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Regulacion del crecimiento del tejido endometrial e n respuesta a
nuevas alternativas terapéuticas propuestas paratr  atar la
endometriosis

La endometriosis se caracteriza por la presencia de focos de tejido endometrial por fuera de
la cavidad uterina confiriéndole, a las mujeres que la padecen, fuertes dolores pélvicos e
infertilidad. Basandonos en trabajos previos realizados en cancer, evaluamos la aplicacién de
los inhibidores de aromatasa, los inhibidores de ciclooxigenasa (COX)-2 y los agonistas de los
receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR)y como posibles alternativas
terapéuticas para la endometriosis. Especificamente evaluamos los efectos del inhibidor de
aromatasa, anastrozole, del inhibidor selectivo de COX-2, celecoxib y del ligando de PPARy,
rosiglitazona sobre el crecimiento de células endometriales in vitro y sobre la implantacion y
crecimiento de lesiones endometridsicas en un modelo murino de endometriosis. Los
resultados obtenidos son promisorios ya que todos los tratamientos provocaron efectos
inhibitorios del desarrollo de la endometriosis asi como efectos antiproliferativos,
proapoptéticos y antiangiogénicos tanto in vivo como in vitro. Por otro lado, luego de
administrar anastrozole y celecoxib en forma conjunta, no pudimos demostrar una mejora
del tratamiento combinado por sobre la aplicacion de cada una de las terapéuticas de
manera individual. Nuestros resultados avalan al inhibidor de COX-2 como una alternativa
terapéutica concreta para la endometriosis y, sugieren que la combinacién de celecoxib con
una glitazona podria mejorar la involucidon de la endometriosis, aunque aun se requiere

profundizar los estudios para confirmar estos ultimos datos.

Palabras clave: Endometriosis, inhibidor de COX-2, Inhibidor de aromatasa, Agonista de

PPARYy, Proliferacion celular, Apoptosis, Vascularizacién



Endometrial tissue growth regulation in response to new
therapeutic alternatives proposed for endometriosis treatment

Endometriosis is characterized by the presence of endometrial tissue outside the uterine
cavity. Women suffering from endometriosis experience pelvic pain and infertility. On the
basis of previous cancer research, we evaluated aromatase inhibitors, cyclooxygenase (COX)-
2 inhibitors and peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)y agonists as possible
alternatives for endometriosis treatment. Specifically, we evaluated the effects of
anastrozole, an aromatase inhibitor, celecoxib, a selective COX-2 inhibitor, and rosiglitazone,
a PPARy agonist on endometrial cell growth in vitro and on the implantation and growth of
endometriotic lesions in a murine model of endometriosis. The results obtained are
promising given that all treatments inhibited endometriosis development and had
antiproliferative, proapoptotic and antiangiogenic effects both in vitro and in vivo. On the
other hand, after anastrozole and celecoxib combined administration we could not
demonstrate an improvement over the drugs administered individually. Our results support
the COX-2 inhibitor as a real option as an alternative for endometriosis treatment and
suggest that celecoxib combined with a glitazone might improve endometriosis involution,

although this must be further confirmed.

Key words: Endometriosis, COX-2 inhibitor, Aromatase inhibitor, PPARy agonist, Cell
proliferation, Apoptosis, Vascularization.
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INTRODUCCION

Definicion y prevalencia
La endometriosis se define como la presencia de focos de tejido endometrial fuera de la
cavidad uterina (1). Una vez en su sitio ectépico, este tejido prolifera y se vasculariza, formando los

quistes o lesiones caracteristicos de la enfermedad.

Los sitios mds comunes donde se pueden encontrar las lesiones son: los ovarios, los
ligamentos Uterosacros, la fosa ovarica peritoneal, el peritoneo de fondo de saco y el septo recto-
vaginal (2) (Figura 1). Sin embargo, se han descripto lesiones endometridsicas en sitios ectdpicos
extraordinarios como vejiga urinaria, pulmén, pleura, apéndice, recto, intestino delgado, ombligo,

espacio retroperitoneal, cuello uterino y vagina (3,4).

Aproximadamente el 10% de la poblacion femenina en edad reproductiva padece de
endometriosis; existen ademas casos aislados de mujeres postmenopausicas y de nifias prepuberes
con anomalias uterinas que sufren de esta enfermedad (5). En mujeres que presentan problemas de
infertilidad, los casos de endometriosis aumentan a 25-40% (6,7) y pueden llegar al 50% cuando,
ademas, presentan una dismenorrea moderada a severa (8). En mujeres fértiles el padecimiento de
la enfermedad varia entre el 0,5 y 5% (6). Ademas, otro inconveniente importante para las pacientes
con endometriosis es la elevada frecuencia de recidivas luego de la finalizacién de los tratamientos,

que varia entre el 4 y el 25% (9).
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Figura 1 Diagrama de los sitios comunes de implantacion de lesiones endometridsicas
Imagenes tomadas de http://femenina-salud.com/category/endometriosis-sintomas/page/2
y http://www.nichd.nih.gov/publications/pubs/endometriosis/espanol/sub2.cfm
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Sintomas y diagndéstico

Si bien se conocen casos de pacientes asintomaticas, los sintomas cominmente asociados a
la endometriosis son el dolor pélvico y la infertilidad (10). El dolor pélvico puede manifestarse en
forma de dismenorrea, dispareunia o dolor crdnico, e incluso si las lesiones se ubican sobre la vejiga
o sobre el recto, las pacientes pueden tener episodios de disuria y proctalgia (7,11). Se ha reportado
gue dado que las lesiones endometridsicas responden a las hormonas sexuales de manera similar al

endometrio eutdpico, el dolor también puede manifestarse de forma ciclica (7).

Es sabido ademas, que la infertilidad y la endometriosis estan altamente asociadas, llegando
a afectar aproximadamente al 50% de las pacientes (12,13). Los mecanismos por los cuales gran
parte de las mujeres con endometriosis son infértiles no se conocen aun con certeza. Algunas de las
causas posibles propuestas para explicar el origen de la infertilidad en endometriosis son: presencia
de adherencias endometridsicas que causan distorsiones anatémicas y/o impedimentos mecanicos
que afectan una correcta fertilizacion (14), alteraciones inmunoldgicas y activacion macrofagica en el
liquido peritoneal que resulta téxico para la funcién espermatica o para la supervivencia embrionaria
(15), defectos endometriales implantatorios y defectos en la calidad ovocitaria (16,17). Ademas, el
dolor que experimentan algunas pacientes con lesiones infiltrantes profundas, puede ser tan fuerte,
gue consigue provocar largos periodos de abstinencia sexual, con la consiguiente disminucién de la

tasa de natalidad (18).

Asimismo, la calidad de vida de las pacientes que sufren esta enfermedad muchas veces se ve
afectada debido no sélo a los fuertes dolores que padecen sino al hecho de que deben someterse a

tratamientos largos e invasivos, los cuales no siempre resultan realmente efectivos (1).

En lo que respecta a la determinacién de la endometriosis, debido a la naturaleza no
especifica de los sintomas, a la ocurrencia frecuente de los dolores pélvicos en mujeres sin
endometriosis y a la superposicidn con otras patologias, su diagndstico es dificultoso (7,19). El mismo
se basa en la visualizacion directa del endometrio ectdpico y su examen andatomo-patoldgico. Hasta
la fecha, se carece de un método certero no invasivo de diagndstico y es por eso que se recurre a la
cirugia translaparoscdpica para su determinacién. Para realizar un diagndstico acertado es necesario
extraer y evaluar histolégicamente los implantes endometridsicos (20). El hecho de que sea
necesario recurrir a un método invasivo para lograr el diagnéstico de la endometriosis, ha llevado a
los investigadores a la busqueda de una forma de evaluacidn menos cruenta, a través de la
valoracion de marcadores moleculares en plasma (21,22) o a través de la puesta en practica de una
técnica adaptada de la espectrometria de masas (23). Sin embargo, hasta el momento estas
propuestas no se han estandarizado y en consecuencia, la enfermedad muchas veces esta

subdiagnosticada.
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Clasificacion
La clasificacién cldsica de la endometriosis establecida por la Sociedad Americana de
Medicina Reproductiva (ASRM por sus siglas en inglés), plantea una categorizacién de la enfermedad

en 4 estadios.

En el afio 1979 la Sociedad Americana de Fertilidad (AFS), luego devenida en ASRM, tuvo su
primera reunién y publicacion en la que se determind el criterio para la clasificacion de la

endometriosis (24). La ultima actualizacion de esta sistematizacion se realizé en el afio 1996 (25).

Al momento de la laparoscopia exploratoria, se realiza una evaluacidn de la localizacion, tipo,
tamafio y nimero de las lesiones asi como de las adherencias que presenta la paciente. En base a
estos datos, la ASRM establece un sistema de puntuacion ponderada que determina el grado de la
enfermedad. De acuerdo a los parametros establecidos, la clasificacion de la enfermedad resulta en
cuatro estadios: estadio | o endometriosis minima; estadio |l o endometriosis leve; estadio Ill o
endometriosis moderada y estadio IV o endometriosis severa. En la Figura 2 se muestra un esquema

con la clasificacion de la enfermedad.

ESTADIC IV (SEVERA)

Figura 2 Clasificacion de la endometriosis
Ejemplos de la aplicacién de la clasificacion de la endometriosis en base a la localizacion de lesiones y
adherencias de distintos tamafnos. Adaptado de la revisién de la clasificacidon de la enfermedad hecha en 1996
por la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (25).

Etiologia de la endometrio osis

Hasta la actualidad no se conocen con certeza cuales son las causas que llevan al desarrollo
de esta enfermedad. Distintas teorias, algunas mas aceptadas que otras, han intentado explicar la
patogénesis de la endometriosis. A continuacion expondré algunas de las teorias mas importantes

gue se han propuesto para sustentar la etiologia de esta patologia.
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Metaplasia celomica

La primera teoria altamente aceptada a principios del siglo XX fue la de metaplasia celdmica.
Se sabe que el epitelio celémico embrionario da origen a las células epiteliales de los ductos
miillerianos y que también se diferencia en epitelios pleural y peritoneal, asi como en células de la
superficie de los ovarios. En base a estos antecedentes, Novak propuso que la endometriosis se
originaba a partir de la membrana celémica mediante un proceso de metaplasia (26). Si bien
actualmente ésta no es la teoria mas aceptada para explicar las lesiones peritoneales, esta hipdtesis
podria explicar la aparicién de lesiones endometridsicas en lugares distantes, como el torax, asi como

en mujeres sin Utero o en hombres (10).

Restos celulares embrionarios

La presencia de tejido endometrial ectdpico podria explicarse también por la presencia de
restos celulares embrionarios. Esta teoria se basa en evidencias que demuestran que existirian
duplicaciones rudimentarias de ductos miillerianos de origen embrionario que podrian preservar la
habilidad de proliferar y ser la fuente de lesiones endometridsicas aisladas. Sin embargo, esta teoria

no es muy aceptada entre los investigadores por carecer de argumentos sélidos que la avalen (10).

Diseminacion linfdtica y vascular

Para explicar la aparicion de endometriosis en sitios distantes, se postulé que células
endometriales viables podrian acceder a los sistemas linfatico y vascular y asi alcanzar sitios
ectépicos lejanos (10). Al respecto, hay reportes que sugieren la diseminacién de células
endometriales por via linfatica y vascular y, aunque parece no ser una forma comun, podria explicar

la presencia de lesiones en areas extraordinarias (10).

Trasplante de tejido endometrial

Esta teoria es la denominada teoria de la implantacion y fue descripta por Sampson en el afio
1927. La misma sugiere que las lesiones endometridsicas son el resultado del reflujo de tejido
endometrial por menstruacidon retrograda a través de las trompas de Falopio y su posterior

implantaciéon en superficies peritoneales o sobre érganos de la pelvis (27).

Las evidencias mas importantes que respaldan esta teoria son: 1- la mayor parte de las

mujeres presentan algun grado menstruacion retrégrada, por lo cual es comun la aparicién de flujo
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menstrual en la cavidad peritoneal (28); 2- se han encontrado células endometriales viables en el
liqguido peritoneal (29); 3- se puede lograr experimentalmente que las células endometriales
implanten y crezcan en la cavidad peritoneal (30); 4- hay una asociacion entre la obstruccidn de la
salida del flujo menstrual y la endometriosis: aumenta la incidencia de endometriosis en mujeres con

obstrucciones anatdmicas en las vias de salida del flujo menstrual (31,32).

Entre estas cuatro teorias, la teoria de la implantacion de Sampson es la mas aceptada en la
actualidad y parece ser la explicacion de la via de diseminacion del tejido endometrial de las lesiones

ginecoldgicas en sitios ectépicos (Figura 3).

En esta figura se esquematiza el transporte de las células endometriales a través de las trompas de Falopio (1)
hacia la cavidad peritoneal. Alli proliferan (2-3), se adhieren (2-3) e invaden (4). Luego, a través de un proceso
angiogénico, la lesion endometridsica se vale de su propia red vascular (5). Modificado de (33).

Factores de riesgo

La teoria de Sampson establece que las lesiones endometridsicas se desarrollan a partir de
tejido endometrial eutépico que alcanza la cavidad peritoneal por la menstruacion retrégrada. Es un
hecho conocido que aproximadamente el 90% de las mujeres presentan algin grado de
menstruacion retrégrada (28), pero que sin embargo, sélo el 10% de la poblacién padece de la
enfermedad. Siendo asi, icudles son los factores que predisponen a una mujer a desarrollar esta
patologia? Se han asociado diversas caracteristicas al favorecimiento del desarrollo de Ia

endometriosis y algunas de ellas describiré a continuacion.

La edad en la que generalmente aparece la enfermedad es la edad reproductiva. Durante esa
etapa muchas mujeres consultan al ginecélogo ante la imposibilidad de quedar embarazadas o por

los fuertes dolores pélvicos. Son raros los casos de diagndstico de la endometriosis antes de la
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menarca y luego de la menopausia (34) y, aparentemente, no existiria una correlacién entre la edad a

la que es diagnosticada y su severidad (34).

Otros factores que estarian jugando un papel importante en el desarrollo de la enfermedad
serian la intensidad del flujo menstrual asi como la duracion del ciclo. Las mujeres con menarca
temprana, con ciclos menstruales cortos, menstruaciones prolongadas y abundantes y de paridad
reducida tienen un mayor riesgo de padecer la enfermedad (10,34). Esto puede explicarse, de
acuerdo a la teoria de la implantacidn, por una mayor probabilidad de acceso de tejido endometrial

menstrual a la zona pélvica.

Otro factor a tener en cuenta es el hereditario. La incidencia de endometriosis en hijas o
hermanas de pacientes previamente diagnosticadas es mayor que en hijas o hermanas de mujeres
sanas (35-37); ademas se ha descripto que la enfermedad puede ser mas severa en mujeres con
historia familiar de endometriosis (38). En cuanto al factor genético, muchos esfuerzos se han
realizado para encontrar genes candidatos a aumentar la susceptibilidad al desarrollo de la
enfermedad, entre ellos se han propuesto al glutatién-S-transferasa, N-acetiltransferasa, receptores
activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR)y, citocromo P450 y p53 (39). Sin embargo, es
consenso entre los investigadores que la endometriosis es una enfermedad poligénica vy

multifactorial (39).

Se ha descripto ademas, la influencia de factores ambientales en el desarrollo de la
enfermedad, como la exposicidn a dioxinas (34). No se descarta tampoco que haya una correlacién

entre la frecuencia de enfermedades autoinmunes y la aparicion de endometriosis (34).

Crecimiento de las lesiones endometriosicas y desar rollo de la enfermedad

Si bien los factores de riesgos son predisponentes, es evidente que muchas mujeres pueden
estar expuestas a ellos y que la mayoria presenta menstruacion retrégrada, pero no todas
desarrollan endometriosis. Esto sugiere que habria mas elementos involucrados en el desarrollo de

esta enfermedad.

Las pacientes con endometriosis presentan alteraciones inmunoldgicas y hormonales que
favorecen el establecimiento, implantacion y crecimiento del tejido endometrial en un sitio ectépico

(13).

Se ha reportado que debris celular recolectado de la cavidad peritoneal al momento de Ila
cirugia, se adhiere y prolifera de manera mas rapida in vitro, cuando procede de pacientes con

endometriosis comparado con el mismo tejido de mujeres sanas (40). Esto indica que las mismas
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caracteristicas de las células endometriales juegan un papel central en la implantacién y posterior
desarrollo de la enfermedad; ademas apoya la teoria de Sampson cuya mayor objecién es el bajo
porcentaje de mujeres que presentan endometriosis con respecto a aquellas que presentan sangrado

hacia la cavidad peritoneal (18).

El sistema inmunoldgico esta ampliamente involucrado en el desarrollo de esta enfermedad.
En las mujeres sanas con menstruacion retrograda es este sistema el que se encarga de eliminar las
células endometriales que alcanzan la cavidad peritoneal. Las pacientes con endometriosis presentan
alteraciones en su sistema inmunoldgico y se ha propuesto que éstas favorecen la implantacién del
tejido endometrial en un sitio ectdpico. Se sugirié que en las mujeres con endometriosis, las células
endometriales provenientes del reflujo menstrual no son destruidas en forma eficiente. Esto
sucederia ya sea por una incapacidad del sistema inmunolégico de la paciente para responder a los
antigenos endometriales, porque esos antigenos son anormales, o porque el reflujo es tan
abundante que superan la capacidad de desafio de las células inmunitarias peritoneales (41).
Asimismo, varios investigadores de manera independiente, han reportado defectos funcionales en la
poblaciéon de células citotdxicas naturales o “natural killer” (NK) periféricas y/o peritoneales
provenientes de pacientes con endometriosis (42-44). Las células NK son linfocitos citotdxicos
efectores que pueden reconocer e inducir la lisis de células deletéreas (34). Se desconoce si la
disminucién en la funcionalidad de células NK es causa o consecuencia de la endometriosis. Algunos
autores postulan que esta anormalidad se produce como resultado de un estimulo antigénico
prolongado, como es el caso del tejido endometrial implantado en un sitio ectdopico (45) y otros
consideran que se debe a factores solubles presentes en el liquido peritoneal que inhibirian la

actividad de las células NK (46-48).

Los macréfagos son componentes habituales del liquido peritoneal. Su funcidn fisioldgica en
la cavidad peritoneal se remite a la degradacidn de restos endometriales, espermatozoides y células
foliculares. Las pacientes con endometriosis presentan un aumento tanto en el numero de
macréfagos peritoneales, como en su activaciéon funcional (49-51). Los macréfagos activados
segregan una serie de factores de crecimiento e interleuquinas que resultan de suma importancia en

el proceso de la enfermedad (52,53). La interleuquina-1f (IL-1B) es una citoquina producida por

macréfagos en estado de activacidn cuyos niveles se encuentran aumentados en el liquido peritoneal
de pacientes con endometriosis y que ha sido involucrada en la alteracién de la fertilidad en las

pacientes que sufren esta patologia (54,55).

Por otro lado, las hormonas esteroides juegan un importante papel en la patogénesis de la
endometriosis. Aunque se han reportado casos de mujeres menopdusicas con endometriosis (56,57),

los mismos son raros, y es aceptado que la enfermedad retrocede en esta etapa de la vida de la
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mujer (58). Los datos experimentales y clinicos sugieren que los estrégenos son importantes en el

crecimiento y mantenimiento de las lesiones endometridsicas (59).

En un estudio realizado por Tenenbaum y colaboradores, se observd un aumento en la
concentracion de estrégenos en el liquido peritoneal proveniente de pacientes de todos los estadios
de la endometriosis y un aumento de los niveles de progesterona en estadios Il y IV, respecto de
mujeres sanas (60). Sin embargo, estos datos son controversiales ya que otros autores no han
hallado diferencias significativas en la concentracién de estas hormonas en el liquido peritoneal de

mujeres con endometriosis (49).

Para explicar la mayor predisposicion de algunas mujeres a desarrollar endometriosis, varios
estudios se han focalizado en las diferencias de expresion de los receptores hormonales entre el
tejido endometrial eutdpico y el ectépico (61,62). Se hallaron polimorfismos tanto de los receptores
para estradiol (61) como para los de progesterona (PR) (63,64), asi como alteraciones en la expresidn
de PR-A y PR-B (65) en asociacién con endometriosis. Sin embargo, los resultados no son
concluyentes ya que existen diferencias entre los autores en cuanto al hallazgo de alteraciones de

estos receptores asociadas a la endometriosis.

En los ultimos afos, el estudio del endometrio eutdpico de las pacientes con endometriosis
ha cobrado real importancia. La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisiolégico
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis de distintos tejidos en organismos
multicelulares (66). El proceso de apoptosis estd involucrado en el mantenimiento del ciclo menstrual
actuando activamente en la eliminacidn de células senescentes de la capa funcional del endometrio
uterino durante la fase secretoria tardia y la fase menstrual (67). Diferentes autores han detectado
anormalidades en el tejido endometrial eutdpico de las pacientes con endometriosis (68-71). En ese
sentido, datos previos de nuestro grupo han demostrado que las pacientes con endometriosis
poseen una actividad proliferativa aumentada e indices de apoptosis disminuidos en el tejido
endometrial eutdpico, hechos que favorecerian su crecimiento y supervivencia en un sitio ectdpico
(72). Asimismo, este estudio revelé un aumento significativo en la expresién de la proteina
antiapoptética Bcl-2 en el endometrio de pacientes con endometriosis con respecto a las mujeres del
grupo control (72). Ademas, se observaron niveles de apoptosis disminuidos en el endometrio
ectépico comparado con el endometrio eutdpico (73). Estos hechos sugieren una predisposicidon de
las células endometriales a ser resistentes a la apoptosis y a continuar sobreviviendo, lo que tendria

importantes consecuencias en el crecimiento del tejido endometrial ectépico.

Como he sefialado anteriormente la endometriosis ha sido identificada como una patologia

dependiente de estrégenos (59,61). En ese sentido, uno de los hallazgos mas relevantes ha sido la
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deteccion de aromatasa P450, enzima responsable de la conversién de andrégenos a estrégenos, en
el tejido endometrial eutdpico y ectdpico de pacientes con endometriosis (74,75). Ademas, se ha
visto que los estrégenos estimulan la actividad de ciclooxigenasa (COX)-2 y, en consecuencia, la

sintesis de prostaglandina (PG)E,.

Se ha propuesto entonces, que la produccién de estradiol (E,) en el tejido endometridsico
estaria induciendo un proceso de retroalimentacidén positiva hacia el aumento de transcripcién de
COX-2, sintesis de PGE, y expresién de aromatasa P450 (59,76-78). Este proceso favoreceria la

acumulacién de estrégenos y potenciaria la inflamacion.

En la Figura 4 se resumen las alteraciones mas importantes halladas en las pacientes con

endometriosis relacionadas con el establecimiento y desarrollo de la enfermedad.

PGE;, VEGF, COX-2
Citoquinas proinflamatorias
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Aromatasa P450
Estrégenos
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Funcionalidad de NK peritoneales
Apoptosis endometrial

Alteraciones de receptores endometriales de Ey P
Proliferacion celular endometrial aumentada

Figura 4 Alteraciones que favorecen el desarrollo de la endometriosis

Terapéutica de la endometriosis

Hasta el momento, los tratamientos para la endometriosis se basan en la extirpacion de las
lesiones endometridsicas durante la laparoscopia y en el mantenimiento de un ambiente
hipoestrogénico para evitar el crecimiento de las lesiones. Durante la laparoscopia exploratoria, en el
momento que se obtiene material tisular para realizar el diagndstico preciso, las lesiones son

extirpadas y las adherencias, liberadas. Este es el primer paso en el tratamiento de la enfermedad.
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Luego de la cirugia se puede administrar un tratamiento hormonal o no, segun criterio médico. Los
tratamientos hormonales incluyen los anticonceptivos orales y los analogos de la hormona liberadora
de gonadotrofinas (GnRH) como tratamientos de primera linea; también se utilizan los

progestagenos y, en menor medida, los agentes androgénicos.

Los anticonceptivos orales combinados, son utilizados en el tratamiento de la endometriosis
ya sea en forma ciclica o continua, especialmente en mujeres jovenes que no buscan embarazo y/o
gue padecen grados variables de dismenorrea. También se los utiliza como método preventivo para
evitar la recurrencia de la endometriosis en pacientes que han sido tratadas quirdrgicamente,

aunque la eficiencia de este tipo de tratamiento no tiene una documentacion sélida en la literatura.

Los anticonceptivos orales inhiben la ovulacion, disminuyen los niveles de gonadotrofinas y
disminuyen el flujo menstrual (20). En estudios realizados en nuestro laboratorio se observé también
que disminuyen la proliferacidn celular y aumentan la apoptosis del tejido endometrial eutdpico

proveniente de pacientes con endometriosis (79).

Las pildoras anticonceptivas son utilizadas en el tratamiento de esta patologia por tener muy
buena tolerancia, menor costo y menor impacto metabdlico que el danazol y los agonistas de GnRH
(20). Algunos efectos secundarios no deseados incluyen: sangrado irregular, ganancia de peso,
hinchazdn y dolores de cabeza (1). Es importante tener en cuenta también, que los anticonceptivos
orales tienen un componente estrogénico y esto podria resultar en una estimulacién de la
enfermedad (20). Ademas, los que se administran en forma ciclica, al permitir la menstruacién,
provocarian contaminacién de la cavidad peritoneal con tejido endometrial y podrian estimular el

crecimiento de los implantes endometridsicos (1).

Los agonistas de GnRH se han constituido en la opcién terapéutica médica mas utilizada,
particularmente en pacientes con dolor pélvico severo, donde esta forma de tratamiento
administrada por via inyectable y en forma mensual ha mostrado una eficacia significativa en la
reduccion de las lesiones (80). Los agonistas de GnRH de depdsito generan un estado de
hipoestrogenemia a través de un mecanismo de supresion hipofisaria y secundariamente gonadal, lo
que lleva a la atrofia de los implantes endometridsicos peritoneales. Es justo mencionar que este tipo
de terapia, no ha mostrado ser eficaz en la reversién de la esterilidad, ya que luego de la finalizacion
del tratamiento con agonistas de GnRH la tasa de embarazo no se ve modificada en comparacion con
las mujeres a las que se les administra placebo (81-83). Por otro lado, los agonistas de GhnRH tampoco
han sido eficaces como tratamiento en algunas pacientes peri o post-menopdusicas con

endometriosis y dolor pélvico, ya que en estos casos la fisiopatologia del mantenimiento de los
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implantes estaria basada en un mecanismo extragonadal, distinto al de la produccion estrogénica

ovarica (1) (Figura 5).

Por su modo de accidn, los agonistas de GnRH son hipoestrogénicos y provocan sintomas
menopausicos. Algunos ejemplos de estos compuestos utilizados para tratar la endometriosis son:
nafarelina, buserelina y leuprolide (1). Los efectos colaterales a corto plazo incluyen sofocones,
sequedad vaginal, pérdida de libido e inestabilidad emocional; asimismo utilizandolos por largos
periodos de tiempo provocan disminucion de la densidad désea (5,7). Por esta razdn se eligen
esquemas cortos de tratamiento con agonistas de GnRH y en la actualidad se estan utilizando en

combinacion con otros medicamentos para disminuir los efectos negativos sobre el hueso.

Las progestinas constituyen otra opcion terapéutica y actian suprimiendo el eje hipotalamo-
hipdfisis-ovario, lo que provoca una represidon de la ovulacién y disminucidn de los niveles de
estrogenos en plasma (84). Tienen efectos directos sobre el endometrio causando la atrofia tanto del
tejido endometrial eutdpico como de las lesiones endometridsicas (85) y se han demostrado también
sus efectos antiangiogénicos (86). La eliminacidn del flujo menstrual, evitando la contaminacién de la
zona peritoneal, sumado a los efectos descriptos anteriormente, resultan en un beneficio para la
paciente que se somete a este tipo de tratamiento (87). Dado que estos compuestos tienen buena
tolerancia y reducidos efectos metabdlicos, su utilizacion de forma prolongada en el tratamiento de

la endometriosis puede ser una alternativa apropiada si la paciente no busca el embarazo (87).

El danazol es un agente androgénico de administracion oral que induce la amenorrea
suprimiendo el eje hipotalamo-hipéfisis-ovario, aumentando la concentracidn sérica de andrégenos y
disminuyendo la de estrégenos (5). Varios estudios realizados confirmaron la eficacia del danazol en
el alivio de los dolores asociados a la endometriosis (88-90). Sin embargo, este compuesto tiene la
desventaja de poseer propiedades anabdlicas, lo que se traduce en efectos secundarios tales como
ganancia de peso, mialgia, acné, piel grasa, bochornos e hirsutismo (91). El limite de duracién del
tratamiento recomendado debido a estos efectos es de seis meses, y en los Ultimos afos su uso ha

disminuido y ha sido reemplazado por las otras opciones terapéuticas mencionadas (5).
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Aromatasa

El complejo enzimatico aromatasa es el responsable de la sintesis de estrogenos a partir de
andrégenos. Este complejo tiene dos componentes: la aromatasa citocromo P450 (AromP450) que se
encuentra acoplada a la flavoproteina NADPH-citocromo P450 reductasa (RedP450). El gen que
codifica AromP450 es conocido como CYP19. Ambos miembros de este complejo estan altamente
conservados dentro de los vertebrados, especialmente en los mamiferos (92). La reaccion de sintesis
de estrégenos implica la aromatizacion de los andrégenos en una serie de pasos complejos que
incluyen el consumo de oxigeno molecular y NADPH reducido, y la transferencia de electrones de

moléculas donoras (93).

La RedP450 es ubicua, mientras que la expresién de AromP450 se restringe principalmente a
las génadas y al cerebro, actuando especialmente en zonas importantes para la regulacion
neuroenddcrina de la reproduccién y el comportamiento en vertebrados (93). En ovario y testiculo,
las hormonas foliculo estimulante y luteinizante aumentan la concentracién intracelular de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) lo que induce la expresion de AromP450; en el cerebro la regulacion es
inversa, el aumento de AMPc provoca la disminucion de la expresion de AromP450 y son los mismos

andrégenos los que la aumentan (94).

En humanos y otras especies ademas, AromP450 se expresa en otros tejidos: en el
sincitiotrofoblasto de la placenta, en las células estromales adiposas, en los osteoblastos, en los
fibroblastos de la piel, en la vasculatura y en varios tejidos fetales (93). Los niveles de expresion son
tejido-especificos, asi como lo es el promotor que regula su expresion (93). La expresidén aberrante de
AromP450, en tejidos que normalmente no debieran tener alta concentracion de la enzima, esta
asociada a distintas patologias humanas como ginecomastia y sexualidad precoz (95), tumores de

mama, testiculo, higado, corteza adrenal y Utero (96), y endometriosis (97).

El estrégeno activo es el E, que es producido a partir de estrona (E;) por la 17[-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17[3-HSD) tipo I. La 17[3-HSD tipo Il es la responsable de convertir el
E, nuevamente a su forma menos activa, E;. La actividad de la enzima 17[3-HSD tipo Il es estimulada
por la progesterona, pero se ha observado que la expresion de esta enzima es deficiente en
endometriosis, por lo que se propuso que el tejido endometridsico escapa a la accién protectora
mediada por la progesterona (74). La deficiencia relativa de la 17-HSD tipo Il asi como la resistencia

a la accion protectora de la progesterona, contribuyen a mantener altos niveles de estrégenos
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potentes a nivel de las lesiones endometridsicas y por lo tanto inducen el crecimiento y

mantenimiento de las mismas (74).

Aromatasa y endometriosis

Hace algunos afios Bulun y colaboradores describieron la presencia de aromatasa en el tejido
ectdpico y eutdpico de pacientes con endometriosis, mientras que no hallaron expresiéon de la
enzima en el endometrio eutépico de mujeres sin la enfermedad (74). También se demostré que
células estromales en cultivo provenientes de implantes endometridsicos presentaban una gran
actividad de aromatasa en presencia del estimulo de AMPc (98). Se realizaron ademas estudios para
analizar qué factores estaban involucrados en la activacion de la enzima y se vio que PGE, era el
mayor inductor de su actividad (98) a través de su receptor EP2 que estimula la sintesis de AMPc
(99). Se conoce también que los estrogenos sintetizados por la actividad de la aromatasa, estimulan
la actividad de la enzima COX-2 produciéndose asi una sintesis local de PGE, y estrégenos. Como
consecuencia, los estrégenos que se producen localmente estimulan la proliferacién celular del tejido
endometridsico y la PGE, segregada en el ambiente peritoneal es la principal responsable del dolor,

dos hechos caracteristicos de la endometriosis (Figura 5 y Figura 7).
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Figura 5 Aromatasa y sintesis de estrégenos
Esquema de los drganos y tejidos productores de hormonas esteroides y su accidn sobre la sintesis de
prostaglandinas. AA: acido araquiddnico; COX-2: ciclooxigenasa-2; PGE,: prostaglandina E,; GS: glandula
suprarrenal; T. adiposo: tejido adiposo
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Inhibidores de aromatasa

Los inhibidores de aromatasa (lIAs) de ultima generacidn son drogas no esteroides con vida
media relativamente corta y con efectos reversibles. El efecto que se busca al administrar este tipo
de compuestos es reducir la produccion de estrégenos y, de esta manera, intentar inhibir la
proliferacidon celular para lograr disminuir el tamafio de las lesiones endometridsicas. Como ya
mencioné, los estréogenos estimulan la actividad de COX-2, y los IAs inhibirian la produccion de PGE, y

ayudarian a combatir el dolor.

Los IAs que se encuentran actualmente en el mercado, son los llamados IAs de tercera
generacidn y presentan mayor tolerancia, biodisponibilidad, especifidad y potencia que los de
primera y segunda generacidon (100). Entre ellos los mas utilzados son: exemestane, letrozole y

anastrozole.

La posible aplicacion de estos compuestos en la terapéutica de la endometriosis fue
inicialmente descripta por Takayama en 1998, quien reportd la aplicacién de anastrozole a una
paciente postmenopdusica con endometriosis severa, la cual ya habia sido sometida a histerectomia
y salpingo-ooforectomia bilateral (56). Luego de dos meses de tratamiento con este IA, el dolor
desaparecidé y se logré disminuir significativamente el tamafo de las lesiones que presentaba la
paciente (56). Mas recientemente, otros investigadores reportaron la aplicacion de letrozole en
combinacion con una progestina en el tratamiento de un grupo de pacientes con endometriosis. Al
finalizar el protocolo con estos compuestos, no se observaron lesiones endometridsicas y el dolor
habia disminuido de manera significativa (57). Por otro lado, experimentos realizados en nuestro
laboratorio demostraron que la utilizacidon tanto de anastrozole como de letrozole en cultivos de
células epiteliales endometriales de pacientes con endometriosis aumentaban los niveles de
apoptosis y disminuian los de proliferacidon celular (101). Resultados similares obtuvimos cuando
utilizamos estos compuestos en el tratamiento de la endometriosis inducida en un modelo de ratdn;
la proliferaciéon celular disminuyd, el nimero de células apoptéticas aumentéd en las lesiones
endometridsicas y los niveles de PGE en el liquido peritoneal de los ratones se vieron disminuidos, en

este Ultimo caso, solamente con el tratamiento con letrozole (102).

Recientemente Ferrero y colaboradores, realizaron un estudio exhaustivo sobre la utilizacion
de IAs y su efecto directo sobre el dolor relacionado a la endometriosis. Los autores concluyeron que
el tratamiento con letrozole y anastrozole reduce de manera efectiva el dolor experimentado por las
pacientes, pero que una vez finalizado el tratamiento, el dolor reaparece. Por otra parte, se sabe que
este tipo de terapéutica no puede ser utilizada a largo plazo por tener efectos negativos sobre la

densidad dsea (103). En el caso de las mujeres que sufren endometriosis, se torna necesario
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administrar los tratamientos de forma continua ya que hasta el momento ninguna terapia resulta
efectiva en la eliminacion de las recidivas. Siendo asi, se ha propuesto que los IAs podrian ser
utilizados siempre y cuando se combinen con terapias hormonales para reducir los efectos 6seos

(103).

Ciclooxigenasa-2

COX-2 pertenece a la familia de las ciclooxigenasas, enzimas responsables de la produccion
de PG a partir de acido araquiddénico (AA). Dos genes COX fueron descriptos hasta el momento y
estan altamente conservados entre las especies. El gen de COX-1 tiene distintas variantes de corte y
empalme o “splicing”: la enzima COX-1 que es la mds conocida de ellas y, las menos conocidas, COX-3
y otras proteinas mas pequeiias que son variantes de COX-1 (104,105). La proteina COX-1 se expresa
de manera ubicua y constitutiva. Por mucho tiempo se pensé en COX-1 como la enzima involucrada
solamente en procesos fisioldgicos, pero se ha demostrado su sobreexpresion en varios carcinomas y
su participacién en tumorigénesis (106-108). Por otro lado, se conoce una Unica variante de splicing
para el gen de COX-2. La enzima COX-2 es estimulada fisioldgica y patolégicamente por factores de
crecimiento y citoquinas e interviene en la sintesis de PGs cuando las concentraciones de AA son

bajas (109).

La fosfolipasa A, escinde el AA de los fosfolipidos de membrana y, una vez en el citosol, las
enzimas COX lo ciclan, oxigenan y reducen al intermediario PGH,. Existen sintetasas especificas que
toman este intermediario para producir los distintos prostanoides terminales: la sintetasa de PGE,
(PGES), sintetiza PGE,; la sintetasa de PGF,, (PGFS), sintetiza PGF,,, la sintetasa de prostaciclina
(PGIS), sintetiza prostaciclina (PGl,), la sintetasa de PGD, (PGDS), sintetiza PGD,, y la sintetasa de

tromboxano (TXS), sintetiza tromboxano (TX) A, (Figura 6).

Una vez sintetizados, los prostanoides son rapidamente exportados fuera de la célula a
través de un transportador de PGs y actian muy cerca de su lugar de liberacién de manera autocrina
0 paracrina. Sus funciones bioldgicas las realizan a través de receptores especificos para cada
prostanoide, estos receptores son de la familia de los receptores de siete pasos transmembrana
acoplados a proteina G. DP, EP, FP, IP y TP son los receptores para PGD,, PGE,, PGF,,, PGl, y TXA,,
respectivamente. Hasta el momento se conocen 4 subtipos para EP (EP1-4) cada uno de los cuales
esta codificado por un gen distinto, y EP3 tiene 8 variantes de splicing lo que le otorga una gran
variabilidad en las funciones que realiza PGE,. Por otro lado, los receptores TP y FP tienen dos
variantes de splicing cada uno (109). En la Figura 6 se resumen las acciones de cada uno de estos

prostanoides.
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Las PGs son lipidos bioactivos que poseen multiples y variadas funciones. En biologia
reproductiva se ha encontrado que participan en la regulacién de la ovulacion, en la fisiologia
endometrial y en el proceso de menstruacion (77). Se ha visto que en procesos patoldgicos muchas
veces la expresion de COX-2 se encuentra aumentada, como en distintos tipos de cancer (mama,
prostata, vejiga, pancreas, pulmon, colon), donde su alta expresidon correlaciona con un mal
prondstico para el paciente. Por otro lado en otros procesos inflamatorios, como en adenomiosis y

endometriosis, también su expresidn se ha hallado incrementada (110-112).
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Figura 6 Esquema de la sintesis de prostaglandinas y sus vias de sefializacion

El 4cido araquiddnico es el precursor de la sintesis de leucotrienos y prostaglandinas. Cada prostaglandina se
une a un receptor de siete pasos transmembrana especifico y dispara una cascada de sefales caracteristica.
LOX: lipoxigenasa; LTs: leucotrienos; COX-1/2: ciclooxigenasa-1/2; PGIl,: prostaciclina; PGIS: sintetasa de
prostaciclina; TXA,: tromboxano A,; TXS: sintetasa de TXA,; PGD,: prostaglandina D,; PGDS: sintetasa de PGD,;
PGE,: prostaglandina E,; PGES: sintetasa de PGE,; PGF,,: prostaglandina F,,; PGFS: sintetasa de PGF,,; IP,
TPa/B, DP, EP1-EP4, FPa/B: receptores especificos de cada prostaglandina; AMPc: adenosin monofosfato
ciclico; ca™: calcio; IP5: inositol trifosfato.

Ciclooxigenasa-2 y endometriosis

De manera similar al hallazgo de la expresién aumentada de aromatasa en endometriosis, el
descubrimiento de la sobreexpresién de la enzima COX-2 en pacientes con la enfermedad respecto a
mujeres controles, fue un hecho sumamente importante. La presencia de estas dos enzimas claves
en la sintesis de estrogenos y de PGE, explica en gran parte el estado de activa proliferacién de las

lesiones endometridsicas y los fuertes dolores que experimentan las pacientes.
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Tanto en la fase proliferativa como en la secretoria del ciclo menstrual, COX-2 se encuentra
altamente expresada en pacientes con endometriosis comparado con mujeres sin la enfermedad
(122). Asimismo, Wu y colaboradores describieron que COX-2 se expresa en células estromales y
epiteliales provenientes de pacientes con endometriosis y confirmaron que su expresién es mayor en

mujeres que sufren de esta patologia (113).

Los niveles elevados de PGs que se encuentran en el liquido peritoneal de pacientes con
endometriosis son principalmente producidos por los macréfagos peritoneales y el tejido
endometridsico (49,50,113,114), que poseen una expresién aumentada de esta enzima con respecto

a mujeres controles (112,113,115,116).

Los altos niveles de PGs, no sdélo favorecen la proliferacion celular estimulando la actividad de
aromatasa con su consiguiente produccion de estrégenos, sino que ademas los mismos estrégenos,

aumentan la sintesis de PGE, estimulando la actividad de COX-2 (117).

PGE, ademas estimula la produccién del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF)
(118,119). Esta molécula es central para la formacién de una red vascular nueva en la lesidn
endometridsica, lo que resulta indispensable para su desarrollo y crecimiento. Se describié ademas,
gue pacientes con endometriosis poseen concentraciones elevadas de VEGF en el liquido peritoneal

(120) y que ademas este factor es capaz de estimular la expresién de COX-2 (121).

De esta forma, se establece un circulo de retroalimentacion positiva en el que intervienen
aromatasa, estréogenos, COX-2, PGE, y VEGF; todos ellos interrelacionados de manera tal que se
activan y aumentan la produccién y/o actividad de los otros, y estimulan la proliferacién celular, la

angiogénesis, la inflamacién y por consiguiente, el dolor (Figura 7).

Inhibidores de ciclooxigenasa-2

Los antiinflamatorios no esteroides (AINEs) son una gran familia de drogas que inhiben la
actividad de las COXs disminuyendo la produccién de PGs y, en consecuencia, el dolor. Son
comunmente utilizados para el tratamiento de todo tipo de dolencia. Entre ellos se encuentran:
ibuprofeno, naproxeno, aspirina, diclofenac. Todos estos compuestos inhiben de manera
indiscriminada la actividad de las dos isoformas de COX y no es un evento raro que a largo plazo
produzcan efectos secundarios adversos como una Ulcera gastrointestinal debido a la inhibicién de la
actividad de COX-1 (122). Justamente para hacer frente a estos efectos, se desarrollaron inhibidores
especificos de COX-2, que fueron llamados coxibs. Los coxibs desde su desarrollo fueron y son

utilizados en el tratamiento de la artritis. Celecoxib pertenece a esta categoria de AINEs que inhiben
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de manera selectiva a COX-2. Otros coxibs como valdecoxib o rofecoxib fueron desarrollados, pero
luego fueron retirados del mercado por la Administracién de Alimentos y Drogas de Estados Unidos
por causar efectos cardiovasculares adversos. Celecoxib no ha sido aprobado aun para ser utilizado
en el tratamiento de la endometriosis y no se han realizado estudios que evalien su capacidad

antiinflamatoria en mujeres que sufren la enfermedad.

A nivel experimental, hay una considerable cantidad de estudios realizados en los que se
evalud el efecto de la inhibicidon de las COX respecto al desarrollo de la endometriosis in vivo con
buenos resultados sobre la involucion de la enfermedad (123-125). Asimismo existen antecedentes
en distintos modelos de cdncer que advierten sobre sus efectos antiproliferativos, antiangiogénicos y
proapéptoticos (126,127). Hoy en dia, celecoxib estd aprobado para el tratamiento de poliposis

adenomatosa familiar y como adyuvante en el tratamiento de cancer de mama (128-131).

Receptores activados por proliferadores de peroxiso mas
Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) fueron inicialmente

descriptos en ratén (132) y en Xenopus (133).

En mamiferos, se han descripto tres clases de receptores: PPAR-a, PPAR-B/6 y PPAR—y, que
pertenecen a la superfamilia de los receptores nucleares. Este tipo de receptores se caracterizan por
tener una estructura altamente conservada en forma de mddulos en los que uno de ellos
corresponde a un dominio de unién al ADN (DBD) y otro, a un dominio de unién al ligando (LBD).
Dentro del LBD en la zona carboxiterminal, se encuentra el dominio de activacién de funcion del
receptor denominado AF2 (134). El DBD consiste en una estructura de dos dedos de zinc que se unen
especificamente al elemento respondedor a PPAR en el ADN cuando el receptor se encuentra

activado y se trasloca al nucleo (134).

Los PPARs activos forman heterodimeros con el receptor retinoide X (RXR), del que también
se han descripto tres isotipos (a,B y y) (135). Cualquiera de los tres isotipos del RXR se activa por el
mismo ligando: el acido retinoico 9-cis (136). Una vez activo, el complejo PPAR:RXR se vale de
cofactores para ejercer su actividad sobre el ADN: ya sea para inhibir la expresidn de un gen o para
activar la misma, intervienen coactivadores y correpresores (134). Cualquiera de los dos
componentes de este complejo que haya interactuado con su agonista, es suficiente para
heterodimerizar con la contraparte y llevar el complejo activo al nicleo (137). Si ambas partes estan
unidas a su ligando el complejo también cumple su funcion, pero en este caso el efecto es aditivo

(137).
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Los PPARs se expresan en una gran variedad de tejidos: sistema nervioso central, corazon,
colon, intestinos delgado y grueso, musculo esquelético, bazo, pancreas, rifién, higado, vasos, piel,
hipdfisis, en tejidos reproductivos: ovario, testiculo, Utero, préstata, glandula mamaria vy
principalmente en tejido adiposo (134,137-139). Los ligandos naturales de los PPARs son los acidos
grasos y los eicosanoides, pero también existe una variedad de compuestos sintéticos agonistas de

estos receptores. A continuacién describiré brevemente los ligandos de cada una de las isoformas:

PPARa

Este receptor puede activarse tanto por acidos grasos saturados como insaturados, entre ellos: acido
palmitico, acido oleico, acido linoleico y AA (134). El rol que tendria este receptor en los tejidos en los
que se expresa seria el de censar los acidos grasos libres que se encuentran en la célula (134). Entre

sus ligandos sintéticos se encuentran: GW7647, L165041 y, el de menor potencia, GW501516 (140).

PPARB/S

Este receptor también puede activarse por acidos saturados o insaturados: acido palmitico y sus
andlogos metabdlicamente estables, AA y acido eicosapentanoico (ambos con baja afinidad);
también pueden activarlo los eicosanoides PGD, y PGA; (134). GW501516 y L165041 son agonistas

completos, mientras que GW7647 es un agonista parcial, todos ellos sintéticos (140).

PPARy

El isotipo y tiene mayor afinidad por los acidos grasos poliinsaturados: acido linoleico, acido

linolénico, AA, acido eicosapentanoico; asi como por 15-deoxy-A12'14

-prostaglandina J, (15-dPGJ,) que
es un derivado de PGD, y el fosfolipido hexadecil-azeloil-fosfatidilcolina (134). Los farmacos
desarrollados que agonizan este receptor incluyen a las tiazolidinedionas (TZDs) o glitazonas. Los mas
estudiados son GW7647 y rosiglitazona, agonistas completos; pioglitazona y L165041, agonistas

practicamente completos, y en menor medida ciglitazona y GW 501516 (140).

En un trabajo de Froment y colaboradores se resume la implicancia de los PPARs en
reproduccion. Si bien la supresion del PPARa no tendria efecto sobre la fertilidad en ratones, la
eliminacion de las isoformas B/6 y y provoca comprobadas alteraciones (139): la delecion tejido-

especifica de PPARy en ovarios, células epiteliales y linfocitos lleva a una reduccion de la fertilidad en
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ratones (141). Este efecto se deberia a una disminucién en el nimero de embriones implantados por
reduccion en la secrecidn de progesterona por parte del cuerpo liteo y no a un cambio en la
foliculogénesis o en la tasa de ovulacidon (141). De esta manera, se relaciona la produccion de
esteroides con la actividad de los PPARs, en particular de PPARy, aunque esta asociacion es en
muchos casos, controversial. Hay estudios que indican que la activacién de PPARy in vitro con
distintas TZDs estimula la secrecion tanto de progesterona como de estradiol en células de la
granulosa de rata y oveja, en células luteinicas bovinas y en células de la teca porcinas (139);
mientras que la secrecién de los mismos esteroides es inhibida en células de la granulosa porcinas y

humanas provenientes de pacientes que realizaron protocolos de fertilizacidn in vitro (139).
Receptores activados por proliferadores de peroxisomas y endometriosis

Se ha descripto la presencia de PPARy en células estromales y epiteliales de lesiones
endometridsicas de pacientes con endometriosis (142) y de endometrio eutdpico de mujeres
infértiles (143). Se ha estudiado el rol que podria cumplir esta molécula en el dolor, la inflamacidn, y
en el proceso de adherencia de las células endometridsicas al peritoneo. En cuanto al dolor, se
encontrd una correlacion positiva entre este fendmeno y la expresion proteica de PPARy en el caso
de pacientes que presentaban lesiones peritoneales, aunque no se correlaciond con el estadio de la

enfermedad (142) (Figura 7).
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Figura 7 Ambiente peritoneal en endometriosis

Los macrofagos peritoneales sintetizan y liberan PGE, ademas de citoquinas y factores de crecimiento, como IL-
1B y VEGF. Todos estos factores estimulan la expresién y/o actividad de COX-2 produciéndose de esa manera
concentraciones aun mas altas de PGE, en el ambiente peritoneal. PGE, estimula la expresién del factor
proangiogénico VEGF y de aromatasa, aumentando la sintesis de E, y, en consecuencia, la proliferacion celular
endometridsica. El resultado de estas interacciones implica niveles de angiogénesis e inflamacidon aumentados
y de apoptosis disminuidos. PGE, también disminuye la capacidad fagocitica de los macroéfagos impidiendo la
fagocitosis del tejido endometrial que alcanzd la cavidad peritoneal de forma retrégrada, y permitiendo la
implantacion y proliferacién de la lesion endometridsica. A: androstenediona; AA: acido araquiddnico;
AromP450: aromatasa P450; COX-2: ciclooxigenasa-2; E,: estradiol; PGE,: prostaglandina E,; VEGF: factor de
crecimiento de endotelio vascular; PPARy: receptor activado por proliferadores de peroxisomas gamma.

Agonistas de PPARy

Los agonistas de PPARy son las llamadas TZDs entre ellas: ciglitazona, rosiglitazona,
pioglitazona, troglitazona. Estos compuestos son ligandos sintéticos del receptor nuclear. Se sabe
que al unirse a su ligando, el receptor es activado y entre otras consecuencias, se aumenta la
sensibilidad de la célula a la insulina. Por este hecho, es que estas drogas son ampliamente utilizadas

en el tratamiento de la insulino-resistencia asociada a la diabetes tipo Il.

Mas tarde se estudid el efecto de estos ligandos sobre el crecimiento tumoral en distintos
tipos de cancer y se vio que tanto in vitro como in vivo tenian efectos beneficiosos sobre la inhibicion
del crecimiento de los tumores (144-146). Asimismo se demostrd que la inhibicidn del crecimiento
tumoral provocada por las TZDs era mediada por la inhibicién de la proliferacién endotelial, y en

consecuencia por una disminucién de la angiogénesis en el tumor (146).
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Por otro lado, se sabe que la activacion de PPARy disminuye la expresién de citoquinas
proinflamatorias en cancer (147) y es esperable que este efecto ocurra de igual manera en una
enfermedad inflamatoria como es la endometriosis. Recientemente, se describié que en células
estromales endometriales en cultivo estimuladas con TZDs se disminuye la sintesis y secrecion de las
citoquinas proinflamatorias IL-6 e IL-8 de manera independiente de PPARy (148). En cuanto a la
inflamacién, también se vio que el liquido peritoneal de mujeres con endometriosis es un fuerte
guimioatractante de monocitos y que esta actividad disminuye significativamente cuando se agrega

una TZD (149).

Se estudié también la implicancia de la activacién de PPARy en la unién de una linea celular
epitelial endometrial a una monocapa de una linea celular mesotelial y se vio que el tratamiento
previo de ambos tipos celulares con una TZD, provocaba una disminucién significativa de la

adherencia de las células endometriales a las mesoteliales (150).

Se evalué ademas la eficacia de estas drogas en distintos modelos de endometriosis. In vitro
se demostré que las TZDs inhiben la proliferacion de células endometriésicas humanas (151) y
disminuyen la expresiéon de VEGF (152). En modelos animales se comprobd que el tratamiento con

TZDs reduce el tamafio de la endometriosis experimental en rata (153,154) y en babuinos (155).

En los ultimos afios se ha pensado en el tratamiento de distintas enfermedades apuntando a
mas de una molécula como blanco. Esto se debe a que en muchos casos la combinacidn de dos o mas
compuestos, resulta mas efectiva que la utilizacion de cualquiera de esas mismas drogas por
separado. Mas aln, en algunos casos se pueden acortar los tiempos de tratamiento, disminuyendo
también algunos efectos colaterales adversos provocados por la administracion de las drogas a largo

plazo.

Los compuestos con los que trabajamos en nuestro laboratorio se han estudiado para el
tratamiento contra el cancer y es en este tipo de enfermedades en que la combinacién de mas de
una droga ha tenido muy buenos resultados. En particular la combinacién de AINEs tanto con los IAs

asi como con los agonistas de PPARy, se han utilizado con éxito en distintos modelos experimentales

in vitro e in vivo de cancer (129,156-163). En lineas generales estos tratamientos han demostrado
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tener efectos antiproliferativos, proapoptéticos y antiangiogénicos provocando una disminucién en
el tamafo y en la progresion del proceso tumoral. En ese sentido, hace algunos afos se publicd un
ensayo clinico que reportd que la combinacion de exemestane con celecoxib podria tener un efecto
benéfico adicional en el tratamiento de cancer de mama avanzado (163). En este trabajo se compard
el efecto de exemestane administrado junto a celecoxib, contra el tratamiento con exemestane solo
o con letrozole solo. Los resultados que se obtuvieron sugieren una mejora con el tratamiento
combinado en la reduccion del cancer y en la recuperacién general de los pacientes (163). Sin
embargo, en otro estudio de fase Il realizado por Dirix y colaboradores donde se evalud la
combinacion de exemestane con celecoxib versus exemestane solo, se encontré que los beneficios
clinicos obtenidos fueron similares en los dos grupos evaluados (164). En un trabajo de recopilacion
de datos de distintos ensayos clinicos publicado por Falandry y colaboradores, concluyeron que la
terapia combinada de exemestane y celecoxib tiene una eficacia y seguridad promisorias en el

tratamiento del cancer de mama metastasico (129).

En cuanto a la combinacion de AINEs con ligandos de PPARy también se hicieron varios
estudios en cancer. Se conoce que los inhibidores de COX-2 son agonistas débiles de PPARy (165). En
un trabajo publicado por Mustafa y colaboradores, se reporté que el tratamiento combinado de
celecoxib y un agonista de PPARy, F-L-Leu, retarda significativamente la aparicion de tumores en un
modelo de cancer de mama espontaneo (159). Mas recientemente, en un modelo de carcinoma
pancreatico humano in vitro, se combind otro inhibidor de COX-2, NS-398, con rosiglitazona y se
describié un aumento en los niveles de apoptosis y una disminucién en la proliferacion celular (160).
En endometriosis se realizé un estudio in vitro que fue dirigido simultdneamente a activar PPARy y
RXR en células estromales endometriales humanas inmortalizadas obteniendo una inhibicidn

sinérgica de la proliferacién celular (166).

Sin embargo, hasta el momento, no se ha estudiado la eficacia de la combinaciéon de un
inhibidor de COX-2 con un agonista de PPARy, asi como tampoco la combinacién de un inhibidor de

COX-2 con un IA, en el tratamiento de la endometriosis.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En base a los antecedentes previamente descriptos en cancer y dada la similitud de los mecanismos
involucrados en la induccion de la endometriosis con los procesos que conducen al desarrollo de las
enfermedades neoplasicas, la hipdtesis de este trabajo plantea que los inhibidores de aromatasa,
los inhibidores de COX-2 y los agonistas de PPARy controlan el crecimiento endometrial en
endometriosis y que la combinacion de ambos inhibidores, asi como la administracion conjunta del
inhibidor de COX-2 con el agonista de PPARy, mejora esta respuesta en comparacion con

cualquiera de esos tratamientos por separado.

La problematica de la terapéutica habitual de la endometriosis se basa en que los tratamientos
disponibles en la actualidad no controlan las causas de la enfermedad sino que sdlo mejoran sus
sintomas. Por lo tanto, en cuanto se discontinua el tratamiento, es muy comun que la enfermedad

retorne y que se dificulte su control definitivo.

La intencidn de busqueda de tratamientos que tengan como blanco moléculas involucradas en la
etiopatogenia de la endometriosis, sumado a las evidencias que indicaban que la inhibicidon de COX-2,
la inhibicidn de aromatasa y la activacién de PPARy poseian efectos beneficiosos sobre el control del

crecimiento tumoral, nos llevaron a proponer los objetivos de esta tesis doctoral.

Inicialmente nos planteamos evaluar el efecto del inhibidor selectivo de COX-2, celecoxib, en un
modelo in vitro de cultivo primario de células endometriales provenientes de pacientes con

endometriosis. Consideramos como objetivos especificos:

*  Evaluar el efecto del inhibidor de COX-2 sobre el crecimiento de las células endometriales de
pacientes con endometriosis.

e Evaluar si la inhibicion del crecimiento celular provocada por celecoxib se debe a la
disminucién de la actividad de COX-2.

e Evaluar sila induccidn de la via intrinseca de regulacion de la apoptosis esta involucrada en la
muerte celular estimulada por el inhibidor de COX-2.

e Evaluar los efectos del inhibidor de COX-2 sobre la sintesis del factor proangiogénico VEGF.
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Para complementar los estudios realizados in vitro, quisimos probar el efecto de celecoxib en un

modelo de endometriosis in vivo.

Ademas, basandonos en resultados previos obtenidos in vitro e in vivo en el laboratorio y en datos
bibliograficos, quisimos incorporar al andlisis al inhibidor de aromatasa, anastrozole, y estudiar su

combinacion con celecoxib, en un modelo animal de endometriosis. Es asi que consideramos:

e Evaluar los efectos de celecoxib y anastrozole, por separado y combinados, sobre el
desarrollo de la endometriosis en un modelo experimental en ratdn.
¢ Investigar el mecanismo de accién de la inhibicidn del crecimiento endometrial inducida por

celecoxib y anastrozole en el modelo de endometriosis desarrollado en ratén.

Para continuar quisimos incorporar la evaluacién del agonista de PPARYy, rosiglitazona, estudiando su
accion de manera individual y en combinacién con celecoxib. Para ello decidimos ampliar el modelo
experimental y trabajar con una linea celular epitelial endometrial, donde evaluamos el efecto de
estas dos drogas, consideradas como nuevas alternativas terapéuticas para la endometriosis.

Especificamente nos propusimos:

e Evaluar los efectos de celecoxib y rosiglitazona, por separado y combinados, sobre la
proliferacidn de la linea celular epitelial endometrial ECC-1.
e Evaluar los efectos de celecoxib y rosiglitazona sobre la apoptosis de la linea celular ECC-1y

sobre proteinas involucradas en este proceso.

Para complementar estos estudios realizados in vitro, quisimos probar el efecto de estas drogas en

un modelo de endometriosis in vivo. Siendo asi, consideramos:

e Evaluar los efectos de celecoxib y rosiglitazona, por separado y combinados, sobre el
crecimiento del tejido endometrial en un modelo de endometriosis inducida en ratén.

¢ Investigar el mecanismo de accion de la inhibicién del crecimiento endometrial, inducida por
celecoxib, rosiglitazona y su combinacion.

e Evaluar si los efectos provocados por celecoxib son generados por la inhibicién de la

actividad de COX-2.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Se seleccionaron pacientes en edad reproductiva que acudieron al Servicio de Ginecologia
del Hospital de Clinicas “Gral. San Martin” y al Centro de Ginecologia y Reproduccion (CEGYR). Previo
consentimiento escrito de las pacientes, se extrajeron muestras de biopsias de endometrio durante
las laparoscopias con cureta de Novak (Bioteque America Inc.) durante la fase proliferativa de
acuerdo a lo descripto anteriormente (167). Las biopsias de endometrio se tomaron con el propésito
de su evaluacion diagndstica por anatomia patolégica (Servicio de Anatomia Patolégica, Hospital de
Clinicas y CEGYR) y se destiné una parte de ellas para este trabajo. Para el procesamiento de los
cultivos primarios, se dispusieron las biopsias en tubos estériles con medio de cultivo DMEM-F-12
(Gibco) conteniendo 100 Ul/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 25 pg/ml de anfotericina

B (Gibco). Se contd con dos grupos:

Pacientes con endometriosis: 21 pacientes se diagnosticaron laparoscdpicamente y confirmaron por

estudios histoldgicos. Se seleccionaron pacientes que padecian endometriosis minima y leve (estadio

Ly 1) (25).

Mujeres sin endometriosis: el grupo control consistié en 13 mujeres que no padecian endometriosis y
gue se sometieron a laparoscopias diagndsticas por infertilidad, obstruccion de trompas u otra

patologia de origen no infeccioso ni oncoldgico que pudiera alterar la poblaciéon celular a evaluar.
El presente proyecto fue aprobado por los comités de ética del IBYME y del Hospital de Clinicas.

Aislamiento y cultivo de células epiteliales de end ometrio humano

Se siguid la técnica descripta anteriormente (167). Se disgregd la biopsia de tejido
endometrial eutdpico con material de cirugia, se colocé la muestra en medio de cultivo DMEM-F-12
con 1 mg/ml de colagenasa (tipo |, Gibco) y se incubd durante dos horas en estufa gaseada a 372Cy

5% CO,. Se centrifugd la suspensidn de células 5 minutos a 100 xg, se descarté el sobrenadante, se
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resuspendid el sedimento con medio de cultivo y se centrifugd por otros 5 minutos a 100 xg. Para
asegurarnos de la pureza del sedimento, se sembré en placas de cultivo plasticas durante 30 minutos
para hacer un pegado selectivo de fibroblastos contaminantes. El grado de pureza se evalud
previamente por la presencia de citoqueratina, proteina tipica de la fraccidn epitelial, por técnicas de

inmunocitoquimica (167).

Evaluacién de la proliferacién celular

Luego de purificar las células epiteliales endometriales (CEEs), se sembraron 5x10* células
por pocillo en placas plasticas de 96 pocillos (Corning Inc.) y se incubaron con medio de cultivo con
10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco). Luego de 48 horas se lavo el cultivo con buffer fosfato salino
(PBS) y se agregd celecoxib (Pfizer) 10, 20, 25, 40, 50, 75 y 100 puM al medio de cultivo fresco
suplementado con 2,5% de SFB. Al basal se le agregé DMSO 1 ul/ml (Sigma) que fue el vehiculo para
reconstituir el celecoxib. Las células se incubaron por otras 48 horas. Veinticuatro horas antes de la
cosecha se agregé 1 uCi de *H-timidina (Nen, Dupont) a cada pocillo. Las células se cosecharon con
un cosechador automatico (Nunc Cell Harvester 8), los filtros se colocaron en tubos Polistor de
polipropileno de 4 ml de capacidad y se les agregd liquido de centelleo (Optiphase HISAFE 3, Perkin
Elmer). Se evalud la sintesis de ADN por incorporacion de *H-timidina midiendo la radiactividad en un

contador de centelleo liquido automatico (168).

Para evaluar si la adicién de PGE, exdgena lograba revertir los efectos de celecoxib sobre la
proliferacidn celular de las CEE, se estimularon las células con 50 uM del inhibidor de COX-2 y PGE,
(200-2000 pg/ml) y se procedio a la evaluacion de la proliferacion celular del mismo modo que en el

caso anterior. En todos los casos, los datos se expresaron como porcentaje del basal, media £ SEM.

Evaluacion de la apoptosis

Se sembraron 1,5x10° CEEs por pocillo en placas plasticas Lab-Tek de 8 pocillos (Nalge Nunc
International). Luego de cultivar durante 48 horas las CEEs, se agregé celecoxib (10, 20, 25, 40, 50, 75
y 100 pM) al medio DMEM-F-12 2,5% SFB o DMSO 1 pl/ml (basal). Luego de 48 horas de incubacién

se evaluaron los niveles de apoptosis utilizando la técnica de naranja de acridina y bromuro de etidio.

La naranja de acridina es un colorante vital que es excluido de las células viables y especifico
para la muerte celular por apoptosis (169,170). Luego de lavar el cultivo se agregd naranja de
acridina (4 pg/ml) y bromuro de etidio (4 pg/ml) y se contaron un total de 300 células por pocillo en
microscopio de fluorescencia (Ex: 450-490, Em: 515). Los datos se expresaron como veces de

aumento de células apoptdticas, células que presentaban nucleo tefiido de anaranjado (apoptdticas
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tempranas + tardias) sobre nimero total de células, respecto al basal sin celecoxib. Los resultados se

expresaron como veces de aumento del basal, media + SEM.

Evaluacién de la expresion de proteinas reguladoras de la apoptosis

Luego de purificar las CEEs, se sembraron 1x10° células por pocillo en placas plasticas de 6
pocillos (Corning Inc.) y se incubaron con medio de cultivo con 10% SFB. Luego de 48 horas, se agregd
celecoxib 25,50, 100 uM al medio de cultivo suplementado con 2,5% SFB o DMSO 1 ul/ml. Las células
se incubaron por otras 24 horas. Se retird y guardd a -202C el sobrenadante de cada tratamiento
(para la evaluacidn posterior de VEGF), se levantaron las células raspandolas con un rastrillo a 42C en
buffer lisis (Tris HCI 50 mmol pH 7,5, EDTA 1 mmol, EGTA 1 mmol, NaCl 150 mmol, glicerol 10%, NP40
1% MgCl2 1 mmol, SDS 0,1%) con 1:500 de una mezcla de inhibidores de proteasas (Sigma) y se
guardaron a -709C. Al momento de realizar la cuantificacion de proteinas, se descongelaron las
muestras, se centrifugaron a 42C por 10 minutos a 16000 xg, se separo el sobrenadante y se descarté
el sedimento. Se cuantificd la concentracién de proteinas presentes en el sobrenadante mediante la

técnica de Bradford (171).

Se estudid la expresion de las proteinas Bax y Bcl-2 por Western blot en homogenatos
proteicos de cultivos de CEEs tratados con celecoxib (25, 50, 100 uM) o DMSO 1 pul/ml (basal). Se
utilizd la expresion de tubulina como control de carga. Bax y Bcl-2 son dos proteinas pro y

antiapoptética respectivamente, claves en la susceptibilidad apoptdtica por la via intrinseca.

De cada muestra se tomad una alicuota conteniendo 20 ug de proteinas totales y se sometio a
una electroforesis en gel de poliacrilamida 12% durante 90 minutos a 150 V. Se transfirieron las
bandas proteicas resultantes a una membrana de nitrocelulosa de 2 pm (Hybond ECL, Amersham
Biosciences). Los productos proteicos se identificaron con los anticuerpos primarios detallados en la
tabla 1 mediante procedimientos estandar de Western blot. Se traté la membrana con una solucion
de leche descremada 5% en TBS Tween 0,1% (TBST 0,1%) para bloquear el pegado inespecifico y se
incubd con el anticuerpo primario a 42C durante toda la noche. El bloqueo de la membrana para el
posterior revelado de tubulina se hizo con una solucién de leche descremada 5% en PBS Tween 0,1%

(PBST 0,1%).

Luego de la incubacién se realizaron seis lavados por 5 minutos cada uno con TBST 0,1% (o
PBST 0,1%). Los anticuerpos secundarios utilizados se detallan en la tabla 2, se incubaron durante
una hora a temperatura ambiente en TBST 0,1% (o PBST 0,1%). Se realizaron dos lavados de 5
minutos cada uno en TBST 0,1% (o PBST 0,1%) y un lavado de 5 minutos en TBS (o PBS). La

visualizacion de las bandas se realizd por quimioluminiscencia, utilizando el kit Western Lightning
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Chemiluminescense Reagent Plus (Perkin Elmer Life Sciences, Inc) en el sistema G-Box (Syngene);
capturandose las imagenes con el software GeneSnap (Syngene). La cuantificacién se realizd
mediante el analisis densitométrico de las bandas, utilizando el software Imagel, normalizadas con la
expresion de tubulina en cada calle. Los datos se expresaron como porcentaje del basal, media +

SEM.

Evaluacion de los niveles de VEGF

Se evaluaron los niveles de VEGF en los sobrenadantes de los cultivos de CEEs de pacientes
con endometriosis tratados con celecoxib (25, 50 y 100 uM) mediante la técnica de ELISA utilizando
un kit comercial y siguiendo los procedimientos detallados por el fabricante (Cytelisa, Human VEGF
kit, EL-V, Cytimmune). Los medios condicionados se centrifugaron y se congeld el sobrenadante a -
20°C hasta su evaluacién. Utilizando alicuotas de estos sobrenadantes se continudé con Ia
cuantificacidon de los niveles de VEGF segun los procedimientos descriptos por el proveedor del
producto. La lectura de la absorbancia se realizd en un espectrofotometro de placas (Labsystems
Multiscan) a 490 nm. Los resultados se obtuvieron en pg/ml y se expresaron como porcentaje del

basal, media + SEM.

Descripcion de la linea celular ECC-1 (ATCC CRL-292 3)

Esta linea celular fue desarrollada por Satyaswaroop y colaboradores a través del pasaje de
un linaje endometrial humano bien diferenciado proveniente de un adenocarcinoma a ratones
desnudos (172). Las células ECC-1 responden a la estimulacién por parte del factor de crecimiento
epitelial (EGF) expresando proteinas luminales conocidas y pueden ser utilizadas en el estudio de

regulacién endocrina y paracrina del epitelio endometrial in vitro (173).

La linea celular ECC-1 es del tipo epitelial/luminal, responde a las hormonas esteroides ya
que expresa los receptores de estrogenos tanto a como B, los receptores de tipo A y B de
progesterona, receptores de andrégenos, asi como receptores para interferén gamma (IFN)y (173-
175). Ademas ECC-1 ha demostrado mantenerse estable en sucesivos pasajes y constituye un

excelente modelo de trabajo para el estudio del comportamiento endometrial in vitro (173).

Cultivo de la linea celular ECC-1
La linea celular ECC-1 se mantuvo en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 5% de SFB
(PAA Laboratories) y piruvato de sodio 5,5 mg/ml (Sigma) (medio completo). Ademds se adicionaron

los antibidticos estreptomicina 100 pg/ml y penicilina 100 Ul/ml (Sigma). Las células se cultivaron en
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frascos de 25 o 75 cm? (Orange) con una densidad inicial entre 6x10° y 1x10” células viables por cm?,
se incubaron en estufa a 372C con 5% CO, hasta que alcanzaron una confluencia de
aproximadamente el 70-80%, momento en el cual se subcultivaron o se utilizaron para los

experimentos detallados mas adelante.

Evaluacién de la proliferacién celular

Se sembraron 10* células por pocillo en placas de 96 pocillos (Axygen). Se incubaron por 48
hs a 372C en estufa gaseada en medio completo, luego se cultivaron otras 24 hs en condiciones de
hambreado (0% SFB) antes de ser estimuladas con celecoxib: 0, 50, 75 o 100 uM; rosiglitazona: 0,
0,01, 0,1, 1, 5, 20, 50 o 100 uM; o una combinacion de ambas drogas. La proliferacion celular se
evalud luego de 24 y 48 hs de estimulo con los compuestos. Para evaluar la proliferacidn celular se
utilizo el kit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Brevemente esta
técnica se basa en la reduccion metabdlica del MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethonyphenol)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium), realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa para producir un compuesto soluble en el medio de cultivo de color
amarillo (formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células. Este
método es muy utilizado para evaluar supervivencia y proliferacién celular. La cantidad de células
viables es proporcional a la cantidad de formazan producido. Dos horas antes de finalizar con el
tiempo de estimulacion se agregaron 20 ul por pocillo de MTS, se esperd a que reaccionara el color y
se midid la absorbancia en un espectrofotometro de placas a 492 nm (Labsystem Multiscan). Los

resultados se expresaron como porcentaje del basal, media + SEM.

Evaluacion de la apoptosis

Se sembraron 2x10° células por pocillo en placas de 6 pocillos (Axygen). Se incubaron 48 hs a
372C en estufa gaseada en medio completo, luego se cultivaron otras 24 hs en condiciones de
hambreado antes de ser estimuladas con celecoxib 100 uM, rosiglitazona 100 UM o una combinacidn

de ambas drogas, por duplicado.

La apoptosis se evalud luego de 24 y 48 horas de estimulo con los compuestos. Al cabo de
estos tiempos las células se levantaron con 0,05% tripsina-EDTA (Gibco), se frend la reaccién con
medio de cultivo suplementado con 10% SFB y se centrifugaron las células durante 5 minutos a 130
xg. Ademas, se recolectaron y centrifugaron los sobrenadantes para incluir en el analisis aquellas

células que luego del tratamiento se despegaron de la placa. Ambos sedimentos se juntaron, por
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tratamiento, y las células se fijaron en 2% paraformaldehido (Sigma) en PBS y se guardaron a 42C

hasta su evaluacion.

Se utilizd la técnica de marcacion del extremo libre del ADN con nucleétidos acoplados a
fluoresceina por medio de la enzima transferasa de nucledtidos (TdT-mediated dUTP Nick-End
Labelling, TUNEL) para evaluar los niveles de apoptosis. Se utilizd el kit de deteccidén de la apoptosis
In Situ Cell Death detection kit (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, las
células se lavaron con PBS para quitar el fijador y se permeabilizaron durante 2 minutos con una
solucion 0,1% Tritdn X-100 (Anedra) - 0,1% Citrato de sodio (Sigma) en hielo. Luego de lavar
nuevamente 2 veces con PBS se procedié a la incubacidn de las células con la enzima TdT vy los
nucledtidos acoplados a fluoresceina durante 1 hora a 372C. Al finalizar la hora de incubacién, las
células se lavaron con PBS 2 veces y se resuspendieron en PBS fresco para realizar el pasaje de las
mismas por el citdmetro de flujo (BD FACSAria, BD Biosciences). Se analizaron 10000 eventos en cada
caso. Los datos obtenidos por el programa del equipo se analizaron posteriormente con el programa
Cyflogic, el cual también se utilizd para realizar los histogramas presentados. Se realizaron los
controles de autofluorescencia de las drogas utilizadas; el control negativo consistié en células
tratadas con la combinacién de las drogas incubadas en ausencia de la enzima TdT; el control positivo

utilizado fueron células Jurkat estimuladas durante 24 horas con 1 uM de estaurosporina (Sigma).

Evaluacién de la expresién proteica de proteinas ap  optoéticas por Western blot

Se sembraron 2x10° células por pocillo en placas de 6 pocillos (Axygen). Se incubaron 48 hs a
37°C en estufa gaseada en medio completo, luego se cultivaron otras 24 hs en condiciones de
hambreado antes de ser estimuladas con celecoxib 100 uM, rosiglitazona 100 UM o una combinacion
de ambas drogas durante 48 hs adicionales. Las células se levantaron raspandolas con un rastrillo a
49C en buffer lisis (Tris HCI 50 mmol pH 7,5, EDTA 1 mmol, EGTA 1 mmol, NaCl 150 mmol, glicerol
10%, NP40 1% MgCIl2 1 mmol, SDS 0,1%) con 1:500 de una mezcla de inhibidores de proteasas

(Sigma) y se guardaron a -70°C.

Al momento de realizar la cuantificacién de proteinas, se descongelaron las muestras, se
centrifugaron a 42C por 10 minutos a 16000 xg, se separd el sobrenadante y se descartd el
sedimento. Se cuantificd la concentracidn de proteinas presentes en el sobrenadante mediante la

técnica de Bradford (171).

Se estudid la expresidn de Bax, Bcl-2 y Fas. Se utilizd la expresion de las proteinas Bactina o
tubulina como control de carga. Fas, receptor de FasL, es una molécula crucial en la induccidn de la

apoptosis por la via de los receptores de muerte o extrinseca.
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De cada muestra se tomd una alicuota conteniendo 20 pg de proteinas y se sometidé a una
electroforesis en gel de poliacrilamida 12% durante aproximadamente 90 minutos a 150 V
constantes. Se transfirieron las bandas proteicas resultantes a una membrana de nitrocelulosa de 2
um (Hybond ECL, Amersham Biosciences). Los productos proteicos se identificaron con los
anticuerpos primarios detallados en la tabla 1 mediante procedimientos estandar de Western blot.
Se traté la membrana con una solucién de leche descremada 5% en TBST 0,1% para bloquear el
pegado inespecifico y se incubd con el anticuerpo primario a 49C durante toda la noche. El bloqueo
de la membrana para el posterior revelado de tubulina se hizo con una solucién de leche descremada

5% en PBS Tween 0,1% (PBST 0,1%).

Luego de la incubacidn se realizaron seis lavados por 5 minutos cada uno con TBST 0,1% o
PBST 0,1% segun correspondiera. Los anticuerpos secundarios utilizados se detallan en la tabla 2, se
incubaron durante una hora a temperatura ambiente en TBST 0,1% o PBST 0,1%. Se realizaron dos
lavados de 5 minutos cada uno en TBST 0,1% (o PBST 0,1%) y un lavado de 5 minutos en TBS (o PBS).
La visualizacion de las bandas se realizd por quimioluminiscencia, utilizando el kit Western Lightning
Chemiluminescense Reagent Plus (Perkin Elmer Life Sciences, Inc) en el sistema G-Box (Syngene);
capturandose las imagenes con el software GeneSnap (Syngene). La cuantificacién se realizd
mediante el analisis densitométrico de las bandas, utilizando el software Imagel, normalizadas con la
expresion de tubulina o Bactina en cada calle, segln correspondiera. Los datos se expresaron como

porcentaje del basal, media + SEM.

Anicuerpo primario (especie) Dilucién utilizada Marca
Bax (conejo) 1:100 (1% leche TBST 0,1%) Santa Cruz
Bcl-2 (ratén) 1:200 (1% leche TBST 0,1%) Santa Cruz
Fas (conejo) 1:200 (1% leche TBST 0,1%) Santa Cruz
Bactina (ratén) 1:1000 (1% leche TBST 0,1%) Abcam
Tubulina (conejo) 1:10000 (PBST 0,1%) Sigma

Tabla 1 Anticuerpos primarios utilizados para la deteccion proteica por la técnica de Western blot.



Materiales y Métodos |41

Anticuerpo secundario Dilucién utilizada Marca
Anti I1gG de conejo 1:1000 (TBST 0,1% o PBST 0,1%) Sigma
Anti IgG de ratén 1:2000 (TBST 0,1%) R&D

Tabla 2 Anticuerpos secundarios utilizados para la deteccion proteica por la técnica de Western blot.
Los anticuerpos secundarios utilizados estan acoplados a peroxidasa para su posterior revelado por
quimioluminiscencia.

Célculos estadisticos

El andlisis estadistico de los resultados se realizé mediante test no paramétrico de Kruskal
Wallis seguido del test de multiples comparaciones de Dunn. Los resultados se expresaron como
media £ SEM. Se considerd estadisticamente significativo solamente aquellos valores cuyo p fuera <

0,05.

Se utilizaron ratones hembra BALB/c de 2 meses de edad. Los animales se mantuvieron en
jaulas ventiladas, teniendo acceso a agua y alimento ad libitum en el bioterio del IBYME. Todos los
procedimientos se hicieron bajo las Normas para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los
Institutos Nacionales de Salud (Guidelines for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH) de los

Estados Unidos y fueron aprobados por el Comité de Etica del IBYME.

A todos los animales se les realizé la cirugia de induccidon de endometriosis que se describe a

continuacion.

Cirugia para la induccion de la endometriosis

A todos los animales se les indujeron lesiones endometridsicas mediante el trasplante de uno
de los cuernos uterinos al mesenterio del intestino como se ha descripto previamente (102).
Brevemente, los animales se anestesiaron por via intraperitoneal con 100 mg/kg de ketamina
(Holliday) y 10 mg/kg de xilacina (Richmond) y se les realizé una incision medioventral para exponer
el dtero y los intestinos. Se ligd el cuerno uterino derecho en ambos extremos y se lo retiro,
colocandolo en medio estéril DMEM-F12 (Gibco). Se abrié el cuerno uterino longitudinalmente y se
lo corté en fragmentos de aproximadamente 4 mm?®. A continuacién, tres fragmentos de cuerno

uterino se suturaron al mesenterio del intestino con un solo punto de sutura con hilo de nylon 6-0
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(Supralon, Ethicon) y se cerré el abdomen. Este modelo animal ha sido aceptado como modelo

experimental para el estudio de la endometriosis en numerosos trabajos publicados (102,176-178).

Disefio Experimental
Tratamiento con celecoxib y anastrozole

Los ratones se dividieron en cuatro grupos experimentales: Control (150 pl solucion
fisioldgica via intraperitoneal), Celecoxib (1500 ppm de alimento, Pfizer), Anastrozole (10 mg/kg, via
intraperitoneal, AstraZeneca) Celecoxib + Anastrozole (tratamiento combinado). Todos los

tratamientos se iniciaron en el dia 1 post-cirugia y se continuaron durante 28 dias.

La eleccion de la via de administracion de celecoxib se basé en lo reportado en la literatura
en el momento de la realizacién del experimento. En primer lugar se lo administré con el alimento,
ya que esto era lo que estaba reportado de manera sistematica en los trabajos publicados hasta el
momento y la dosis de 1500 ppm era la mas utilizada (179-185). El alimento con celecoxib se prepard
en el laboratorio. El personal del bioterio proporcioné el alimento en polvo, al que se le agregé la
cantidad necesaria de celecoxib para alcanzar los 1500 ppm, se agrego etanol 70° para formar una
pasta espesa a la que se le pudiera dar la forma y consistencia caracteristicas del alimento comercial.

Se seco en estufa a 37°C.

Diariamente se peso el alimento que se colocé en la jaula y al dia siguiente se volvié a pesar
para calcular la cantidad de alimento consumido por ratdn. Luego, el alimento era repuesto por

alimento fresco.

Para la segunda tanda de experimentos, en los que celecoxib se administré conjuntamente
con rosiglitazona, se calculd la dosis de celecoxib ingerida por ratén en los experimentos iniciales y se

administrd la misma, por sonda esofagica.

Tratamiento con celecoxib y rosiglitazona

Los ratones se dividieron en cuatro grupos experimentales: Control (100 ul de agua estéril
con 0,5% de carboximetilcelulosa [CMC]), Celecoxib (Pfizer, 200 mg/kg reconstituido en agua estéril
0,5% CMC), Rosiglitazona (Montpellier, 0,16 mg/kg reconstituida en agua estéril), Celecoxib +
Rosiglitazona (tratamiento combinado). Todos los tratamientos se administraron por via oral (sonda

esofagica) diariamente durante 28 dias inicidandose en el dia 1 post-cirugia.
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Todos los animales fueron monitoreados diariamente a lo largo de los experimentos. No se
encontraron evidencias de toxicidad a las dosis administradas basandonos en el peso corporal, el
consumo de comida, el comportamiento y los niveles de actividad de los animales tratados

comparados con los controles.

Evaluacién del tejido ectopico

Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical luego de las 4 semanas de tratamiento.
Se abrid la cavidad abdominal, se conté el nimero de lesiones desarrolladas, se midieron los
didmetros mayor y menor de cada lesidn con un calibre y se determinaron los radios mayor (R) y
menor (r). El tamafio de la lesidn se calculd utilizando la siguiente férmula V=(4/3)Ttr’.R (186). Luego
las lesiones fueron extraidas y fijadas en folmaldehido al 10%. El tejido ectodpico fijado se embebid en
parafina, se cortd en secciones de 5 um de espesor y se tifid con hematoxilina y eosina. Los cortes

fueron examinados para confirmar la presencia de endometriosis.

Evaluacién de la proliferacion celular, expresion d e COX-2, expresién de caspasa-3
clivada y densidad vascular en el tejido ectdpico

La proliferacién celular, la expresién de caspasa-3 clivada y la densidad vascular se evaluaron
por inmunohistoquimica en cortes de tejido ectdpico empleando un anticuerpo policlonal anti-PCNA
(antigeno nuclear de proliferacion celular) de raton obtenido en conejo (Santa Cruz Biotechnology),
un anticuerpo anti-COX-2 obtenido en conejo (Santa Cruz Biotechnology), un anticuerpo anti-
caspasa-3 clivada obtenido en conejo (Cell Signalling) y dos anticuerpos monoclonales anti-CD31 y

anti-CD34 de ratdon obtenidos en rata (Abcam).

El antigeno PCNA es una proteina nuclear de 36 kDa que estd asociado con la ADN
polimerasa delta que es responsable de iniciar la duplicacién del ADN. Al igual que el Ki-67, el anti-
PCNA reconoce células que se encuentran en las diferentes fases de divisién del ciclo celular, sin

asociarse a las células quiescentes (187).

La molécula de adhesion celular CD31 reacciona frente al antigeno JC-70, que es una
glicoproteina de membrana que se expresa en algunas células hematopoyéticas y endoteliales,

identificando vasos largos y pequefios.

El antigeno CD34 es una glicoproteina transmembranal presente en células progenitoras
humanas: los precursores eritroides, mieloides y megacariociticos son CD34 positivos. El CD34 esta

presente en células endoteliales de vasos pequefios (excepto placenta y bazo).
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La inmunodetecciéon de CD31 y CD34 como marcadores vasculares es ampliamente utilizada

en distintos modelos experimentales (188,189).

Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: anti-lgG de conejo y anti-IgG de rata obtenidos
en cabra (ambos de Sigma-Aldrich) biotinilados. Posteriormente se trataron las preparaciones con el
complejo estreptavidina-peroxidasa (Dako). A continuacion se realiz6 el revelado con 3,3'-
diaminobencidina (DAB, Dako) y la tincion de contraste nuclear con hematoxilina de Harris (Biopack).
La especificidad de la reaccidon se comprobd por incubacidn de las secciones con suero no inmune
como sustituto del anticuerpo primario y se realizé el control de isotipo. Los porta objetos fueron

evaluados al microscopio éptico a 400X de magnificacion.

Las células positivas para PCNA se identificaron con un microscopio 6ptico de campo claro
por la presencia de un precipitado nuclear marrén. La cuantificaciéon de la proliferacidon celular se
realizd contando un minimo de 300 células epiteliales elegidas al azar y se calculd el porcentaje de
células en proliferacién sobre el total. Luego los porcentajes se utilizaron para obtener la media de
cada grupo experimental.

Para el cdlculo del area vascularizada, se tomaron 10 fotografias por corte y las mismas se
analizaron con el programa Imagel) para calcular el area vascularizada sobre el area total. El
porcentaje de area positiva para CD31 o CD34 se determind por campo y se promedié por animal.

Todos los porcentajes fueron utilizados para calcular la media del grupo experimental.

Evaluacién de la apoptosis en el tejido ectdpico

Para la cuantificacion de la apoptosis, los cortes de tejido ectdpico se sometieron a la técnica
de marcacién del extremo libre con nucledtidos acoplados a digoxigenina por medio de la enzima
transferasa de nucledtidos (TdT-mediated dUTP Nick-End Labelling, TUNEL). Se utilizé el kit de
deteccion de apoptosis Apoptag Plus (Chemicon International) que se fundamenta en la localizacidn
y marcacion de los extremos 3'-OH que se generan por la fragmentacién del ADN en las células
apoptéticas (190). Los cortes se trataron de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente,
las secciones se desparafinaron con xileno, se rehidrataron con etanol en concentraciones
decrecientes y se permeabilizaron con 20 pg/ml de Proteinasa K (Gibco). La peroxidasa enddgena se
inactivd con peréxido de hidrégeno 3%, luego se incubd una hora a temperatura ambiente con la
enzima TdT y nucléotidos marcados con digoxigenina. A continuacidn se incubé con un anticuerpo
anti-digoxigenina conjugado a peroxidasa, seguido del sustrato de la peroxidasa, DAB. La tincidn de
contraste se realizd con hematoxilina. Los controles positivos fueron suministrados por el fabricante
del kit. Los controles negativos se obtuvieron sometiendo cortes de tejido a tratamiento idéntico a

las muestras a evaluar pero sin el agregado de la enzima TdT.
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Los porta objetos fueron evaluados al microscopio déptico a 400X de magnificacién, se
evaluaron 300 células epiteliales elegidas al azar como minimo y se cuantificd el porcentaje de

células apoptaticas sobre el total.

Evaluacién de los niveles de los metabolitos de PGE (PGEM) en el liquido peritoneal
Luego de 4 semanas de tratamiento los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical.
Luego de abrir el abdomen, se colecté el liquido peritoneal por lavado de la cavidad peritoneal con 1
ml de solucidn salina. Se centrifugd durante 10 minutos a 210 xg a 42C y el sobrenadante se guardo a
-209C hasta su posterior evaluacion. Los niveles de PGEM en el liquido peritoneal fueron evaluados
por la técnica de ELISA con el kit comercial PGE metabolite EIA (Cayman) de acuerdo al protocolo
provisto por el fabricante. Brevemente, al momento de realizar el ensayo, se descongelaron las
muestras, se procedié a la derivatizacidon de los metabolitos asi como del estandar provisto en el kit,
obteniéndose un producto estable con el que se puede trabajar a temperatura ambiente. Se
incubaron las muestras y la curva estandar durante 18 hs a temperatura ambiente en una placa
recubierta con un anticuerpo anti-lgG de ratén al cual se le habia pegado un antisuero especifico de
PGEM. Al incubar las muestras, la PGEM libre o la PGEM unida a acetilcolinesterasa (provista por el
fabricante como marcador), se acoplaron al antisuero. Al cabo de las 18 hs, se hicieron 5 lavados y se
agrego el reactivo de revelado. Luego de otros 60 minutos de incubacion se midié la absorbancia a
420 nm en un espectrofotometro de placas (Labsystems Multiscan). Cada medicion se hizo por
duplicado. La precision interensayo es de un promedio de 12,3%. Los resultados se expresaron en

pg/ml como la media de la concentracién + SEM.

Analisis estadistico

De acuerdo a la distribucién de los datos a comparar, el analisis estadistico de los resultados
se realizdé mediante el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del test de multiples
comparaciones de Dunn o mediante el test de ANOVA de una via seguido del test de multiples
comparaciones de Bonferroni. Los resultados se expresaron como media + SEM. Se consideraron

estadisticamente significativos solamente aquellos valores cuyo p < 0.05.
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RESULTADOS

Los resultados presentados a continuacién fueron parcialmente publicados en los siguientes
trabajos:

Meresman G and Olivares C. Involvement of prostaglandins in the pathophysiology of endometriosis.
Endometriosis, InTech, En prensa, 2012. ISBN: 979-953-307-888-4

Olivares C, Ricci A, Bilotas M; Barafiao Rl; Meresman GF. The inhibitory effect of celecoxib and
rosiglitazone on experimental endometriosis. Fertility and Sterility, 96(2):428-33, 2011.

Meresman GF, Bilotas M, Olivares C, Ricci A, Baston JI, Barafiao Rl. Caracterizacién del endometrio y
del ambiente peritoneal de mujeres que padecen endometriosis. Estudios in vivo e in vitro de
nuevas alternativas terapéuticas para esta enfermedad. Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana
(ABCL) 45(4):635-638, 2011.

Meresman GF, Bilotas M, Olivares C, Ricci A, Baston JI, Barafiao Rl. Evaluacion de nuevas posibles
terapias para la endometriosis. Revista de la Sociedad Argentina de Endocrinologia Ginecoldgica y
Reproductiva (SAEGRE) Volumen XVIII (1): 5-16 2011.

Olivares C, Bilotas M, Buquet R, Borghi M, Sueldo C, Tesone M, Meresman GF. Effects of a selective
cyclooxygenase-2 inhibitor on endometrial epithelial cells from patients with endometriosis. Human
Reproduction, 23(12):2701-8, 2008

Meresman GF, Olivares C, Bilotas M, Buquet R, Sueldo C. Efecto del inhibidor selectivo de COX-2
celecoxib sobre el crecimiento del tejido endometrial eutdpico en endometriosis. Bases
experimentales que sustentan la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para la
endometriosis. Reproduccion 21(3): 55-67, 2006, Buenos Aires, Argentina.

Ademas, parte del trabajo fue incluido en el siguiente premio:

Premio “Alberto Peralta Ramos” al mejor trabajo en Ginecologia. Evaluacidon de nuevas alternativas
terapéuticas para la endometriosis. Meresman GF, Bilotas M, Olivares C, Ricci A, Bastén Jl y Barafiao
RIl. Academia Nacional de Medicina, Buenos Aires, Diciembre de 2011.
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Celecoxib inhibe la proliferacion celular en célula s epiteliales endometriales (CEE) de
pacientes con endometriosis y mujeres controles

Cuando comenzamos con el estudio de la accion de celecoxib, lo primero que estudiamos fue
su efecto sobre la proliferacién de CEE. Se evalud la sintesis de ADN mediante la incorporacién de *H-
timidina. Se realizaron cultivos de CEE a partir de biopsias provenientes de mujeres del grupo control
y de pacientes con endometriosis, cada uno de los cuales fue tratado con distintas concentraciones

del inhibidor de COX-2 (10, 20, 25, 40, 50, 75, y 100 uM).

Los resultados obtenidos muestran que celecoxib a concentraciones bajas (10-40 UM) no
posee efecto estadisticamente significativo sobre la sintesis de ADN basal. Por otro lado,
concentraciones de 50, 75 y 100 UM de celecoxib inhibieron significativamente la proliferacion
celular. Este patrén de inhibicion de la proliferacion celular se observd tanto en cultivos de pacientes

con endometriosis como de controles (Figura 8).

Celecoxib induce la apoptosis en CEE de pacientes ¢ on endometriosis y mujeres
controles

A continuacidn, se evalud la capacidad de celecoxib de inducir apoptosis en los cultivos de
CEE. Para ello se realizaron cultivos de células provenientes de biopsias de pacientes con
endometriosis y de mujeres controles. Todos ellos fueron tratados con distintas concentraciones de
celecoxib (10, 20, 25, 40, 50, 75, y 100 uM). La apoptosis se evalué mediante la técnica naranja de

acridina-bromuro de etidio.

Complementariamente a los datos obtenidos en los ensayos de proliferaciéon celular, se
observd que las dosis mayores o iguales a 50 UM de celecoxib incrementaron de manera significativa
los niveles de apoptosis en cultivos tanto de pacientes con endometriosis como de mujeres controles
respecto a los niveles basales sin estimular (Figura 9). Las concentraciones mas bajas evaluadas (10-40
MM) no produjeron un aumento significativo de la apoptosis en comparacién a las células sin

estimular (Figura 9).
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Figura 8 Efecto de celecoxib sobre la proliferacion de células epiteliales endometriales en cultivo
Se evalud proliferacién celular por Incorporacién de *H-timidina en CEE provenientes de biopsias de
endometrio de (A) mujeres controles y (B) pacientes con endometriosis. Los resultados se expresan como
porcentaje del basal (sin celecoxib), media = SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs basal. n = 5.
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Figura 9 Efecto de celecoxib sobre la apoptosis de células epiteliales endometriales en cultivo
Se evalué apoptosis por el método naranja de acridina-bromuro de etidio en células epiteliales provenientes de
biopsias de endometrio de (A) mujeres controles y (B) pacientes con endometriosis. Los resultados se expresan
como porcentaje del basal (sin celecoxib), media + SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. n = 8. (C y D)
Micrografias representativas de un cultivo de CEE proveniente de una paciente con endometriosis donde se
muestran la (C) apoptosis basal y (D) apoptosis inducida con 50 uM de celecoxib.

A partir de estos resultados iniciales, nos interesamos en continuar profundizando los efectos

gue posee el inhibidor de COX-2 sobre el crecimiento de las CEE.

Dado que tanto en este trabajo como en otros realizados con anterioridad en nuestro

laboratorio no se hallaron diferencias significativas en los resultados de los distintos pardmetros
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evaluados entre los cultivos provenientes del grupo control y de endometriosis (167,191), los

experimentos continuaron con muestras provenientes de pacientes con endometriosis.

Los efectos de celecoxib sobre la proliferacion cel ular serian independientes de la
actividad de COX-2

El siguiente paso entonces, fue evaluar si los efectos que se observaron sobre la proliferacion
celular endometrial eran directamente provocados por la inhibicién de la actividad de COX-2. Se
eligio la concentracion de celecoxib mas baja con la que se habian hallado efectos inhibitorios sobre
la proliferacidon celular, la de 50 uM, y se agregd PGE,, el principal producto de la actividad de la
enzima, en distintas concentraciones (200-2000 pg/ml). Los resultados se muestran en la Figura 10.
Hemos observado que incluso con la concentracidon mas alta de PGE, evaluada (2000 pg/ml), no logré
revertirse el efecto de celecoxib sobre la proliferacion celular. Esto estaria indicando que la presencia
del producto de la actividad de la enzima no es suficiente para lograr restablecer los niveles de

proliferacién celular.
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Figura 10 Efecto de la adicion de PGE, exdgena sobre la proliferacion de células epiteliales endometriales
tratadas con celecoxib
Se evalud la proliferacion de CEE provenientes de biopsias de pacientes con endometriosis en cultivo
estimuladas con celecoxib y PGE, por el método de incorporacion de *H-timidina a la sintesis de ADN. Los
resultados se expresan como porcentaje del basal (sin celecoxib), media + SEM. ***p<0,001 vs. Basal. n = 9.

El inhibidor de COX-2 no modificaria la expresiond e Bax y Bcl-2

Bax y Bcl-2 son proteinas pro y antiapoptéticas respectivamente y forman parte de la via
intrinseca de regulacién de la muerte celular programada. Se estudio si estas proteinas participaban
de la induccidon de la apoptosis que se habia obtenido previamente con el agregado de celecoxib. Se

evaluaron los niveles de expresion de Bax y Bcl-2 en los cultivos de CEE provenientes de pacientes
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con endometriosis tratados con celecoxib a distintas concentraciones (25, 50 y 100 uM) mediante
Western blot. Es importante estudiar estas proteinas en conjunto para evaluar la relacidon de
expresion entre ellas. El aumento o disminucion de la expresion de cada una de ellas en forma

independiente, no aporta la informacién completa para un adecuado analisis.

Los resultados demostraron que luego de 24 horas de estimulo con las concentraciones de
celecoxib evaluadas, no se produjeron cambios ni en la expresion de cada una de las proteinas
estudiadas, ni en la relacion de sus niveles de expresién. Siendo asi, podriamos sugerir que la via
intrinseca no estaria involucrada en la induccidn de la apoptosis estimulada por este inhibidor de
COX-2 o que al menos, estas proteinas no estarian participando de esa cascada de sefializacién

intracelular. Los datos se muestran en la Figura 11.
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Figura 11 Efectos de celecoxib sobre la expresion de proteinas reguladoras de la apoptosis
Se realizaron homogenatos de CEE provenientes de pacientes con endometriosis estimulados con celecoxib 25,
50 y 100 M. Se evalud la expresion de la proteina (A) antiapoptética Bcl-2 y la proteina (B) proapoptdtica Bax
por Western blot. (C) Se calculd la relacion de expresidon entre ambas proteinas. Los resultados se expresan
como porcentaje del basal (sin estimular), media + SEM. p>0,05 vs. Basal. n = 5. (D) Fotografia representativa
de la expresion de las proteinas Bax y Bcl-2 en cultivos de CEE tratados con celecoxib. La expresion de tubulina
se utilizd como control de carga.
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El inhibidor de COX-2 disminuye la sintesis de VEGF

El VEGF es un factor proangiogénico que estd involucrado en la patogénesis de la
endometriosis. Estd ampliamente reportado en la bibliografia que las mujeres con endometriosis
poseen niveles elevados de VEGF en el liquido peritoneal (120). Tanto los macréfagos peritoneales
como la lesion endometridsica producen VEGF y constituyen las fuentes mas importantes de este

factor liberado en el ambiente peritoneal.

Siendo asi, a continuacion quisimos evaluar si las células de tejido eutdpico de pacientes con
endometriosis poseen la capacidad de sintetizar y liberar VEGF in vitro vy si, el agregado del inhibidor

de COX-2, afecta este parametro.

Se realizaron cultivos de CEE de biopsias de pacientes con endometriosis y se estimularon
con celecoxib en las dosis de 25, 50 y 100 uM. Luego de 24 horas de cultivo se recolectd el medio
condicionado en el cual se midié la concentracidon de VEGF por ELISA. Los resultados se muestran en

la Figura 12.

Hemos observado que las CEE de pacientes con endometriosis tienen la capacidad de
sintetizar y secretar VEGF, pero al ser tratadas con celecoxib esta sintesis disminuye de manera

significativa respecto a los niveles basales.
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Figura 12 Efecto de celecoxib sobre la sintesis de VEGF por parte de células epiteliales endometriales
Se midié la concentracion de VEGF en los sobrenadantes de cultivos de CEE provenientes de pacientes con
endometriosis estimuladas con celecoxib, por el método de ELISA. Los resultados se expresan como media %
SEM. *p<0,05, ***p<0,001 vs. Basal sin estimular. n =13
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Celecoxib inhibe el establecimiento y crecimiento d e las lesiones endometridsicas en
raton
A partir de los resultados obtenidos in vitro, quisimos complementar los estudios y evaluar el

efecto de celecoxib sobre el desarrollo de la endometriosis experimental en ratén.

Por otro lado, resultados previos obtenidos en el laboratorio demostraron un efecto
beneficioso de los inhibidores de aromatasa sobre el crecimiento endometrial en cultivo y sobre el
desarrollo de la endometriosis in vivo (101,102). Ademas, numerosos trabajos reportaron un efecto
significativo de la combinacién de inhibidores de aromatasa con inhibidores de COX-2 sobre la
inhibicidn del crecimiento tumoral (192). En base a estos datos, quisimos estudiar la accién de esa

combinacion en nuestro modelo experimental de endometriosis en ratén.

Luego de cuatro semanas de tratamiento con el inhibidor de COX-2 y el inhibidor de
aromatasa, de manera separada o conjunta, los animales se sacrificaron y se evalud el grado de
desarrollo de la enfermedad. El primer examen que se realizd, fue el analisis macroscépico de la
cavidad peritoneal. Se localizaron y contaron las lesiones endometridsicas desarrolladas e, in situ, se
las midié con un calibre en dos ejes perpendiculares para determinar su tamafio. Los resultados de

estas observaciones se muestran en la Figura 13.

El tratamiento con celecoxib administrado de manera individual disminuyé de manera
significativa el nimero de lesiones desarrolladas por ratdn comparado con el grupo Control (p<0,05)
y, ademas, logré disminuir el crecimiento de las mismas. El tamafio promedio alcanzado por las
lesiones establecidas fue significativamente menor en el grupo de ratones que recibid celecoxib

(p<0,01 vs. Control).
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Figura 13 Efecto de celecoxib y anastrozole sobre el establecimiento y desarrollo de las lesiones endometridsicas
Los ratones se sometieron a una cirugia de induccién de la endometriosis. Luego de 4 semanas de tratamiento
con vehiculo, celecoxib, anastrozole o ambas drogas simultdaneamente los animales se sacrificaron y el nimero
de lesiones establecidas se contd y midid. (A) Celecoxib inhibe de manera significativa el nimero de lesiones
establecidas por ratéon. (B) Celecoxib provoca una disminucién significativa del tamafio de las lesiones. Los
resultados se expresan como media + SEM. *p<0,05; **p<0,01 vs. grupo Control. n = 9 (Control), n = 12
(Celecoxib), n = 8 (Anastrozole), n = 7 (Anas + Cele).

El desarrollo de las lesiones endometridsicas se ve afectado por el tratamiento con el
inhibidor de COX-2 y el inhibidor de aromatasa

Una vez que las lesiones se contaron y midieron, se extrajeron y fijaron para poder evaluar
cortes histolégicos de las mismas. Sobre los cortes se realizéd inmunohistoquimica, en primer lugar,
para cuantificar las células que presentaban una activa proliferacién celular. Para esto se utilizé como
marcador el antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA). Como puede verse en la Figura 14, los
tratamientos con celecoxib y anastrozole por separado lograron disminuir de manera significativa la
proliferacidn celular en las lesiones endometridsicas en comparacién con el grupo control (p<0,05
para los grupos Celecoxib y Anastrozole por separado). Sin embargo, si bien se observa una
tendencia hacia la disminucién, no hemos podido demostrar una inhibicién estadisticamente
significativa de la proliferacion celular en las lesiones endometridsicas provocada por el tratamiento

combinado.

Ademas, se estudid y cuantifico el nimero de células en apoptosis en las lesiones
endometridsicas por la técnica de TUNEL. En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos.
Complementariamente a los resultados de proliferacion celular observados, el tratamiento con el
inhibidor de COX-2 asi como el tratamiento con el inhibidor de aromatasa administrados por
separado, aumentaron de manera significativa el nimero de células en apoptosis dentro de la lesién
endometridsica comparado con las lesiones provenientes de los ratones controles (p<0,05 para los
grupos Celecoxib y Anastrozole). Por otro lado, no observamos cambios en los niveles de apoptosis

luego de la administracién del tratamiento combinado.
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Se evalud y cuantificé, también, la densidad vascular en las lesiones endometridsicas a través
del marcador endotelial CD34. En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos. Solamente el
tratamiento con celecoxib de manera individual provocoé una disminucion del drea positiva para este
marcador, lo que se traduce en una menor vascularizacion en las lesiones endometridsicas

provenientes de ratones tratados con el inhibidor de COX-2 (p<0,05 vs. grupo Control).

Celecoxib estimularia y anastrozole inhibirialaex  presion de COX-2
Se evalué de manera cualitativa la expresién de la enzima COX-2 en las lesiones
endometridsicas desarrolladas en ratén luego del tratamiento con el inhibidor de su actividad y el

inhibidor de aromatasa.

Se observd expresiéon de COX-2 en las lesiones endometridsicas luego de todos los
tratamientos aplicados. En todos los casos la expresion de COX-2 fue mds alta en las células

epiteliales que en las estromales (Figura 15).

Si bien no se realizé una evaluacion cuantitativa, los resultados de las observaciones fueron
claros en mostrar una disminucidon de la expresion de COX-2 en las lesiones endometridsicas
provenientes de ratones tratados Unicamente con anastrozole. Por otro lado, con el tratamiento
combinado los niveles de expresion de la enzima resultaron semejantes al de los ratones controles,
mientras que en los ratones tratados con celecoxib, la expresidon de COX-2 fue mas intensa que en los
controles. Estos datos concuerdan con trabajos previos donde observamos que la expresiéon de COX-
2 es estimulada por celecoxib en cultivos de CEE de pacientes con endometriosis (193). Ademas,
resultados similares habian sido previamente reportados por otros autores en otros sistemas

celulares (126,194).
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la densidad vascular en lesiones endometridsicas desarrolladas en ratdn

Los ratones se sometieron a una cirugia de induccion de la endometriosis. Luego de 4 semanas de tratamiento
con vehiculo, celecoxib, anastrozole o ambas drogas simultdneamente los animales se sacrificaron y las
lesiones desarrolladas se extirparon y fijaron. (A y B) La proliferacion celular se evalué mediante
inmunohistoquimica de PCNA, (C y D) la apoptosis se evalué mediante la técnica de TUNEL y (E y F) la densidad
vascular a través del marcador endotelial CD34. (A y C) Celecoxib y anastrozole administrados de manera
independiente inhibieron de manera significativa la proliferaciéon celular en las lesiones de ratén y aumentaron
los niveles de apoptosis. (E) Celecoxib de manera individual disminuyd el area positiva para el marcador
endotelial CD34. Los resultados se expresan como media + SEM. *p<0,05 vs. grupo Control. (B, D y F)
Micrografias representativas de la inmunomarcacion de PCNA, TUNEL y CD34. Grupo Control (i), grupo
Celecoxib (ii), grupo Anastrozole (iii), grupo Anas + Cele (iv). Recuadro: control negativo, (B y F) los cortes se
incubaron con suero no inmune o (D) los cortes se incubaron en ausencia de la enzima TdT. Magnificacidn
x400. n =5.
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Flgura 15 Evaluacion de la expresion de COX-2 en /as lesiones endometnosmas desarrol/adas en raton

Los ratones se sometieron a una cirugia de induccion de la endometriosis. Luego de 4 semanas de tratamiento
con vehiculo, celecoxib, anastrozole o ambas drogas simultdneamente los animales se sacrificaron y las
lesiones desarrolladas se extirparon y fijaron. Los niveles de expresién de la enzima COX-2 se evaluaron por
inmunohistoquimica. La expresidon de la enzima es similar en las lesiones del grupo con el tratamiento
combinado y el control, estaria aumentada en el grupo tratado con celecoxib y disminuiria luego del
tratamiento con anastrozole. Micrografias representativas de la inmunomarcacién de COX-2. Grupo Control (i),
grupo Celecoxib (ii), grupo Anastrozole (iii), grupo Anas + Cele (iv). Recuadro: control negativo, suero no

inmune. Magnificacidon x400. n = 5.
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Celecoxib y rosiglitazona inhiben la proliferacion de la linea celular ECC-1

Luego de haber obtenido los resultados previamente presentados en cultivos primarios,
quisimos corroborarlos utilizando como modelo experimental la linea celular ECC-1. Ademas, nos
interesaba la estrategia de poder estudiar la implicancia de otra molécula, PPARYy, en el crecimiento
de las células. Para ello continuamos utilizando como inhibidor selectivo de COX-2 a celecoxib e
incorporamos a nuestros ensayos a rosiglitazona, un agonista de PPARy con importantes

antecedentes en la inhibicion del crecimiento tumoral (195).

En primer lugar, estudiamos el efecto tanto de celecoxib como de rosiglitazona sobre la
proliferacidon celular de ECC-1. Estimulamos de manera independiente los cultivos con distintas
concentraciones de las drogas y observamos los efectos luego de 24 y 48 horas de estimulo. Los
resultados que obtuvimos y sus respectivas significancias estadisticas se muestran en la Figura 16 A-
D. Alli puede verse claramente que las tres concentraciones de celecoxib testeadas asi como las
concentraciones mayores o iguales a 20 pM de rosiglitazona provocaron una disminucién
estadisticamente significativa de la proliferacién celular. No observamos diferencias entre los cultivos
gue estimulamos 24 o 48 horas ya que en ambos casos se hallé el mismo patrén de inhibicion de la

proliferacién celular.

El siguiente paso entonces, fue combinar aquellas concentraciones de celecoxib vy
rosiglitazona que habian afectado la proliferacién celular de manera independiente, y estudiar si el
efecto se potenciaba. Los datos que obtuvimos indicaron que la combinacién de estas drogas mejora
significativamente el resultado anterior respecto a la concentracion mas alta de celecoxib. Sin
embargo, los niveles de proliferacion celular luego de la administracion de los compuestos
combinados, no se modifican con respecto a los resultados obtenidos luego del estimulo individual
con rosiglitazona. Como en el caso anterior, los resultados a 24 y a 48 horas mostraron el mismo

patrén. Los datos y las significancias estadisticas se exponen en la Figura 16 Ey F.
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Figura 16 Efectos de celecoxib y rosiglitazona sobre la proliferacion de la linea celular ECC-1
Se evalud la proliferacion celular por la técnica de reduccion del MTS en las células ECC-1 estimuladas con (A 'y
C) celecoxib, (B y D) rosiglitazona y (E y F) su combinacion. (A, B y E) células estimuladas durante 24 hs. (C, Dy
F) células estimuladas durante 48 hs. Los resultados se expresan como porcentaje del basal, media £ SEM.
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. basal sin estimular. n = 8.
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El inhibidor de COX-2 y el agonista de PPAR y no afectarian la apoptosis de la linea
celular ECC-1

Nos propusimos evaluar si los efectos que causan celecoxib y rosiglitazona sobre la
proliferacidn celular se complementaban con posibles efectos sobre la apoptosis en las células ECC-
1. Para ello estimulamos las células con las dosis mas altas de cada uno de los compuestos por
separado y en combinacidn. Por un lado, estudiamos la apoptosis a través de la técnica de TUNEL y al
mismo tiempo realizamos Western blots para evaluar modificaciones en la expresidon de distintas

proteinas involucradas en este proceso.

En la Figura 17 se puede observar que los tratamientos, tanto por 24 como por 48 horas, no
aumentaron los niveles de apoptosis respecto a la condicion basal. En consistencia con este
resultado, cuando evaluamos algunas de las proteinas involucradas en la via intrinseca y extrinseca
de la apoptosis, tampoco vimos modificaciones en su expresion. Estos ultimos resultados se

muestran en la Figura 18.
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Figura 17 Efectos de celecoxib y rosiglitazona sobre la apoptosis de las células ECC-1

Las células ECC-1 fueron estimuladas durante (B) 24 o (C) 48 horas con celecoxib 100 uM, rosiglitazona 100 uM
y su combinacién (Cele + Rosi). Al cabo de este tiempo las células se levantaron y fijaron para luego realizar la
técnica de TUNEL por citometria de flujo. No se observd un aumento de los niveles de apoptosis respecto a la
condicion basal sin estimular. El experimento se repitio 5 veces. (A) Control de autofluorescencia de la
combinacién de las drogas; control negativo: células ECC-1 estimuladas con la combinacién de las drogas
incubadas con nucleétidos marcados en ausencia de la enzima transferasa; control positivo: células Jurkat
estimuladas con 1 uM de estaurosporina durante 24 horas.
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Figura 18 Efectos de celecoxib y rosiglitazona sobre la expresion de proteinas relacionadas con las vias

intrinseca y extrinseca de apoptosis
Las células ECC-1 fueron estimuladas durante 48 horas con celecoxib 100 uM, rosiglitazona 100 uM vy su
combinacidn. Por la técnica de Western blot se evalud la expresidon de la proteina (A) antiapoptética Bcl-2, la
proteina (B) proapoptdtica Bax, ambas relacionadas con la via intrinseca de la apoptosis; y de la proteina (D)
Fas, relacionada con la via extrinseca. Paneles inferiores (A, B, y D): fotografias representativas de la expresion
de las proteinas evaluadas y su correspondiente control de carga, tubulina o Bactina. (C) Se calculé la relacidon
de expresion entre las proteinas Bcl-2 y Bax. En ninguna los casos se observé una modificacién en la expresion
de las proteinas evaluadas respecto a la condicién basal sin estimular, p>0,05. Los resultados se expresan como
la media + SEM. n=7.
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Celecoxib y su combinacion con rosiglitazona inhibe n el establecimiento y
crecimiento de las lesiones endometriésicas en ratd n
En base a los resultados obtenidos in vitro, decidimos evaluar estos compuestos en el modelo

de endometriosis in vivo.

Luego de cuatro semanas de tratamiento con el inhibidor de COX-2 y con el agonista de
PPARy, por separado o combinados, los animales se sacrificaron y se procedié a la evaluacion
macroscépica de la cavidad peritoneal. Se localizaron y contaron las lesiones desarrolladas y se las
midid in situ con un calibre en dos ejes perpendiculares para determinar su tamafio. Los resultados

se muestran en la Figura 19.

Tanto el tratamiento con celecoxib como el tratamiento conjunto lograron disminuir de
manera significativa el nimero de lesiones desarrolladas compardndolos con el grupo control
(p<0,05 para Celecoxib y Cele+Rosi) (Figura 19A). Al evaluar el tamafio de las lesiones desarrolladas
observamos que todos los tratamientos fueron eficientes en disminuir de manera significativa el
tamanio de las lesiones endometridsicas en relacion al grupo que recibié el vehiculo (p<0,05 para los

grupos Celecoxib y Rosiglitazona; p<0,001 Cele+Rosi) (Figura 19B).
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Figura 19 Efecto de celecoxib y rosiglitazona sobre el establecimiento y desarrollo de las lesiones
endometridsicas

Los ratones se sometieron a una cirugia de induccién de la endometriosis. Luego de 4 semanas de tratamiento
con vehiculo, celecoxib, rosiglitazona o ambas drogas simultdneamente los animales se sacrificaron y el
nimero de lesiones establecidas se conté y midid. (A) Celecoxib y el tratamiento combinado (Cele + Rosi)
inhibieron de manera significativa el nUmero de lesiones establecidas por raton. (B) Celecoxib, rosiglitazona y el
tratamiento combinado (Cele + Rosi) disminuyeron de manera significativa el tamafio de las lesiones. Los
resultados se expresan como media + SEM. *p<0,05; ***p<0,001 vs. grupo Control. n = 11 (Control), n = 12
(Celecoxib), n = 8 (Rosiglitazona), n = 10 (Cele + Rosi).
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La administracion de celecoxib disminuye la activid ad de COX-2

Como primer paso, luego de los buenos resultados obtenidos de la evaluacién macroscdpica
del desarrollo de la endometriosis in vivo, quisimos evaluar en ese mismo modelo, la accion de
celecoxib y rosiglitazona sobre la inhibicion de la actividad de la enzima COX-2. Para ello, al momento
del sacrificio de los ratones se procedid a la recoleccion del liquido peritoneal, donde se evalud la
concentracion de metabolitos de PGE, como indicador de la actividad de la enzima que lo produce,

COX-2.

El resultado obtenido se muestra en la Figura 20. El tratamiento con el inhibidor de COX-2
mostré tener un efecto sobre la disminucién de la sintesis de PGE,, lo que se dedujo luego de
observar una disminucidn significativa del contenido de metabolitos de este prostanoide en el liquido
peritoneal, en comparacion con el grupo de ratones que recibieron el vehiculo (p<0,05 Celecoxib).
Los tratamientos de las drogas combinadas y la administracion de rosiglitazona en forma individual,
no provocaron cambios estadisticamente significativos en la sintesis de PGE, (p>0.05 Rosi y Cele+Rosi

vs. Control).
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Figura 20 Efecto de celecoxib y rosiglitazona sobre el contenido de metabolitos de PGE en el liquido peritoneal
de raton
Los ratones se sometieron a una cirugia de induccién de la endometriosis. Luego de 4 semanas de tratamiento
con vehiculo, celecoxib, rosiglitazona o ambas drogas simultdneamente los animales se sacrificaron y se
recolectd el liquido peritoneal. Se evalué el contenido de metabolitos de PGE por ELISA. Los resultados se
expresan como media + SEM. *p<0,05 vs. grupo Control. n = 9 (Control y Celecoxib), n = 8 (Rosiglitazona), n =
10 (Cele + Rosi).
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Celecoxib y rosiglitazona afectan el desarrollo de las lesiones endometriésicas en
raton a través de la inhibicion de la proliferacion celular, la induccién de la apoptosis
y la disminucién de la vascularizacion.

Quisimos entonces evaluar posibles mecanismos implicados en la inhibicidon del crecimiento

endometrial por parte de celecoxib y rosiglitazona.

Una vez que las lesiones se contaron y midieron, se extrajeron y fijaron para poder evaluar
cortes histolégicos de las mismas. Sobre los cortes se realizd inmunohistoquimica de PCNA para
cuantificar las células que presentaban una activa proliferacion celular. En la Figura 21, se presenta el
resultado de las células positivas para el marcador PCNA. Como puede observarse tanto los
tratamientos por separado, como su combinacidn, inhibieron de manera significativa la proliferacion
celular en las lesiones endometridsicas respecto al grupo Control (p<0,01 Celecoxib; p<0,001

Rosiglitazona y Cele+Rosi).

Ademas, se estudid y cuantifico el nimero de células en apoptosis en las lesiones
endometridsicas por la técnica de TUNEL. En la Figura 21 se muestra el resultado obtenido. Los tres
tratamientos aumentaron de manera significativa el nimero de células apoptdticas en las lesiones
endometridsicas en comparacion con el grupo Control (p<0,05 para todos los tratamientos
evaluados). Estos resultados son complementarios y consistentes con los obtenidos para

proliferacién celular.

Por otro lado, en base al incremento de los niveles de apoptosis observados, esperabamos
hallar también aumentada la expresidn de caspasa-3 clivada. Sin embargo, al evaluar y cuantificar el
nuamero de células positivas para esta enzima en su forma activa, sorprendentemente no obtuvimos
diferencias significativas respecto al control (p>0,05 para todos los tratamientos). El resultado se

presenta en la Figura 22.

Se estudid también la vascularizacion de las lesiones endometridsicas a través de los
marcadores de células endoteliales CD31 y CD34 (Figura 23). Los resultados de la evaluacion de
CD31, arrojaron una disminucidn significativa de la inmunomarcacion en las lesiones endometridsicas
provenientes de animales tratados con rosiglitazona y con su combinacidn con celecoxib, comparado
al grupo Control (p<0,05 Rosiglitazona y Cele + Rosi). Cuando el marcador evaluado fue CD34, luego
de todos los tratamientos aplicados se observé una disminucidn significativa del drea positiva

respecto al Control (p<0,05 Celecoxib y Rosiglitazona; p<0,01 Cele + Rosi).
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Figura 21 Efecto de celecoxib y rosiglitazona sobre la proliferacion y muerte celular de células epiteliales en
lesiones endometridsicas desarrolladas en ratén

Los ratones se sometieron a una cirugia de induccion de la endometriosis. Luego de 4 semanas de tratamiento
con vehiculo, celecoxib, rosiglitazona o ambas drogas simultdneamente los animales se sacrificaron y las
lesiones desarrolladas se extirparon y fijaron. (A y B) La proliferacion celular se evalué mediante
inmunohistoquimica de PCNA, (C y D) la muerte celular se estudié mediante la técnica de TUNEL. (A y C)
Celecoxib, rosiglitazona y el tratamiento combinado inhibieron de manera significativa la proliferacion celular y
aumentaron los niveles de apoptosis en las lesiones endometridsicas de ratdn. Los resultados se expresan
como media + SEM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs. grupo Control. (B y D) Micrografias representativas de
la inmunomarcacién con PCNA y TUNEL. Grupo Control (i), grupo Celecoxib (ii), grupo Rosiglitazona (iii), grupo
Cele + Rosi (iv). Recuadro: control negativo, (B) suero no inmune, (D) los cortes se incubaron en ausencia de
enzima TdT. Magnificacién x400. n = 8 (Control), n = 7 (Celecoxib), n = 5 (Rosiglitazona), n = 5 (Cele + Rosi).
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Figura 22 Expresion de caspasa-3 clivada en lesiones endometriésicas desarrolladas en raton
Los ratones se sometieron a una cirugia de induccién de la endometriosis. Luego de 4 semanas de tratamiento
con vehiculo, celecoxib, rosiglitazona o ambas drogas simultdneamente los animales se sacrificaron y las
lesiones desarrolladas se extirparon y fijaron. Se evalué la protedlisis y activacion de caspasa-3 por
inmunohistoquimica. Celecoxib, rosiglitazona y la administracién conjunta de las drogas no aumentaron de
manera significativa el nimero de células que expresan positividad para caspasa-3 clivada en las lesiones de
ratdén. Los resultados se expresan como media = SEM. p>0,05 vs. grupo Control.
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Los ratones se sometieron a una cirugia de induccion de la endometriosis. Luego de 4 semanas de tratamiento
con vehiculo, celecoxib, rosiglitazona o ambas drogas simultdneamente los animales se sacrificaron y las
lesiones desarrolladas se extirparon y fijaron. Se evalué la inmunomarcacién para CD31 y CD34 y se calculd el
area vascularizada en las lesiones con el programa Imagel. Paneles superiores (A) CD31: Rosiglitazona vy la
administracién combinada de las drogas provocaron una disminucién significativa del area positiva para CD31
en las lesiones endometridsicas de ratdn respecto al grupo Control. (B) CD34: Celecoxib y rosiglitazona, por
separado, asi como su combinacién, provocaron una disminucion significativa del area de la lesidn positiva para
CD34 respecto al grupo Control. Los resultados se expresan como media + SEM. *p<0,05; **p<0,01 vs. grupo
Control. Paneles inferiores: Micrografias representativas de la inmunomarcacién con (A) CD31 y (B) CD34.
Grupo Control (i), grupo Celecoxib (ii), grupo Rosiglitazona (iii), grupo Cele + Rosi (iv). Recuadro: control
negativo, suero no inmune. Magnificacién x400. n = 5.
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DISCUSION

La endometriosis es una patologia que afecta a un alto porcentaje de la poblacién femenina.
Un millén de mujeres argentinas sufren de endometriosis y se estima que 200 millones de pacientes
padecen esta patologia en el mundo, constituyendo la tercera causa de internacidn ginecoldgica. Los
tratamientos disponibles hasta el dia de hoy no son enteramente eficaces, ya que si bien los sintomas
de la enfermedad disminuyen mientras se los esta administrando, ninguna de estas terapias reduce
de manera real las recidivas a las que las pacientes estan expuestas. Es importante también recordar,
que la terapéutica que se les ofrece a las pacientes con endometriosis posee efectos secundarios
adversos. Ademas, la imposibilidad del embarazo mientras se esta bajo los efectos del tratamiento es

un factor que limita su uso por periodos prolongados en mujeres deseosas de concebir.

Por estos motivos, es que la investigacidon en endometriosis se centra principalmente en la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para minimizar los efectos colaterales, disminuir los
casos de recidivas y para permitir que las mujeres puedan tener la posibilidad de intentar un
embarazo aunque se encuentren bajo tratamiento médico. Avances en los conocimientos sobre la
fisiopatologia de la endometriosis han permitido que los investigadores piensen en nuevos
medicamentos que actien en forma mds directa sobre los implantes en si, que inhiban los
mecanismos involucrados en el desarrollo de la enfermedad, y que potencialmente sean mds eficaces

en su accion de erradicar las lesiones endometridsicas (1,80).

Si bien la endometriosis no es una enfermedad neoplasica, se ha propuesto que comparte
algunos mecanismos de establecimiento y desarrollo similares con el cancer. Al igual que en el
establecimiento de un tumor, el tejido endometrial que se desarrolla en un sitio ectépico debe
irrigarse, proliferar y tener una complicidad con el sistema inmunoldgico para poder crecer. Siendo
asi, en el proceso de busqueda de nuevos compuestos para tratar la endometriosis, muchas veces
recurrimos a los datos arrojados por la investigacidn en cancer y nos basamos en sus resultados para

proponer nuevas drogas antimitdticas.

Para la realizacion de este trabajo nos basamos no sdélo en los resultados positivos que se
habian obtenido a lo largo de los ultimos afios en los distintos modelos de cancer con la utilizacién de
los compuestos que evaluamos, sino que también partimos de resultados previos de nuestro

laboratorio que nos sirvieron de base para plantear los distintos objetivos.

Los cultivos de células epiteliales de endometrio eutdpico fueron utilizados como modelo
para estudiar el impacto del inhibidor de COX-2, celecoxib, sobre el crecimiento endometrial. Aunque

las células utilizadas no eran directamente obtenidas de lesiones endometridsicas y su respuesta in
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vitro puede no ser idéntica, el propdsito de usar células endometriales en cultivo a corto plazo como
modelo para las lesiones endometridsicas ha sido descripto previamente en la literatura y es
aceptado que este sistema permite establecer un correcto paralelismo con las lesiones
endometridsicas (101,196). Ademads, se utilizé la fraccion epitelial ya que COX-2 se expresa

preferentemente en este tipo celular por sobre la fraccidon estromal (112).

Este trabajo lo comenzamos estudiando los efectos del inhibidor de COX-2 sobre células en
cultivo provenientes de pacientes con endometriosis y de mujeres sin la enfermedad. Obtuvimos
resultados alentadores al descubrir que celecoxib, el inhibidor selectivo de COX-2 que elegimos para
nuestra investigacion, no sélo lograba inhibir la proliferacion celular sino que aumentaba los niveles
de apoptosis tanto para el caso de las células endometriales de pacientes, como de mujeres sin
endometriosis. Cabe aclarar que no sdlo en este trabajo, sino en los anteriores publicados en nuestro
laboratorio (167,191), no hemos observado diferencias en la respuesta de los cultivos de células

provenientes de pacientes o de mujeres controles.

Si bien, al momento de comenzar con esta investigacién, estos resultados eran inéditos en
endometriosis, nuestros datos coincidian con los reportados por otros autores que utilizaron

inhibidores de COX-2 y lograron inhibir el crecimiento tumoral (126,197-199).

Los inhibidores especificos de COX-2 han mostrado poseer la habilidad de inhibir el
crecimiento celular e inducir apoptosis y arresto del ciclo celular en distintos modelos in vivo y en
lineas celulares tumorales (127,197,200). El tratamiento de distintas lineas celulares tumorales con
celecoxib induce el arresto del ciclo celular en fase G1, lo que estd acompafiado de una disminucién
en la expresion de las ciclinas A, By D, un aumento en la expresién de inhibidores del ciclo celular y
una pérdida en la actividad de las quinasas dependientes de ciclinas (201,202). Asimismo se ha
propuesto que celecoxib estaria inhibiendo el ciclo celular a través de la inhibicidon de la proteina
quinasa B o por la enzima rio arriba de ésta, la quinasa dependiente de fosfoinositol 1 (203,204). Es
posible que el mecanismo de la inhibicion de la proliferacidn celular observada en los cultivos de
células epiteliales endometriales utilizados en este trabajo sea semejante a los observados en los
modelos descriptos mds arriba, sin embargo, son necesarios estudios complementarios para dilucidar

los procesos moleculares implicados.

La importancia de estos resultados en la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para
tratar la endometriosis es promisoria dado que se ha observado que COX-2 se sobreexpresa en las
lesiones endometridsicas (112). La sobreexpresion de COX-2 induce la proliferacién celular e inhibe la
apoptosis (205). Siendo asi, es posible especular que celecoxib resultaria eficiente en el control del

crecimiento endometridsico. Sin embargo, la inhibicién de la actividad de COX-2 no seria la Unica via
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posible de accion de celecoxib en la disminucion del crecimiento celular ya que algunos trabajos
advierten que esta droga podria actuar por una via independiente de la expresién de COX-2

(127,205,206).

A continuacion, nos propusimos también evaluar si la inhibicion de la actividad de COX-2 es
suficiente para inhibir la proliferacién celular. Para ello adicionamos el producto de la actividad de la
enzima, PGE,, a los cultivos estimulados con celecoxib y estudiamos si los efectos sobre la
proliferacidon de las células epiteliales endometriales era revertido. Utilizamos la dosis de 50 uM de
celecoxib que era la minima dosis a la que habiamos obtenido una inhibicién significativa de la
proliferacién y agregamos concentraciones crecientes de PGE,, ninguna de las cuales logro
restablecer los niveles de proliferacidon celular obtenidos en el basal. De esta manera, logramos
deducir que la inhibicién de la actividad de COX-2 seria necesaria pero no suficiente para la inhibicion
de la proliferacién celular y que celecoxib estaria actuando a otro nivel también, de manera

independiente de COX-2, para inhibir la proliferacién celular en nuestros cultivos.

En coincidencia con nuestros resultados, en un estudio realizado en células de
colangiocarcinoma se observé que el efecto antiproliferativo de celecoxib era independiente de su
capacidad para inhibir COX-2, ya que la concentracion de celecoxib requerida para inducir el arresto
del ciclo celular fue mayor que la necesaria para inhibir la actividad de COX-2 vy, al igual que en
nuestro caso, el agregado de PGE, al cultivo tampoco revirtid la inhibicién de la proliferacion celular

(207).

Con respecto al aumento de apoptosis observado, los resultados obtenidos en nuestro

modelo in vitro acuerdan con datos de diversos autores quienes observaron que celecoxib induce

apoptosis en células humanas de cancer de mamay en la linea celular Jurkat de linfocitos T (126,208).

Este efecto también se reportd en células estromales endometridticas (209).

Los mecanismos implicados en la induccidn de apoptosis han sido atribuidos principalmente a
la activacion de la via intrinseca. Luego del tratamiento con celecoxib en distintas lineas celulares de
cancer se observé una disminucién en la expresidn de las proteinas antiapoptdticas Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-
1 y survivina (208), un aumento en la expresion de la proteina proapoptdética Bad (210) y una rdpida
liberacion del citocromo c de la mitocondria y activacion de Apaf-1 y de las caspasas 3, 8 y 9

(208,210), lo que coincide con una activacién de la via intrinseca de apoptosis.

Ademas, algunos trabajos han reportado la activacién de la via extrinseca de apoptosis: luego
del tratamiento con celecoxib en carcinoma no microcitico de pulmén humano se observé un
aumento en la expresion del receptor de muerte DR5 (211). Asimismo en células de carcinoma

cervical se hallé activacion de la via FAS-FADD (212).
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Dadas las controversias que hay al respecto, decidimos estudiar si en nuestro modelo, estaba
implicada la via intrinseca en la activacidén de la apoptosis observada. Estudiamos entonces a Bax,
proteina proapoptética, y Bcl-2 su contraparte antiapoptdtica. Sin embargo, no obtuvimos diferencias
en la expresion de estas dos proteinas luego de la estimulacion de las células epiteliales
endometriales con celecoxib. Lamentablemente, por limitaciones en la disponibilidad de muestras de
pacientes, no pudimos continuar con el estudio de otras proteinas implicadas en la apoptosis en los
cultivos primarios. Siendo asi, no podemos descartar la implicancia de la via extrinseca o de otras

proteinas de la via intrinseca en la induccién de la apoptosis por parte de celecoxib.

Algunos estudios han demostrado que celecoxib inhibe el crecimiento tumoral induciendo la
apoptosis por mecanismos independientes de la inhibicién de COX-2 (205,206,208). Mas aun, se ha
reportado que celecoxib induce la apoptosis e inhibe la progresién tumoral en células deficientes de
COX-2 tanto en estudios in vivo como in vitro (213,214). La concentracién de celecoxib utilizada para
inducir apoptosis en células tumorales en la mayor parte de los estudios realizados coincide con la
hallada en nuestro trabajo, varia entre 40 y 100 uM y es superior a la necesaria para inhibir la

actividad de COX-2 (126,205,213).

La dosis que logra inducir apoptosis en nuestros cultivos (entre 50 y 100 [UIM) pareceria ser
clinicamente relevante ya que se ha hallado que la concentracién de los inhibidores de COX-2 en el
suero de los pacientes tratados con los regimenes habituales de celecoxib varia entre 20 y 100 uM
(126,215). Sin embargo, otros autores discrepan con este dato ya que sugieren que la concentracion
plasmatica de celecoxib en pacientes tratados con una dosis diaria de 400 mg es de
aproximadamente 3 UM y entonces, las concentraciones utilizadas para inducir apoptosis in vitro
serian de 5 a 20 veces mayores (201,205). Estos investigadores explican esta discrepancia aduciendo
que el tiempo requerido para observar la regresion de un tumor en pacientes es de varias semanas
mientras que in vitro los efectos antiproliferativos se observan luego de pocas horas de tratamiento
(216). Esta hipdtesis se sustenta por los trabajos de Patel y col. quienes reportaron que celecoxib a
bajas concentraciones (2,5-10 M) posee efectos antiproliferativos en dos lineas celulares de cancer

de préstata cuando el tratamiento in vitro se extiende por mas tiempo (217).

Por otra parte, un estudio realizado en pacientes reveld que la dosis de celecoxib necesaria
para inhibir el crecimiento de los pélipos en personas que sufren de poliposis adenomatosa familiar
(PAF) es de 800 mg/diarios y es mayor que la sugerida para obtener efectos antiinflamatorios que es
de 100-200 mg dos veces al dia. Este dato, nuevamente sugiere que las concentraciones de celecoxib

requeridas para obtener efectos antiproliferativos son mas elevadas (213).
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La angiogénesis es un proceso fundamental implicado en la vascularizacién y por lo tanto en
el desarrollo de la lesion endometridsica (33,49). Se han hallado altos niveles de VEGEF,
principalmente producido por las células endometridsicas y por los macrofagos peritoneales, en el
fluido peritoneal de pacientes con endometriosis (113,114,218). Se ha propuesto al VEGF como uno
de los factores responsables del establecimiento de la lesién y de la angiogénesis patoldgica en
endometriosis. Siendo asi, la importancia de hallar una droga que ademas de inhibir el crecimiento

endometrial reduzca los niveles de este factor angiogénico es primordial.

La sobreexpresidon de COX-2 en células tumorales induce la angiogénesis ya que el aumento
de eicosanoides aumenta la expresion de VEGF y estimula la migracion y proliferaciéon de células
endoteliales (219,220). Inhibiendo la actividad de COX-2, se eliminaria también la produccién de
prostaglandinas, lo que llevaria a una menor produccién de VEGF y, por consiguiente, a una inhibicién
de la angiogénesis asi como de la progresion de la endometriosis (118). En consecuencia nos
propusimos investigar el efecto de celecoxib sobre la produccién de VEGF en células endometriales

provenientes de pacientes con endometriosis.

En nuestro estudio hemos observado que celecoxib indujo una disminucidn significativa de la
produccidn de VEGF por parte de las células epiteliales endometriales, hecho que se relacionaria con
la inhibicion de la angiogénesis. Estos datos son coincidentes con trabajos previos que reportaron que
celecoxib inhibe la angiogénesis e induce la apoptosis de células endoteliales tanto in vivo como in
vitro (118,179). Acordando con nuestros resultados se ha observado también que este compuesto

disminuye los niveles de VEGF en distintos sistemas celulares (118,126,198).

Continuando con la busqueda de nuevos agentes terapéuticos implicados en la inhibicion de
los mecanismos etiopatogénicos de la endometriosis, incluimos a un nuevo actor: PPARy. Esta
molécula esta siendo estudiada por su importancia en los mecanismos implicados en el desarrollo del
cancer y en la endometriosis, y constituye un nuevo blanco terapéutico al que se le esta prestando
atencién dada la disponibilidad de drogas en el mercado que agonizan su actividad. Ademads, existen
reportes que indican que la estimulacién de los receptores PPARy junto con la inhibicién de la
actividad de COX-2 tienen efectos benéficos adicionales en algunos modelos de cdancer

(157,158,221).

Los PPARs se expresan en una gran variedad de tejidos incluyendo tejidos reproductivos
(139). La atencidn se ha centrado sobre PPARy en cancer de mama porque se ha visto que se
encuentra inactivo (156) y que, luego del tratamiento y activacidon de estos receptores con TZDs, se
generaban claros efectos antitumorales (222). In vivo, en distintos modelos de cancer en roedores,

también se describieron efectos beneficiosos luego del tratamiento con TZDs, entre ellos: inhibicion
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del crecimiento tumoral, aumento de la apoptosis dentro del tumor y mayor sobrevida de los

animales tratados (145,146,159).

En endometriosis, los ligandos de PPARy fueron utilizados con resultados promisorios tanto
in vitro como in vivo (152,153,155,223,224). Teniendo en cuenta estos antecedentes, nos avocamos
en primera medida a evaluar el efecto de celecoxib y rosiglitazona, un agonista de PPARy, sobre la

proliferacidn de una linea celular endometrial: ECC-1.

Nuestro primer paso fue estudiar el efecto que tenian cada una de estas drogas sobre la
proliferacidn celular de ECC-1, obteniendo efectos inhibitorios significativos luego del tratamiento de
las células tanto con celecoxib como con rosiglitazona, respecto al estado basal. La inhibicién de la
proliferacidon celular por parte de celecoxib sobre las células ECC-1 no alcanzd los niveles de
inhibicidn que habiamos obtenido previamente al hacer este ensayo en cultivos primarios. Este
efecto puede deberse a que las células ECC-1 provienen de un adenocarcinoma y su capacidad
proliferativa basal es muy alta en comparacién a los cultivos primarios de células epiteliales

endometriales, debiendo incubarlas en condiciones de hambreado, para lograr un efecto inhibitorio.

A continuacidon combinamos celecoxib y rosiglitazona en las dosis que habian tenido efecto
sobre la proliferacién de manera aislada y las adicionamos al cultivo de ECC-1. El resultado que
obtuvimos fue que esta combinacién mejora significativamente la inhibicion de la proliferacion
celular respecto a la administracion de celecoxib de manera individual. Sin embargo, si bien la
combinacion de celecoxib con rosiglitazona alcanzé para inhibir la proliferacién celular de ECC-1, no
mejord los resultados inhibitorios obtenidos luego de la incubacion de las células sélo con
rosiglitazona. Si bien estos datos son inéditos en células endometriales, en un trabajo publicado
recientemente, se reportd que la combinacién de rosiglitazona con otro inhibidor selectivo de COX-2,
NS-398, posee efectos sinérgicos sobre la disminucién de la proliferacién celular y el aumento de

apoptosis en una linea celular de carcinoma pancredtico (160).

A continuacidn, nos inclinamos por evaluar si esa inhibicion de la proliferacién celular se
debia por lo menos en parte, a que las células estaban atravesando por un proceso de muerte celular
por apoptosis. Sin embargo, los resultados obtenidos indicaron que celecoxib y rosiglitazona en las
dosis mas altas evaluadas no inducen la muerte celular por apoptosis en la linea celular ECC-1 en los

tiempos y condiciones empleados.

En coincidencia con estos resultados, se ha descripto la capacidad de rosiglitazona de inhibir
la proliferacion celular de manera diferencial sobre dos lineas celulares de neuroblastoma (225).
Cellai y colaboradores han evaluado el efecto de esta TZD sobre el crecimiento de las lineas celulares

SK-N-AS y SH-SY5Y y han observado que si bien rosiglitazona inhibié la proliferacién celular en ambas
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lineas celulares sélo estimuld los niveles de apoptosis en una de ellas, sin causar efectos sobre la
otra (225). Al respecto, estos autores proponen que el estado de transactivacion del receptor PPARy
al ser agonizado por el ligando en cada tipo celular es clave en la respuesta que puede provocar

(225).

En otro estudio en el que se evaluaron distintos agonistas de PPARy, se confirmd que
rosiglitazona es la TZD que inhibe de manera mas eficiente la proliferacion celular de distintas lineas
celulares de melanoma (226). Sin embargo, no se han observado efectos a la hora de evaluar la
capacidad de troglitazona de inducir apoptosis mientras que si se pudo demostrar que este agonista

provoca un arresto de las células en G1 (226).

De manera similar, al evaluar celecoxib sobre lineas celulares de diversos origenes, se
observaron efectos variables sobre la proliferacién celular y la apoptosis (227). Sin embargo, como se
sefialé anteriormente, celecoxib y los agonistas de PPARy han sido reiteradamente utilizados en
distintos modelos obteniéndose, por lo general, resultados favorables sobre la inhibicién de la
proliferacion celular y sobre la induccion de la apoptosis. Nosotros también demostramos
estimulacién de apoptosis por parte de celecoxib en cultivos primarios e induccidon de muerte celular
programada por parte tanto de celecoxib como de rosiglitazona en las lesiones provenientes de los

ratones tratados a los que se les indujo endometriosis.

Los estudios que se realizaron dejan en evidencia que la accién de ambos compuestos es
diferencial dependiendo del tipo celular en estudio. En consecuencia no es extrafio comprobar que
las dosis y tiempos que se requieren para provocar la muerte celular en una linea tumoral
inmortalizada no son comparables con las necesarias para observar efectos en un cultivo primario o

en un modelo in vivo.

En el caso de los resultados obtenidos en particular en nuestro trabajo, es probable que
tengamos que ajustar los tiempos de estimulo o incluso las dosis con las que trabajamos. También
puede estar ocurriendo que el estado de fosforilacion del receptor en las células ECC-1 evite que la
respuesta no sea tan exacerbada o que las células estén arrestadas. Cualquiera de estas hipdtesis
habria que corroborarla con estudios futuros, ya que con los datos que contamos hasta el momento
no podemos descartar ninguna de ellas, asi como tampoco inclinarnos a pensar que alguna sea mas
factible que otra. El hecho de que no hayamos observado efectos sobre la apoptosis, no invalida el
hecho de que estas drogas posean claros efectos antiproliferativos como si pudimos demostrar, ni
tampoco desautoriza a los datos que demuestran que se producen estos efectos en otras lineas y

otros modelos; incluso en este mismo trabajo.
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Habiendo obtenido resultados sumamente interesantes utilizando celecoxib in vitro y
contando, ademas, con resultados previos de nuestro laboratorio que daban cuenta de la eficacia de
anastrozole sobre la inhibicidn del crecimiento de células endometriales tanto in vitro como in vivo
(101,102), decidimos evaluar la combinacion de estas drogas en el modelo animal de endometriosis.
Ademas, la combinacion de AINEs con inhibidores de aromatasa, habia sido reportada previamente

con éxito en distintos modelos de cancer (129,228).

El modelo de endometriosis en raton con el que contamos en el laboratorio esta amplia y
extensamente aceptado para el estudio de esta enfermedad (102,176,177). En esta parte del trabajo,
nos interesamos en estudiar las implicancias de la inhibicién de dos enzimas claves en el crecimiento
de las lesiones endometridsicas como son aromatasa y COX-2. Los productos de la actividad de estas
enzimas estan involucrados en el dolor e inflamacion caracteristicos de esta enfermedad y en la

elevada capacidad proliferativa de las lesiones endometridsicas.

Estudiamos el efecto de la inhibicién de COX-2 y aromatasa sobre el establecimiento y
crecimiento de las lesiones endometridsicas en ratén. Los resultados que obtuvimos demostraron la
efectividad de celecoxib de disminuir tanto el establecimiento de las lesiones endometridsicas asi
como su desarrollo, reflejado en el menor nimero de lesiones y en la disminucién del tamafio
alcanzado por las lesiones desarrolladas en el grupo tratado respecto al grupo de ratones controles.
Con respecto a anastrozole, si bien no se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas
cuando se administré este compuesto de forma individual, pudimos observar que provoco una clara
tendencia a la inhibicion del crecimiento de la lesion. Por otro lado, el tratamiento con los dos

compuestos combinados no mejoraron ninguno de estos parametros.

Estudios recientes advierten que la administracion de agonistas del receptor nuclear PPARy
en combinacidn con inhibidores selectivos de COX-2 resulta efectiva en la inhibicidn del crecimiento
tumoral (159). Basandonos en esos datos y en nuestros estudios realizados en células en cultivo,
administramos celecoxib en conjunto con rosiglitazona a los ratones y pudimos confirmar que,
como en el experimento anterior, el tratamiento con celecoxib inhibid tanto el establecimiento como
el crecimiento de las lesiones endometridsicas. Ademas, en este caso, la terapéutica combinada, tuvo
efectos inhibitorios sobre el nimero de lesiones establecidas. De acuerdo a nuestros datos, podemos
sugerir que celecoxib seria el responsable de la inhibicion del nimero de lesiones provocada por la
terapéutica combinada ya que la rosiglitazona administrada de manera individual no tuvo efecto
sobre este parametro y tampoco mejord el resultado individual de celecoxib al administrarla de
manera conjunta. Por lo tanto podemos especular que en el tiempo de tratamiento y con las dosis
utilizadas, celecoxib resultaria ser un inhibidor mas potente del establecimiento endometridsico que

rosiglitazona.
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Sin embargo, al analizar el establecimiento de los implantes endometridsicos en los ratones
luego del tratamiento con anastrozole y celecoxib, observamos que no diferian de los animales
controles y de los animales tratados solamente con anastrozole. En este caso podriamos especular
que los efectos de anastrozole y celecoxib podrian ser antagdnicos pero este dato se deberia

confirmar con estudios farmacoldgicos precisos.

Hemos observado ademas, que la administracién de rosiglitazona a los ratones causd un
efecto beneficioso ya que provocd una disminucion en el tamafio de las lesiones endometridsicas. Si
bien esta terapéutica individual al igual que el tratamiento con anastrozole y a diferencia de
celecoxib, no modificd el nimero de lesiones por ratén es importante destacar que pocos
tratamientos logran esta ansiada consecuencia y que para poder observar una disminucién en el
numero de lesiones halladas, el compuesto que se administra deberia ser tan potente que provoque

una involucion total de las mismas.

Para investigar acerca de los mecanismos implicados en la inhibicion de la endometriosis
experimental estudiamos la proliferacidn celular, la apoptosis y la densidad vascular en las lesiones

endometridsicas desarrolladas luego de los distintos tratamientos administrados.

En el caso de la terapéutica combinada de anastrozole y celecoxib, observamos que cada uno
de los compuestos administrados de manera independiente provocé un aumento significativo de la
muerte celular y una disminucién estadisticamente significativa de la proliferacion. Sin embargo, no
se observaron cambios en estos parametros luego del tratamiento combinado. Al evaluar el
desarrollo de la red vascular en las lesiones, observamos que solamente el tratamiento con el

inhibidor de COX-2 administrado de manera individual, logré inhibir la vascularizacidn.

Si bien se ha propuesto que celecoxib actuaria en forma sinérgica con inhibidores de
aromatasa en el tratamiento del cancer de mama (229) y que hay estudios que reportan mejoras
leves con la terapia combinada (129,163), cabe destacar que otros investigadores ponen en duda que

la combinacidon de ambas drogas aumente la eficiencia terapéutica (164).

En nuestro estudio, si bien los indices de inhibicion del tamafio de las lesiones luego del
tratamiento con anastrozole, no alcanzaron significancia estadistica, el hecho de que hayamos
encontrado una clara tendencia a la inhibicién del crecimiento, una disminucion significativa de los
niveles de proliferacién celular y un aumento significativo de los indices de apoptosis luego de su
administracidn, nos dan indicio de la eficiencia potencial de su utilizacion. Ademas resultados previos
de nuestro laboratorio hallaron una clara accién inhibitoria del desarrollo de la endometriosis
experimental luego del tratamiento con inhibidores de aromatasa (102). Por lo tanto consideramos

que los resultados que obtuvimos en nuestro trabajo son alentadores respecto al uso de anastrozole
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y de celecoxib en forma individual en la terapéutica de la endometriosis y concuerdan con los

autores que no hallan mejoras luego de la terapéutica combinada.

Estas mismas evaluaciones realizadas luego de administrar la combinacidn de celecoxib con
rosiglitazona, nuevamente reprodujeron los resultados obtenidos previamente con celecoxib
administrado de manera individual. Las lesiones endometridsicas presentaron una disminucién
significativa de células en activa proliferacién celular, una reduccidn de la densidad vascular y un
aumento de los niveles de apoptosis. Ademas, todos estos parametros también mejoraron con la
administracidn individual de rosiglitazona y con la terapia combinada. Sin embargo, en ninglin caso

obtuvimos un efecto benéfico adicional al combinar las drogas que al administrarlas por separado.

En cuanto a la inhibicidn del crecimiento y vascularizacidn, y en concordancia con nuestros
datos, se ha reportado que los inhibidores de COX-2 suprimen el crecimiento de tumores
establecidos en animales, reducen el riesgo de cancer en pacientes y previenen la tumorigénesis
(162). Asimismo, se han probado diversos inhibidores selectivos de COX-2 en distintos modelos de
roedores, y se ha demostrado su eficiencia en prevenir el establecimiento de los implantes
endometridsicos (230) y el crecimiento de las lesiones ya establecidas (231,232). Ademas, el grupo
de Ozawa demostré que kk51NS398, otro inhibidor de COX-2, posee actividad antiangiogénica en un

modelo de endometriosis en ratones SCID (231).

Por otro lado, esta descripto que las TZDs provocan la inhibicidn de la proliferacién de células
endoteliales (233,234), asi como la inhibicidn de la angiogénesis mediada por dos potentes factores
proangiogénicos, bFGF y VEGF (233). En células Ishikawa y en células endometriales humanas, se
reportd que rosiglitazona inhibe la activacidn del promotor de VEGF y, en consecuencia, la secrecidn
de VEGF al medio de cultivo (152). En endometriosis, Lebovic y colaboradores estudiaron el efecto de
ciglitazona en un modelo de la enfermedad en rata y observaron una reduccién en el tamafio de las
lesiones endometridsicas inducidas experimentalmente (154). Conforme a estos resultados, otro
grupo demostrd que el tratamiento con rosiglitazona fue efectivo en reducir el crecimiento de las
lesiones endometridsicas y en causar la regresion de implantes establecidos en un modelo animal
similar (153,224). Mas recientemente, en un estudio realizado en babuinos se evalud el efecto de
rosiglitazona comparado con un antagonista de GnRH y se observé que solamente la TZD provoco la

regresion de los implantes (155).

En nuestro trabajo, evaluamos también la expresion de COX-2 en las lesiones
endometridsicas desarrolladas en los ratones tratados con los inhibidores de COX-2 y aromatasa. Si
bien esta valoracidn fue cualitativa, fue clara en mostrar, en concordancia con lo reportado en la

bibliografia, una mayor expresion de COX-2 en las células epiteliales endometriales que en las células
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estromales (112). Ademads, se pudo observar que el tratamiento con el inhibidor de la actividad de la
enzima provocd un aumento sobre la expresion de la misma, mientras que el inhibidor de aromatasa
disminuyd esta expresion respecto al grupo control. Aparentemente, el tratamiento combinado de
ambos inhibidores no modificéd la inmunomarcacidn con respecto a la observada en las lesiones de
los ratones del grupo control. Los resultados que obtuvimos acuerdan con el hecho ampliamente
reportado, de que se produce una retroalimentacidon negativa entre el producto de la actividad de
COX-2 y la expresion de la enzima. Luego, al inhibirse la sintesis de PGE,, este efecto desaparece vy la
expresion de COX-2 se ve aumentada (126,194). Por otro lado, se sabe que el producto de la
actividad de aromatasa estimula la actividad y expresién de COX-2 (99). Siendo asi, la clara
disminucién de la expresién de COX-2 que observamos luego del tratamiento con anastrozole, es

consistente con la interaccidén entre estas enzimas y sus productos.

En los grupos de ratones que tratamos con celecoxib y rosiglitazona, evaluamos también la
expresion de caspasa-3 clivada y el contenido de metabolitos de PGE en el liquido peritoneal. A pesar
de haber obtenido un aumento significativo de la apoptosis en todos los grupos de tratamiento, el
resultado no se vio reflejado en la activacion de caspasa-3. Solamente en el grupo tratado con
rosiglitazona de manera individual, se observé una tendencia al aumento en la expresién de esta
proteina, viéndose inalterada en los otros dos grupos. Este resultado nos sorprendid, y creemos que
podria estar relacionado con limitaciones experimentales, aunque quedaria pendiente aun

corroborar esta afirmacion.

Para culminar evaluamos el contenido de prostaglandinas en el liquido peritoneal de los
ratones y observamos que solamente el grupo que habia sido tratado con el inhibidor de COX-2
presentaba una menor concentracion de los metabolitos de PGE respecto al control. Este dato
resulté coherente con el mecanismo de accién de celecoxib ya que actua inhibiendo la actividad
enzimatica y por lo tanto, disminuyendo los niveles de su producto. Esta informacion resulta también
complementaria a los resultados obtenidos in vitro, ya que previamente habiamos demostrado la
capacidad de las células endometriales de sintetizar y liberar PGE, y la disminucidén de esta sintesis
provocada por el agregado de celecoxib (193). El hecho de no obtener una disminucién de este
parametro luego del tratamiento con rosiglitazona no nos sorprendid, ya que se ha reportado que el
tratamiento con agonistas de PPARy no sélo no disminuye la sintesis de PGE sino que en algunos

casos puede verse aumentada (235).
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COMENTARIOS FINALES

Los inhibidores de aromatasa de tercera generacion son utilizados de manera rutinaria como
adyuvantes en el cdncer de mama en mujeres postmenopausicas y su tolerancia y eficacia son muy
buenas. En los ultimos afios también se ha comenzado a pensar en ellos como una opcidén en el
tratamiento de la endometriosis. Estd extensamente reportada su eficacia en el tratamiento del
dolor asociado a la endometriosis en varios ensayos clinicos que se han llevado a cabo, pero el
impacto sobre la reduccién del tamafio de los implantes endometridsicos no es tan claro (103,236).
En las dosis terapéuticas utilizadas para el tratamiento del cancer de mama y para la endometriosis
los inhibidores de aromatasa podrian no tener efectos sobre la ovulacién, pudiendo pensar en este
tratamiento como factible para enfrentar los problemas asociados a la endometriosis, posiblemente
en combinacion con otras drogas (237-239). Al respecto, un estudio realizado en monos macaco
hembra tratados con inhibidores de aromatasa demostré que a pesar de los bajos niveles de

estradiol que se generaban, la ovulacidn no se vio interrumpida (237).

Por otro lado, en base a los resultados promisorios que se estdn obteniendo a nivel
experimental, se estd evaluando la posibilidad de incluir a las glitazonas en el tratamiento de mujeres
con endometriosis. Recientemente, Moravek y colaboradores reportaron un efecto beneficioso luego
de la administracién de rosiglitazona a un niumero reducido de pacientes, mejorando los sintomas de
la enfermedad y el dolor (240). Es de destacar que rosiglitazona no sélo no impide la ovulacién (240)
sino que incluso ayuda a restaurar la ovulacién espontdnea (241). Ademds, se reportdé que
rosiglitazona no causa ningun tipo de alteracién en el feto de ratén si es administrada durante la

prefiez (242).

Los estudios publicados utilizando una terapia combinada de inhibidores de COX-2 y
activadores de PPARy estan focalizados en modelos de cancer. Potenciar la actividad inhibitoria de
COX-2 con la activacion de PPARy ha resultado en efectos beneficiosos tanto en estudios realizados
in vivo como in vitro (159,160). En el trabajo publicado por Mustafa y colegas, se reporté un aumento
en la tasa de supervivencia en un modelo de cancer de mama en ratén (159). En los parametros que
evaluamos a lo largo de este trabajo, si bien los efectos inhibitorios de la enfermedad por parte de
celecoxib y rosiglitazona, son claros no obtuvimos diferencias significativas entre el tratamiento
combinado y cada una de las drogas por separado. Sin embargo, podemos decir que existiria una
tendencia a una mejora en cuanto a la proliferacidn celular, la apoptosis y la densidad vascular

evaluadas.
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La investigacion basica y clinica en la terapéutica del cdncer muchas veces nos inicia en
nuevas drogas utilizadas para inhibir la progresién tumoral que pueden ser pensadas también para
detener el crecimiento de la lesion endometridsica. Los inhibidores de COX-2 fueron y son
actualmente utilizados en numerosos ensayos preclinicos y clinicos en distintos tipos de cancer.
Asimismo celecoxib es el Unico AINE que esta actualmente aprobado por la FDA para el tratamiento
de la PAF. Este tipo de cancer hereditario es responsable del 1% de los casos de cancer colorrectal
gue se diagnostican (243). Ademas, son diversos los protocolos que han combinado la quimioterapia
estandar con celecoxib para el tratamiento del cdncer (228,244-249). Celecoxib, ha mostrado ser el
AINE mds potente en inhibir la proliferacién celular. Se ha observado que otros AINEs tradicionales y
selectivos, si bien inhiben eficientemente la produccién de PGE, no poseen las cualidades
antiproliferativas que posee celecoxib (202). Ademads del tratamiento de la PAF, celecoxib esta
indicado para aliviar los sintomas de la artritis y osteoartritis, para la dismenorrea y luego de cirugias

dentales u ortopédicas.

A pesar de que algunos investigadores estan empezando a pensar en la opcion de utilizar
AINEs como posible terapéutica futura para la endometriosis (80,110,250,251), celecoxib no esta
siendo utilizado aln como alternativa médica para la regresion de las lesiones endometridsicas. Al
respecto, solo se ha realizado un estudio piloto con un pequefio grupo de pacientes con
endometriosis a las que se les administré una dosis diaria de 25 mg de rofecoxib cuando este
inhibidor todavia no habia sido retirado del mercado. Este estudio sélo evalué el efecto del
tratamiento con el inhibidor de COX-2 sobre la progresion del dolor en endometriosis y mostrd ser
efectivo contra la dismenorrea, dispareunia y el dolor crénico que manifestaban las pacientes, sin

demostrar efectos secundarios adversos (252).

Para el caso de la rosiglitazona, a pesar de que fue ampliamente utilizada en el tratamiento
de pacientes con diabetes tipo Il, su comercializacién fue recientemente desaconsejada por la FDA
por poseer efectos cardiovasculares indeseados. Otra TZD, pioglitazona, estd en evaluacién y seria
mas segura que rosiglitazona (253,254), aunque existen controversias al respecto (255-257). A pesar
de las advertencias que se estan haciendo con algunas glitazonas, es importante aclarar que los
eventos cardiovasculares se han hallado en pacientes diabéticos afiosos con alto riesgo de contraer
este tipo de complicaciones y se cree que estos efectos estarian minimizados en mujeres sanas y

jévenes, como son las pacientes con endometriosis.
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CONCLUSION

Hasta el momento, este es el primer estudio en utilizar una terapia que se dirige a mas de
una molécula en forma conjunta en modelos de endometriosis in vivo e in vitro. En el caso de la
combinacion del celecoxib con el inhibidor de aromatasa no podemos afirmar que el tratamiento de
las lesiones endometridsicas en ratdn hayan tenido algun beneficio adicional. Cuando la combinacién
del AINE se hizo con el agonista de PPARYy, la inhibicién de la enfermedad fue significativa y se

observo una tendencia a ser mas eficiente que cualquiera de los dos tratamientos por separado.

Los resultados presentados en este trabajo son promisorios. Avalan a celecoxib como una
buena futura estrategia en el tratamiento para la endometriosis. Tanto en los experimentos
realizados in vitro como in vivo no quedaron dudas que fue la droga mas potente en las dosis y
tiempos en los que se realizaron todos los trabajos. En principio, y basandonos en los resultados
obtenidos, no podemos avalar la combinacidn de celecoxib con anastrozole, aunque consideramos
que deberian realizarse mas estudios para sustentar fehacientemente esta afirmacién. Por otro lado,
no descartamos la posibilidad de que la combinacidn con alguna glitazona pueda tener un efecto
benéfico adicional. Por supuesto, que de encarar la activacién de PPARy, se tendra que apuntar a otro
compuesto dadas las limitaciones recientemente impuestas, no podra ser rosiglitazona la droga

elegida.
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