuestro trabajo, los fragmentos de leiomioma congelados se cortaron en sec-

ciones de 8 pym a intervalos de 50 um y se montaron en portaobjetos Superfrost

Gold Glass (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA). La apoptosis celular se
detecté empleando ApopTag® ISOL Dual Fluorescence Apoptosis Detection Kit
(DNase Types I & IT; Millipore, Billerica, MA). Los cortes se incubaron con el kit de
TUNEL durante 60 min a 37°C en oscuridad y en camara himeda. Este kit es una
mezcla de dos soluciones: una solucién de marcaje, que contiene Tetrametilroda-
mina-dUTP (TMR-dUTP) y una solucién enzimatica, que contiene la enzima TdT.
Durante el proceso de incubacién, TdT afiade moléculas de TMR-dUTP a los ex-
tremos 3'-OH libres generados como consecuencia de la fragmentacién del ADN.
Finalizado el proceso de incubacién, se realizaron dos lavados con PBS, y se mon-
taron las muestras con el medio de montaje ProLong Gold Antifade reagent con
DAPI (Life Technologies), tras lo cual se dejaron 18 horas a temperatura ambiente.

La deteccién del marcaje se realizé mediante un microscopio de fluorescencia.

4.6.5. Adquisicion y analisis de datos de las
imagenes microscopicas

Las dos secciones transversales principales obtenidas en cada implante se conside-
raron representativas de la muestra. Se seleccionaron cuatro campos aleatorios de
alta potencia y fueron fotografiados por seccion transversal utilizando un sistema
de andlisis de imagenes conectado a un microscopio Nikon Eclipse E400® (Nikon,
Japan). Por lo tanto, se utilizaron un total de 32 imagenes por animal (4 implantes
X 2 secciones transversales x 4 campos de alta potencia) para determinar cada uno

de los tres parametros de interés.

Mediante el programa Image-Pro Plus® (Media Cybernetics, Warrendale, PA) se

evaluaron los diferentes parametros:
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Analisis cuantitativo de la proliferacion celular, basandose en el porcentaje de

células en proliferacién por campo con expresién de Ki67.

La densidad de vasos se expresé como el porcentaje del area de leiomioma

ocupada por PECAM.

Respecto a la apoptosis, debido a la tincién difusa de las células apoptoticas, el
software generalmente no logra segmentar las células positivas individualmen-
te. Por esta razon, el indice apoptdtico se estimo cuantificando el porcentaje de

regiones tefiidas (expresién de Tdt-OH), como hemos descrito anteriormente.

4.7.
ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el programa IBM® SPSS® Statistics

(SPSS, Inc., Chicago, IL). Los resultados se expresaron como la media + error es-

tandar de la media.

Se us6 la prueba t de Student para evaluar los efectos de [pICPEI] en el tamafio de
la muestra, asi como para comparar el porcentaje de muerte celular entre gru-
pos en cada momento en nuestros experimentos in vitro. Se usé una prueba U de
Mann-Whitney, que es una prueba no paramétrica, para comparar las diferencias
en vascularizacién, proliferacién y apoptosis entre los diferentes grupos de estudio

en los experimentos in vivo. Se consider6 estadisticamente significativa una p < 0,05.
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S
RESULTADOS

S.1.
ENSAYO DE MUERTE CELULAR /N VITRO

Tanto las células del miometrio como las de leiomioma, cuando se trataron con el
vehiculo, mostraron tasas similares de muerte celular de aproximadamente 0,5-1 %,

con aumentos no apreciables a lo largo del tiempo.

Sin embargo, en las células de miometrio y de leiomioma tratadas con [pICPEI] si
se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). En las células
de leiomioma se observé un aumento de la muerte celular ya a las 12 horas tras la
exposicion celular al compuesto, que fue aumentando con el transcurso del tiem-
po. Por el contrario, las células miometriales tratadas con [pICPEI] no mostraron
cambios en el estudio de viabilidad celular mediante exclusiéon con azul de tripano

manteniendo una estabilidad a lo largo del tiempo (Figura 35).

Dado que la cantidad de muerte celular en las células miometriales fisiol6gicas fue
similar tanto si se trataron con [pICPEI] como con vehiculo, es probable que este

compuesto ejerza un efecto citotoxico selectivo sobre las células de leiomioma.
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muy probablemente debido al aumento de la neovascularizacion superficial postim-

% cell death plantacién. Por el contrario, los implantes de los animales del grupo tratamiento

12% . . s1: .. .2
tenian un aspecto blanquecino o rosa palido, sugiriendo una reduccion de la neovas-

0% i cularizacién importante debido al efecto inhibidor de [pICPEI] (Figura 36). El tama-
8% o fio promedio del implante (mm?) fue similar al comienzo y al final del experimento

- y no se modificéd en ninguno de los dos grupos durante el periodo de tratamiento
como se observa en el grafico (Figura 37), por lo que [pICPEI] no redujo el tamatio
4%
de los implantes durante las 4 semanas que duré el tratamiento.
2%

0% |

Oh 12h 24h 48h

Control [pICPEI]

B Myometrial cells [l Leiomyoma cells

FIGURA 35.
Evaluacion de los efectos proapoptéticos del tratamiento con [pICPEI] sobre la supervi-
vencia de las células de leiomioma y miometrio cultivadas in vitro.

El grdfico representa la muerte celular, estimada por exclusicn de tripano, en células de leio-
mioma o miometriales cultivadas en presencia de [pICPEI] (1 mg/ml) durante 12, 24 o 48 horas.

5.2.

EFECTOS DEL TRATAMIENTO SOBRE EL
TAMANO Y ASPECTO MACROSCOPICO
DE LAS LESIONES

FIGURA 36.

Efecto de [pICPEI] sobre las caracteristicas macroscépicas de los implantes de leiomioma
Los cuatro fragmentos de leiomioma humano trasplantados en la pared peritoneal en la pared peritoneal de las ratonas.
Los implantes de los leiomiomas en los animales tratados con vehiculo muestran un aspecto
rojizo (A, C). Por el contrario, aquellos tratados con 0,6 mg/kg [pICPEI], presentan un color
macroscépico de los implantes recuperados en el grupo control era de color rojizo, blanco pdlido al final del tratamiento (B, D).

de cada animal se recuperaron después del tratamiento con [pICPEI]. El aspecto
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Average size of
implants (mm?)

Control [pICPEI]

Before treatment . After treatment

Tamafio medio de los implantes de leiomioma (mm?2) antes y después del tratamiento.
No se detectd una reduccion del tamario estadisticamente significativa en ningtin grupo tras
el tratamiento.

Por Gltimo, evaluamos la accién de [pICPEI] sobre tres mecanismos que podrian
estar implicados en la disminucién del tamafio de las lesiones de miomas: la proli-

feracion celular, la apoptosis y la vascularizaciéon de las lesiones.

Analizamos la vascularizacién de las lesiones mediante inmunofluorescencia con
el marcador endotelial PECAM (CD31), y evaluamos los cambios de la densidad vas-

cular comparandolo con el grupo control.

En las imagenes recuperadas parecia que la mayor parte del tejido recuperado es-
taba poco vascularizado, sobre todo en la parte interna del injerto. Sin embargo,
algunas areas en la periferia mostraban una mayor densidad de vasos sanguineos.
Ademas, se observé que la vascularizacion en los animales tratados era menor que

en los controles (Figura 38).

Control [pICPEI]

Efecto del tratamiento de [pICPEI] sobre la neoangiogénesis de los implantes de leio-
mioma mediante tincién con el marcador endotelial PECAM comparando ambos grupos
de tratamiento.

Vascularization-PECAM+(red)

Con la tincién PECAM los vasos adquieren un color rojo.
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El andlisis cuantitativo confirmé nuestra sospecha y detectamos una densidad vas- 5.3.2. Analisis inmunoh istoquimico cuantitativo
de la proliferacidon celular en los implantes de

cular 3,5 veces mayor en el grupo control (7,22 % + 0,75 %) en comparacion con los
animales tratados con [pICPEI] (2,1 % + 0,8 %, p< 0,05) (Figura 39). Estos resulta- leiomioma

dos sugieren que el tratamiento con [pICPEI] reduce la angiogénesis.
Los injertos de tejido de leiomioma fueron moderadamente proliferativos en el

grupo control (5—15 células positivas para Ki67 por campo) (Figura 40). El porcen-

%PECAM taje de células tefiidas con Ki67 en los implantes de leiomioma en animales trata-

staining area » .

dos con [pICPEI] (1,6 % + 0,85 %) fue menor en comparacion con los animales de
10%
- control (4 % + 0,7, p<0,05) (Figura 41).
8%
7%
6% Control [pICPEI]
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4%

3% &
2%
1% .
0% | %
Control [pICPEI] é
[}
3
1]
o
o~
— 2
FIGURA 39. =
Analisis cuantitativo del area tefiida con PECAM en ambos grupos de tratamiento.
Se puede observar la drdstica disminucién de la densidad vascular del leiomioma en los ani-
males tratados con [pICPEI] frente a los animales del grupo control (p< 0,05).
FIGURA 40.

Efecto del tratamiento con [pICPEI] sobre la proliferacién celular en los implantes de
leiomioma comparando ambos grupos de tratamiento.

Las imdgenes corresponden a tinciones que representan las células en proliferacion que se
tifien con el marcador de proliferacién Ki67, adquiriendo un color marron.
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% of Ki67
stained area

Control [pICPEI]

Andlisis cuantitativo de la proliferacion celular en ambos grupos de tratamiento.
Se evidencia la disminucidn del porcentaje de células tefiidas con Ki67 en los implantes de los
animales tratados con con [pICPEI] frente a los animales del grupo control (p< 0,05).

El anélisis de la apoptosis en las lesiones se realizé mediante la técnica TUNEL. Se
detectaron pocas células en apoptosis en las lesiones de las ratonas del grupo control,
en cambio, si se observaron en las células de las ratonas del grupo tratamiento, exis-
tiendo diferencias entre los grupos estadisticamente significativas (Figura 42). El
porcentaje de tejido teflido que presentaba apoptosis fue significativamente mayor
en los implantes de leiomiomas en los animales tratados con [pICPEI] (1 % + 0,9
%) en comparacion con los controles (0,3 % +0,87 %, p < 0,05). Estos resultados

sugieren que el tratamiento con [pICPEI] induce la apoptosis (Figura 43).

Control [pICPEI]

Apoptotic cells (red)

Efecto del tratamiento con [pICPEI] sobre la apoptosis en los implantes de leiomioma
comparando ambos grupos de tratamiento.

Las imdgenes son tinciones representativas de células de leiomioma del grupo control, que no
estdn tefiidas y las células con actividad apoptética del grupo tratamiento, tefiidas de color rojo.

% apoptotic area

2%

Control [pICPEI]

Andlisis cuantitativo de la apoptosis en ambos grupos de tratamiento, (p<0,05).



6
DISCUSION

Los miomas son los tumores benignos uterinos mas frecuentes y afectan alrededor
del 70 % de las mujeres al inicio de la menopausia (Parker, 2007). Debido a la sin-
tomatologia que asocian pueden afectar la calidad de vida de las pacientes (Stewart
et al, 2017), ademas de generar un elevado coste econémico para los sistemas sa-
nitarios (Cardozo et al., 2012). A pesar de su elevada prevalencia y de las diferentes
opciones terapéuticas disponibles, no existe un tratamiento 6ptimo que consiga
reducir su tamafio, que sea minimamente invasivo o que no presente efectos ad-

versos asociados.

Por todo ello, existe un interés cientifico en esta patologia, tanto para dilucidar los
mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en el desarrollo y crecimiento de estos
tumores como en el disefio de nuevas terapias potenciales con un mejor perfil de

eficacia y seguridad.

Aunque el tratamiento médico mas empleado en la actualidad es el hormonal, su
uso esta limitado por sus contraindicaciones, efectos secundarios y por no poder
utilizarlo en pacientes con deseo gestacional. Otras terapias hormonales, como los
aGnRH, presentan efectos adversos graves al inducir una menopausia artificial debi-
do a suaccién antiestrogénica, por lo que la duracién del tratamiento debe limitarse a
unos pocos meses (Giuliani et al., 2020). Los SPRM son eficaces reduciendo el tamafio
de los miomas y controlando los sintomas, sin embargo, actualmente su empleo esta

muy restringido debido al riesgo de hepatotoxicidad grave (AEMPS, 2021).

Ante el fracaso del tratamiento médico se recurre al tratamiento quirtirgico o a
otras terapias alternativas. La histerectomia es el tinico tratamiento definitivo, sin
embargo, no es adecuada para aquellas pacientes que desean preservar su fertili-

dad y, ademas, puede asociar complicaciones quirtrgicas (Farquhar et al., 2006).
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Los efectos de otras terapias suelen ser de corta duracién y asocian una morbilidad

significativa con tasas de recurrencia frecuentes (Tal & Segars, 2014).

Aungque la fisiopatologia de los miomas no es completamente conocida, existe evi-
dencia de que la desregulacion de la angiogénesis, con un aumento de los factores
proangiogénicos, puede ser la responsable de las anomalias vasculares, jugando un
papel fundamental en el desarrollo y crecimiento de estos tumores (Ciarmela et al.,
2011). Esta asociacién queda patente con la reduccién del tamafio de los miomas
tras la EAU, asi como por la disminucién de la densidad vascular tras el tratamiento
con los aGnRH y algunos SPRM como el asoprisnil, que disminuyen la expresion de

factores angiogénicos (Wilkens et al., 2008).

Por ello, ante la necesidad de tratamientos alternativos que proporcionen una in-
hibicién duradera del crecimiento de los miomas sin asociar efectos secundarios,
el uso de terapias antiangiogénicas selectivas dirigidas frente a la vascularizacion

inmaduray alterada de los miomas puede ser una opcién terapéutica potencial.

La terapia antiangiogénica se ha propuesto como una estrategia prometedora para
varias enfermedades dependientes de la angiogénesis. El acceso de los farmacos a
las células endoteliales es sencillo debido a varios motivos: los fArmacos no tienen
que penetrar en los tejidos para llegar a las células diana; las células endoteliales
son genéticamente muy estables, evitando la resistencia a los medicamentos; la
angiogénesis fisioldgica ocurre en un nimero limitado de procesos como la cica-
trizacién de heridas, en el aparato reproductor de manera ciclica y al inicio de la
gestacion (Tal & Segars, 2014). Por otro lado, hay que tener en cuenta que la sensi-
bilidad al tratamiento antiangiogénico es mucho mas acusada en los vasos sangui-

neos inmaduros y proliferativos que en los vasos maduros rodeados de pericitos.

El empleo de terapias antiangiogénicas se ha visto histéricamente obstaculizado
por la toxicidad de estos farmacos, como es el caso de los farmacos empleados en
pacientes oncolbgicos, que ejercen una accién poco selectiva sobre la vasculari-
zacién, afectando tanto a la vascularizacién patoldgica como a la fisiolégica. Este
hecho se pone de manifiesto con la apariciéon frecuente de tlceras y en la interfe-
rencia con procesos de cicatrizacién en pacientes tratados con farmacos como be-
vacizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido frente a VEGF (Kamba
& McDonald, 2007). Esta toxicidad puede llegar a ser limitante para los pacientes
oncolégicos y no es asumible en el caso de una patologia benigna y tan prevalente

como los miomas.

Sin embargo, la vascularizacién en condiciones patolégicas es fenotipicamente di-
ferente a la producida en condiciones fisiologicas (Seaman et al., 2007), por lo que
un efecto selectivo sobre ella puede ser posible. En este sentido, cabria esperar que
la vascularizacién altamente inmadura y proliferativa (Aitken et al., 2006) de los
miomas frente a la vascularizacion mas quiescente y madura del tejido sano adya-

cente, permitiera que las terapias antiangiogénicas fuesen mas selectivas.

A pesar de la potencial aplicabilidad de la terapia antiangiogénica en el tratamiento
de los miomas, existen muy pocos trabajos que hayan explorado esta posibilidad.
El principal desafio del tratamiento antiangiogénico en los miomas es conseguir
una accion selectiva sobre la vascularizacién del tumor sin afectar a los ovarios o
al miometrio circundantes. Por ello, el propdsito en este trabajo fue encontrar una
alternativa farmacolégica no hormonal que mostrara eficacia en el tratamiento
de esta enfermedad por su capacidad de inhibicién de la angiogénesis de manera

efectiva y segura. Para superar las restricciones de las terapias antiangiogénicas
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actuales empleamos [pICPEI], un compuesto que ha mostrado tener efectos an-
tiangiogénicos y proapoptéticos selectivos sobre las células tumorales malignas

con escasa toxicidad asociada (Tormo et al., 2009).

El compuesto [pICPEI] esta formado por un ARN sintético de doble cadena (el acido
poliinosina-policitidilico) disefiado hace décadas, coadministrado con un polimero
obtenido a partir de monémeros de etilenimina. El pIC ejerce sus efectos terapéuticos
a través de la estimulacion de la via del receptor TLR3/IFN-B (Bergé et al., 2010) y de

la inmunidad antitumoral tras la activacion de las células NK (Huang et al., 2013).

Diversos trabajos han evidenciado que los agonistas de TLR3 presentan efectos
proapoptoticos en diferentes tipos de tumores, incluidos los de mama, melanoma,
cabeza y cuello, préstata, carcinoma renal, colon, y pulmén (Estornes et al., 2013).
Los agonistas de TLR3 promueven la inhibicién del crecimiento tumoral en varios
modelos murinos y humanos de células cancerigenas disminuyendo la proliferacion
celular e induciendo la muerte celular por apoptosis. En cancer de mama, la activa-
cién de TLR3 provoco la activacion de quimiocinas y linfocitos citotéxicos y la in-
duccién de la secrecién de IFN, dando como resultado una mejora de la respuesta
inmune antitumoral actuando sobre el crecimiento del tumor (Conforti et al., 2010;
Salaun et al., 2011). También se observo en el tejido del carcinoma hepatocelular, que
la expresion de TLR3 ejercié un efecto sinérgico sobre la apoptosis e inhibicién de la

proliferacion celular ademas de un efecto sobre la angiogénesis (Yuan et al., 2015).

El 4cido poliinosina-policitidilico consigue su efecto antitumoral desencadenan-
do la apoptosis (Harashima et al., 2012) y ejerciendo una accién antiangiogénica
(Kleinman et al., 2008). Se ha postulado que la supresién de la angiogénesis por

la estimulacién del receptor TLR3 podria justificar los efectos terapéuticos de pIC

en los tumores de animales inmunodeprimidos (Bergé et al., 2010; Kleinman et al.,
2008). Por otro lado, diversos trabajos han mostrado que pIC presenta un bajo gra-

do de toxicidad (Field et al., 1967; Lampson et al., 1972; Freeman et al., 1977).

Publicaciones posteriores asociaron pIC con complejos obteniendo un incremento de
su actividad terapéutica. Gracias al estudio de Tormo et al. en un modelo murino de
melanoma, se revel6 que mediante la unién de pIC con un vehiculo como la polieti-
lenimina [pICPEI], se inducia la apoptosis de manera selectiva en células malignas
promoviendo la hiperactivacion de la autofagia (Tormo et al., 2009). Recientemente,
también se ha evidenciado que [pICPEI] es capaz de promover actividad apoptética

y disminuir la neovascularizacién en la endometriosis (Garcia-Pascual et al., 2015).

En este trabajo, evaluamos si tales actividades también podrian ejercerse sobre los
miomas. Por lo tanto, la hipétesis fue que [pICPEI] podria tener propiedades antian-
giogénicasy ejercer al mismo tiempo efectos proapoptdticos y antiproliferativos sobre

estos tumores, produciendo finalmente una reduccién en el tamario de los mismos.

Previamente a la realizacién del estudio en el modelo animal, testamos si [pICPEI]
presentaba un efecto proapoptético selectivo sobre las células de mioma in vitro.
Debido a que la tumorigenicidad de las células de mioma primario desaparece tras
un cultivo in vitro prolongado (Tsuiji et al., 2010) realizamos nuestros experimentos
con cultivos de células primarias obtenidas directamente de biopsias de mioma.
Al final del andlisis, aproximadamente entre el 10-12 % de las células de mioma
tratadas con [pICPEI] no eran viables. Sin embargo, las células miometriales nor-
males no se vieron afectadas a pesar del tratamiento, con tan solo un 1 % de muer-
te celular. Por lo tanto, demostramos que [pICPEI] ejerce selectivamente efectos

proapoptéticos en células de miomas sin afectar al miometrio sano.
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Para probar el efecto de [pICPEI] in vivo, investigamos qué modelo animal era el
idéneo para nuestro estudio. Primero recurrimos a modelos de roedores homélogos
como las ratas Eker, que desarrollan miomas uterinos de manera espontanea, asi
como otros tumores como leiomiosarcoma y carcinoma renal (Everitt et al., 1995).
No obstante, debido a las limitaciones de este modelo animal se descartd su uso. En
estudios previos se demostré que [pICPEI] presenta actividad antitumoral eficaz
en modelos de xenotrasplante con ratones inmunocomprometidos (Tormo et al.,
2009). Por ello, decidimos desarrollar un modelo murino heterdlogo de mioma, con
la ventaja de estudiar tejido de mioma de origen humano y no de roedor, como en
el caso de las ratas Eker. Los modelos murinos heterélogos de mioma pueden desa-
rrollarse empleando células aisladas (Drosch et al., 2013) o fragmentos de tejido de
mioma humano (Hassan et al., 2008). Hassan et al. disefiaron un modelo animal en
el que, para garantizar la supervivencia del injerto, se empleaban vectores adeno-
virales portadores de ciclooxigenasa-2y VEGF-A (Hassan etal., 2009; Hassan et al.,
2008). Sin embargo, posteriormente se evidencié que las células de mioma podian
crecer en ausencia de dichos vectores (Drosch et al., 2013). Todos estos hallazgos,
nos llevaron a disefiar un modelo murino, injertando fragmentos de tejido de mio-
ma humano en ratonas inmunocomprometidas, evitando la transfeccién con vec-
tores adenovirales, para establecer un entorno mas fisiolégico que imitara mejor

las condiciones en las que crecen los miomas humanos.

Las lesiones recuperadas de los animales tras cuatro semanas de tratamiento fue-
ron similares, tanto morfolégicamente (tamafio y apariencia) como histolégica-
mente (proliferacién celular y apoptosis) a las recuperadas en estudios previos

(Hassan et al., 2008).

En nuestro modelo animal de mioma in vivo tratado con una dosis de 0,6 mg/kg de
[pICPEI] también se evidenciaron los efectos proapoptoticos del compuesto obser-
vados previamente in vitro. Por otro lado, al igual que lo descrito en publicaciones
previas en las que pIC redujo la vascularizacién en modelos inmunocomprometidos
de tumores malignos (Bergé et al., 2010), el complejo [pICPEI] present un efecto

antiangiogénico sobre la vascularizacién de los miomas.

Los vasos sanguineos inmaduros son mucho mas susceptibles a los efectos antian-
giogénicos que los vasos maduros (Benjamin et al., 1999). En un estudio de nuestro
grupo sobre un modelo heterélogo de endometriosis hemos mostrado que [pICPEI]
es capaz de inhibir parcialmente el crecimiento de vasos recién formados (inmadu-
ros), pero no los del tipo maduro rodeados de Alpha Smooth Muscle Actin (a-SMA),
que son menos susceptibles a los efectos antiangiogénicos (Garcia-Pascual et al.,
2015). Este hecho proviene de la observaciéon de que el pIC es capaz de interferir
con la angiogénesis por brote de los neovasos, como se muestra en los ensayos
de formacién de anillos y tubos adrticos in vitro (Guo et al., 2012). Estos hallazgos
son concordantes con nuestra investigacién en la que demostramos que [pICPEI]
era capaz de disminuir significativamente la densidad de la vascularizaciéon de los
miomas, que estd formada en gran medida por vasos inmaduros libres de a-SMA

(Aitken et al., 2006).

Ademés de la disminucién en la vascularizacion en el grupo tratamiento frente al
grupo control (2,1% + 0,8 % vs. 7,22 % + 0,75 %, p < 0,05) se obtuvo una reduccién
en el porcentaje de células en proliferacion. Para realizar el analisis se midi6 la ex-
presion del marcador Ki67 y se observo que, en concordancia con nuestra hipotesis,

se produjo una menor proliferacion en las ratonas del grupo tratado frente al grupo
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control (1,6 % + 0,85 % vs. 4 % + 0,7, p < 0,05), hecho que coincide cuando detec-
tamos la apoptosis en los implantes de los dos grupos aplicando la técnica TUNEL,
donde se evidenci6 un aumento estadisticamente significativo de la muerte celular
en el grupo tratado con [pICPEI] comparado con el grupo control (1 % + 0,9 % vs.

0,3 % +0,87 %, p < 0,05).

Quedaria por confirmar en otros estudios si la apoptosis inducida por [pICPEI] en
enfermedades benignas como endometriosis y miomas es regulada por los mismos
mecanismos moleculares descritos en tejidos malignos (Bergé et al., 2010; Klein-

man et al., 2008; Tormo et al., 2009).

Todo ello muestra que las propiedades antitumorales de [pICPEI] (gracias a la dis-
minucién de la vascularizacién y la proliferacién celular y aumento de la apopto-
sis), no se limitan a enfermedades malignas, sino que también pueden extenderse
a condiciones tumorales benignas como los miomas. Ademas, en nuestro trabajo
no se observaron efectos secundarios en los animales tratados a lo largo de todo el

experimento, como se habia descrito anteriormente (Tormo et al., 2009).

A pesar de la eficacia de [pICPEI] para inhibir la angiogénesis y aumentar la apop-
tosis, estos efectos no condujeron a una reduccién significativa del tamatio de los
implantes, que era el objetivo principal de nuestro trabajo. Esta ausencia de efecto
puede explicarse por varios motivos. Por un lado, las ratonas nude no estan com-
pletamente inmunodeprimidas, atin conservan células NK, que con el tiempo favo-
recen el rechazo del tejido trasplantado. Basdndonos en publicaciones anteriores,
estimamos que nuestros implantes serian rechazados en aproximadamente seis
semanas (Kawahara et al., 2010). Por este motivo, la corta duracién del estudio es

una limitacién relevante para poder observar una disminucion significativa del

tamafio de los miomas, ya que posiblemente sea necesario un periodo de tiempo
experimental mas prolongado para que la apoptosis y la inhibicién de la angiogé-
nesis inducidas por [pICPEI] conduzcan al colapso progresivo, muerte y reduccién

posterior del tejido patolégico.

Otros trabajos presentan limitaciones similares; asi, en un modelo murino hete-
rélogo de mioma, la exposicion a corto plazo a la vitamina D (21 dias) no mostrd
reduccién del tamaiio del tumor frente a una exposicién mas prolongada (60 dias)

que si que se obtuvo una reduccién significativa (Corachan et al., 2020).

En otros compuestos con un perfil angiogénico similar, como el agonista de la dopami-
na quinagolida, cuando se estudi6 en un modelo animal murino heterélogo de endo-
metriosis durante un corto periodo de tiempo (tres semanas), solo se detectaron dis-
cretos efectos en el tamafio de lalesion (Delgado-Rosas et al., 2011). Sin embargo, en un
estudio en humanos de cuatro meses de duracién, la quinagolida fue capaz de inducir

una disminucién importante de las lesiones endometridsicas (Gémez et al., 2011).

También cabe destacar que tratamientos con efecto antiangiogénico empleados en
la actualidad, como los aGnRH, SPRM o el tratamiento mediante EAU, requieren
de un tiempo mayor a cuatro semanas hasta obtener una disminucién del tamafio
de los miomas. Por ejemplo, el AUP consigue una reduccién del tamaiio de hasta
el 38% tras tres meses de tratamiento que va incrementando conforme aumentan
los ciclos de tratamiento (Donnez & Dolmans, 2016). Elagolix, un antagonista de la
GnRH, reduce el volumen un 40-50% tras 6 meses de tratamiento (Schlaff et al.,
2020) y la EAU hasta un 42% a los 3 meses (Giuliani et al., 2020). Todo ello apoya la
hipétesis de que son necesarios periodos de tiempo prolongados para conseguir un

efecto en la disminucion del tamarfio de los miomas.
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Otra explicacion posible a la falta de disminucién del tamafio en nuestro trabajo
es el tipo de tejido trasplantado y las caracteristicas del modelo animal que em-
pleamos. Los miomas estan compuestos principalmente por matriz extracelular
(Stewart et al., 1994) en cuya degradacién el sistema inmunitario juega un papel
relevante (Albini & Sporn, 2007). Debido a que las ratonas nude presentan una fun-
cién defectuosa del sistema inmunitario, es posible que no pudieran inducir la re-
gresion de la matriz extracelular favoreciendo que no se produjeran diferencias en
el tamaiio global de los implantes. De hecho, la actividad antitumoral de [pICPEI]
se atribuy6 originalmente a su capacidad para estimular el sistema inmune de una

manera dependiente del interferén (Field et al., 1967; H. B. Levy et al., 1969).

Nuestros datos sobre el comportamiento [pICPEI] sugieren que los farmacos an-
tiangiogénicos podrian ser una herramienta alternativa prometedora para el tra-
tamiento de los miomas, siempre que los efectos secundarios ejercidos por dichos
compuestos puedan mantenerse en un rango tolerable durante periodos prolon-
gados de tiempo. Las limitaciones de nuestro modelo animal, realizando el estu-
dio a corto plazo, han podido ocasionar que no se obtuvieran cambios en el ta-
mafio de las lesiones. Es posible que estos cambios hubieran sido evidentes en un
estudio con un periodo de tiempo mayor. Ademas, para poder emplear [pICPEI]
como como terapia frente a los miomas seria precisa una evaluacion previa de la
eficacia y toxicidad en modelos de ratones inmunocompetentes durante perio-
dos de tiempo mas prolongados que los que empleamos. También seria necesario
realizar estudios de fase I sobre la toxicidad especifica de [pICPEI]. Cabe destacar,
datos de un ensayo clinico en fase II en pacientes pediatricos con tumores cere-
brales en los que se administré pIC conjuntamente con un policatién similar al

PEI, administrando una dosis efectiva de 10-50 mg/kg dos o tres veces por sema-

na por periodos ininterrumpidos de hasta 24 meses, donde no observaron efectos

téxicos significativos (Hartman et al., 2014).

En conclusién, el mayor conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos involu-
crados en el desarrollo y crecimiento de los miomas abre una via en la investigacién
de nuevos compuestos selectivos que puedan ofrecer una alternativa terapéutica,
segura y eficaz para esta enfermedad. No obstante, hace falta continuar investi-
gando en este campo evaluando la eficacia de farmacos activos en monoterapia o en
combinacién capaces de frenar los procesos anémalos de angiogénesis. En relacién
con nuestros hallazgos, cabria esperar resultados prometedores en un estudio a
largo plazo mas potente con un mayor tiempo de exposicion a [pICPEI], para pos-

teriormente poder plantear ensayos clinicos en humanos.

Irene Juarez Pallarés
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+  El compuesto [pICPEI] no parece ejercer una disminucién en el tamafio de los

miomas, en un modelo animal heterélogo tratado durante 4 semanas.

« Atenor de los resultados in vitro e in vivo, este compuesto parece ejercer efec-

tos proapoptoticos selectivos sobre los miomas sin afectar al miometrio sano.

- Enensayos in vivo el compuesto [pICPEI] consigue la disminucién de la vascu-

larizacion y la proliferacion celular.
- Los efectos antiangiogénicos, antiproliferativos y proapopototicos de [pICPEI]

sugieren un papel potencial terapéutico si se prolonga el tiempo de exposicién

del farmaco.
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