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Resumen

Evaluacion de nuevas alternativas terapéuticas naturales para el

tratamiento de la endometriosis

La endometriosis es una enfermedad ginecol6gica benigna caracterizada por la
presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina. Afecta al 10% de las
mujeres en edad reproductiva siendo los sintomas mas importantes el dolor pelviano
cronico y la infertilidad. El tratamiento actual consiste en una intervencion quirdrgica
mediante la cual las lesiones endometriésicas son extirpadas, seguido de un
tratamiento farmacolégico que disminuye los niveles de estrégenos en sangre. Si bien
inicialmente resulta efectivo, se sabe que la administracion de estas drogas conlleva
efectos adversos indeseados, retraso de la posibilidad de gestar un embarazo y
aumento de la reincidencia de la enfermedad al interrumpir el tratamiento. Siendo asi,
resulta indispensable la busqueda de alternativas terapéuticas que resulten inocuas,
con compuestos que inhiban los mecanismos involucrados en el desarrollo de la
enfermedad y que potencialmente puedan ser administrados por periodos prolongados
sin interferir sobre la posibilidad de lograr un embarazo.

Dado que los productos de origen natural cumplen con estas condiciones, hace
algunos afios nuestro grupo ha iniciado la busqueda de posibles fitoterapéuticos para
el control de la endometriosis. En esos trabajos, polifenoles derivados del té verde y de
los frutos rojos demostraron poseer claros efectos inhibitorios sobre el desarrollo de la
endometriosis experimental. La continuacion de esta busqueda, nos ha conducido a
proponer como objetivo de este trabajo la evaluacién de compuestos bioactivos de dos
especies vegetales con probados efectos terapéuticos beneficiosos: Rosmarinus
officinalis y Scutellaria baicalensis, sobre distintos modelos de endometriosis
experimental.

El acido carndsico es un diterpeno fendlico y el acido rosmarinico un polifenol.
Ambos constituyen dos de las moléculas bioactivas mas abundantes de las hojas del
romero (Rosmarinus officinalis) y son responsables de la actividad antioxidante del
arbusto. Se les han atribuido funciones antitumorales, antiinflamatorias vy
antinociceptivas. Estudios realizados en diversas lineas celulares tumorales han
demostrado que son capaces de inhibir la proliferacion, inducir apoptosis y asi
controlar su crecimiento. Los efectos antitumorales observados en modelos in vivo

incluyen mecanismos antimetastasicos, antiinvasivos y antiangiogénicos. Si bien se



conoce su accion inhibitoria tumoral, sus efectos en endometriosis no habian sido
estudiados hasta el momento.

Por otra parte, la medicina china a base de hierbas estd siendo utilizada por
millones de pacientes con endometriosis con excelentes resultados. La ventaja de esta
medicina oriental es que no provoca efectos adversos y aun mas, disminuye el dolor
premenstrual y mejora los parametros de fertilidad comparada a la medicina tradicional
occidental. A pesar de estos claros beneficios, no se conoce el modo de accién
especifico de esta combinacién de hierbas. Scutellaria baicalensis, conocida en China
por su nombre Huang Qin, es una planta originaria del continente asiatico cuya raiz
contiene wogonina, un flavonoide que constituye una de las principales moléculas
bioactivas de la medicina herbaria china. La accién de wogonina ha sido asociada con
procesos antitumorales, antiinflamatorios y antiproliferativos. Se ha reportado que este
compuesto es capaz de controlar el crecimiento celular, inducir apoptosis e inhibir la
proliferacién de células tumorales. A pesar de que conocemos los efectos favorables
de la medicina china a base de hierbas, los mecanismos directos de sus moléculas
activas sobre la inhibicion del crecimiento de las lesiones endometridsicas no habian
sido investigados hasta el momento.

La importancia de este trabajo radica en que por primera vez se evalué el efecto
de tres compuestos naturales: acido carnésico, acido rosmarinico y wogonina, sobre
modelos experimentales de endometriosis. Hemos evidenciado un potente efecto
antiproliferativo sobre cultivos primarios de células endometriales estromales humanas
provenientes de biopsias de mujeres controles y mujeres con endometriosis, asi como
también sobre la linea celular endometrial estromal humana T-HESC. EIl &cido
carnosico y la wogonina ademas indujeron arresto del ciclo celular en el estadio G2/M
en la linea celular T-HESC.

Comprobamos ademas la actividad antioxidante del acido rosmarinico sobre
células T-HESC, y descubrimos la capacidad prooxidante de wogonina sobre estas
células.

Conociendo el papel clave de los estrogenos en la endometriosis, resulta
novedoso que wogonina haya sido capaz de disminuir la expresion del receptor de
estrégenos alfa en la linea celular T-HESC. Sin embargo no se detectaron diferencias
en la secrecion de estradiol, indicando que los efectos obtenidos sobre el crecimiento
endometrial no estarian mediados por esta via.

Asimismo, dada la importancia que cumplen los mastocitos en los procesos de
inflamacién y dolor, y basdndonos en los antecedentes observados en las células
estromales sobre la induccién del arresto del ciclo, evaluamos la expresion de 5 genes

que participan activamente en la progresion de G2 a mitosis en la linea celular de



mastocitos humanos HMC1.1. Observamos un efecto similar al que habiamos visto
sobre las células T-HESC. El acido carndsico y la wogonina regularon la expresion de
dichos genes, mientras que el acido rosmarinico no provoco alteraciones.

Complementariamente, en el modelo in vivo de endometriosis experimental
pudimos demostrar que los tres compuestos inhibieron el crecimiento de las lesiones
endometriosicas inducidas quirtirgicamente en los ratones. Luego de cada tratamiento
observamos una disminucion significativa de la proliferacion de las células estromales
y epiteliales de las lesiones y en el caso de los tratamientos con &cido rosmarinico y
wogonina ademas se evidencio un efecto proapoptotico.

Sin perder de vista que queda mucho camino por recorrer, consideramos a estos
resultados como promisorios ya que aportan contundentes evidencias para continuar
en la basqueda de potenciales estrategias terapéuticas para el tratamiento para la

endometriosis.

Palabras clave: endometriosis, acido carndsico, acido rosmarinico, wogonina.



Summary

Natural therapeutic alternatives evaluated for endometriosis treatment

Endometriosis is characterized by the presence of endometrial tissue outside
the uterine cavity. Current therapies are inefficient and carry several adverse effects.
Our objective was to evaluate the effect of carnosic acid (CA) and rosmarinic acid (RA),
compounds found in Rosmarinus officinalis and of wogonin (WG), an active constituent
of Chinese herbal medicine, on experimental endometriosis models. CA 10ug/ml; RA
100pg/ml and WG 80uM inhibited endometrial stromal cells proliferation in primary
cultures and in the endometrial T-HESC cell line (p<0.05). Moreover, CA and WG
induced cell cycle arrest at the G2/M phase (p<0.01) but apoptosis was not
augmented. WG reduced ERa expression in T-HESC (p<0.01), however estradiol
secretion was not altered. Furthermore, RA reduced intracellular ROS accumulation
(p<0.001) while WG increased them, suggesting a pro-oxidant effect (p<0.05). On a
mast cell line, CA and WG regulated the expression of genes involved in G2/M cell
cycle progression. In-vivo, CA 20mg/kg/day, RA 3mg/kg/day and WG 20mg/kg/day
reduced endometriotic-like lesions size (p<0.05). All compounds decreased the
percentage of cells in proliferation (p<0.05), while AR and WG increased the
percentage of apoptotic cells in murine endometriotic-like lesions (p<0.05). These
findings are promising and support further investigation of these compounds as new

therapeutics for endometriosis.

Key words: endometriosis, carnosic acid, rosmarinic acid, wogonin.
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1. Introduccién

1. Introduccidon

Definicion y localizacion de la endometriosis

La endometriosis se define por la presencia de tejido endometrial fuera de la
cavidad uterina predominantemente ubicado en la cavidad peritoneal. Este tejido se
desarrolla en un sitio ectépico y forma lo que se conoce como lesiones
endometrioésicas. Se trata de una enfermedad inflamatoria, cronica y estrégeno
dependiente .

Las lesiones pueden estar constituidas por glandulas secretoras rodeadas de
estroma celular, o bien, pueden estar conformadas sélo por estroma celular que puede
ser compacto 0 laxo de acuerdo a la naturaleza histologica de la lesion . La
endometriosis puede manifestarse a traveés lesiones en la superficie peritoneal,
lesiones de infiltracion profunda peritoneal, lesiones en el ovario y nédulos en el
tabique rectovaginal. La endometriosis peritoneal se caracteriza por la presencia de
implantes endometriales en la superficie peritoneal que pueden ser rojos, negros o
blancos, los que representan distintos estadios de la evolucion de la lesién. La
endometriosis de infiltracion profunda definida como la invasion en profundidad mayor
a 5 mm se caracteriza por lesiones ubicadas en la zona retrocervical, los ligamentos
uterosacros, el espacio rectovaginal y la vejiga. La endometriosis ovarica puede
manifestarse a través de lesiones superficiales o a través de quistes de diversos
tamafios, cuyo contenido caracteristicamente presenta un aspecto achocolatado
denso **° (Figura 1.1.).

Asimismo, a nivel pelviano se pueden encontrar lesiones que comprometen otros
6rganos como recto, sigmoides, apéndice y uréter. Sin embargo, también se ha
reportado la presencia de lesiones endometriésicas en sitios ectOpicos poco
frecuentes como los pulmones, la pleura, y los intestinos °.

Las lesiones endometridsicas responden a las hormonas femeninas y producen
microsangrados en el lugar en el que se encuentran ubicadas, produciendo
inflamacién, dolores y posteriormente cicatrices que adhieren los érganos entre si,

alterando la anatomia normal de la pelvis y su funcién reproductiva "®.
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Lesiones endometriésicas

Ovario

Recto

Utero

Vejiga

Revestimiento endometrial normal

Figura 1.1.: Principales sitios ectépicos donde se localizan las lesiones endometridsicas
Imagen modificada de: http://aia5.adam.com/content.aspx?productld=118&pid=5&gid=000915

Prevalencia de la endometriosis

Se estima que la endometriosis afecta aproximadamente al 10% de la poblacién

59,10

de mujeres en edad reproductiva incrementandose la prevalencia hasta un 40%

d 10,11

en las mujeres que presentan problemas de infertilida y hasta un 50% en las

1 También

mujeres que ademas presentan una dismenorrea moderada a severa
existen casos aislados de mujeres postmenopdausicas y nifias prepuberes con
anomalias uterinas que padecen esta enfermedad ***2,

Otro factor epidemioldgico a considerar es la elevada tasa de recurrencia que
presenta esta patologia, que puede llegar a un 25% en los primeros 2 afios e
incrementarse a un 40-50% a los 5 afios luego de finalizados los tratamientos ***°.
Ademas, es importante mencionar que son cada vez mas concluyentes los estudios
gue reportan un incremento significativo en el riesgo de desarrollar cancer epitelial de
ovario en las pacientes con endometriosis ovarica, principalmente carcinomas de tipo
endometrioide y de células claras ***'.

Esta elevada prevalencia ha transformando a esta patologia en un problema
relevante de salud publica. Si bien Argentina no cuenta con datos estadisticos
oficiales, la Sociedad Argentina de Endometriosis estima que aproximadamente un

millon de mujeres padecen esta enfermedad. En Estados Unidos es la tercera causa
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de internacién ginecoldgica en mujeres adultas menores de 45 afios de edad *® y
genera un costo anual en servicios de atencion médica de aproximadamente unos
61,8 billones de ddélares. Asimismo se ha reportado que en paises europeos como
Alemania, Reino Unido o Francia, la atencion médica de las mujeres que padecen

endometriosis representa un costo econémico de similar magnitud *°.

Etiologia de la endometriosis

La endometriosis fue descripta por primera vez como entidad patoldgica en el
afio 1860 por el patélogo Carl F. von Rokitansky %. A pesar del tiempo transcurrido
todavia no se lograron dilucidar con certeza los mecanismos etiopatogénicos
involucrados en el establecimiento y progresion de la enfermedad.

Diferentes teorias intentan dar explicacion a los posibles origenes de la

endometriosis. Las mas importantes se detallan a continuacion:

Metaplasia celémica

Fue propuesta en 1919 por R. Meyer 2. Se fundamenta en el hecho que tanto el
tejido endometrial como el tejido peritoneal y las células del epitelio superficial que
recubren los ovarios se diferencian a partir de un tejido embrionario comun: el epitelio
celdbmico embrionario. En base a esto, Meyer propuso que la endometriosis se origina
a partir de la membrana celémica mediante un proceso de transformaciéon del tejido
peritoneal o del epitelio ovarico, en tejido de tipo endometrial. Sin embargo, no se tiene
en claro aun cudles serian los factores que inducen dicha transformacion metaplasica.
Si bien no es la hip6tesis mas aceptada para explicar la formacién de los diversos
tipos de lesiones peritoneales, bien podria explicar la formacion de las lesiones

endometriésicas ovaricas, también denominadas endometriomas 223,

Propagacién vascular

En la década de 1920 dos médicos patdlogos J. Halban en 1924 ** y J.A.
Sampson en 1927 *, propusieron en forma independiente una hipétesis que intentaba
explicar la aparicion de focos endometriésicos en sitios distantes de la cavidad
peritoneal. Si bien la endometriosis es una enfermedad benigna, en dicha hipétesis
postularon que células o fragmentos endometriales viables podrian ingresar a la
circulacion linfatica o sanguinea y de esta manera propagarse, mediante el proceso

conocido como metéastasis, a sitios ectopicos distantes. Si bien esta hipotesis es
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también cuestionada, podria explicar la formacién de las lesiones endometridsicas en

sitios anatémicos inusuales como el térax, el cerebro o en las extremidades 222,

Células madres progenitoras

Es la hipdtesis propuesta mas recientemente. En ella se considera el hecho en el
cual el endometrio humano es un tejido dindmico que se somete a ciclos de
crecimiento y regresion con cada fase menstrual. Las células madre progenitoras
presentes en el Gtero son probablemente las responsables de esta notable capacidad

regenerativa 2.

Pero también estas mismas células podrian originar lesiones
endometriésicas si son diseminadas en la cavidad peritoneal mediante el flujo
menstrual retrégrado #. Recientemente se publicé un estudio que aporta evidencia
crucial para sustentar esta hipétesis, dado que en el mismo se ha corroborado la
presencia de células madres endometriales en muestras de sangre menstrual de
pacientes con endometriosis 2 pero, de acuerdo a esta teoria, no sélo las células
madres progenitoras que residen en el Gtero pueden dar lugar a la formacion de
lesiones endometriésicas. También se ha postulado que las células madres
mesenguimales pueden trasladarse por el torrente sanguineo desde otros tejidos tales
como la médula 6sea, y bajo determinados estimulos tendrian el potencial de
reprogramase y diferenciarse en células endometriales que dan lugar a la formacién
de las lesiones endometridsicas, ya sea en la cavidad peritoneal como asi también en

sitios ectépicos inusuales ¥,

Teoria de la implantacion de tejido endometrial por menstruacion
retrégrada

Esta hipotesis fue propuesta por J. A. Sampson en 1927 *%. La misma postula
que las lesiones endometriésicas encontradas en la cavidad peritoneal se originan
como resultado del flujo de tejido menstrual en sentido retrogrado a través de las
trompas de Falopio, el cual transporta y disemina fragmentos endometriales en la
cavidad peritoneal *. Estas células endometriales ectdpicas tienen la capacidad de
sobrevivir en el ambiente peritoneal, implantarse y proliferar en la superficie de

diversos 6rganos o tejidos hasta formar una lesién endometridsica ** (Figura 1.2.).

De las cuatro teorias expuestas, la teoria de la implantacion por menstruacién

retrébgrada propuesta por Sampson es la mas aceptada para explicar la presencia de

11
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lesiones endometriésicas en la cavidad peritoneal. Se han reportado diversas

evidencias que sustentan esta hipétesis, entre las cuales las mas relevantes son:

- Aproximadamente el 90% de las mujeres en edad reproductiva presentan algun
grado de menstruacion retrograda, siendo comun la observacion de reflujo
menstrual en la cavidad peritoneal .

- Se han encontrado células endometriales viables en el liquido peritoneal de
mujeres que padecen endometriosis ***°.

- Se ha corroborado experimentalmente que las células endometriales pueden
implantarse y formar lesiones endometriésicas en la cavidad peritoneal de
ratones hembra inmunosuprimidos >~

- Se ha reportado un aumento de la incidencia de endometriosis en mujeres con

obstrucciones anatémicas en las vias de salida del flujo menstrual %%,

Es importante resaltar que si bien el flujo menstrual retrégrado es un fendGmeno

342 s6lo un 10% de las mismas

fisiolégico normal en la mayoria de las mujeres
desarrolla endometriosis. Por lo tanto el sélo hecho de encontrar tejido endometrial en
la cavidad peritoneal no es suficiente para que una mujer desarrolle la enfermedad.
Actualmente se sabe que los mecanismos etiopatogénicos de la endometriosis son
muy complejos e involucran distintos procesos que se interrelacionan y coexisten en la
cavidad peritoneal. Factores y condiciones de naturaleza hormonal e inmunoldgica
sumados a las caracteristicas intrinsecas del endometrio eutdpico de las pacientes con
endometriosis permiten a las células endometriales ectépicas evadir los sistemas de
inmunovigilancia y sobrevivir en la cavidad peritoneal. Luego, son capaces de
implantarse en un tejido u 6rgano, proliferar hasta convertirse en una lesién
43,44

endometridsica y finalmente desarrollar su propia vasculatura para sustentarse
(Figura 1.2.).
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Figura 1.2.: Mecanismo simplificado que grafica la etiologia de la endometriosis
peritoneal.
Imagen modificada de: “The search for genes contributing to endometriosis risk”. G. W.

Montgomery y col. Human Reproduction Update 2008 *°.

Sintomatologia de la endometriosis

Si bien se conocen casos de pacientes asintomaticas, los principales sintomas
comuinmente asociados a la endometriosis son el dolor pelviano y la infertilidad >**“°.
El dolor pelviano afecta generalmente a un 50-65% de las pacientes con

endometriosis

y puede manifestarse en forma de dismenorrea (dolor menstrual
atipico), dispareunia (dolor durante las relaciones sexuales) o como dolor crénico que
puede ser moderado o severo. Si las lesiones se ubican sobre la vejiga o sobre el
recto, pueden producirse episodios de disuria (dolor al orinar) o disquecia (dolor al

defecar), respectivamente *’. Cualquiera sea la forma en que el dolor asociado a la
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endometriosis se manifieste, interfiere sin duda alguna en el desempefio social de las
mujeres afectadas, en sus relaciones familiares, como asi también en su sexualidad y
bienestar psicolégico, perjudicando sustancialmente su calidad de vida “**°. Muchas
veces el dolor es inhabilitante y requiere de internaciones. En consecuencia, las
pacientes buscan asistencia en grupos de autoayuda de mujeres afectadas, asi como
en profesionales o en terapias alternativas que puedan ayudar a aliviar los intensos
dolores con los que deben convivir.

Otro de los principales sintomas asociados a la endometriosis es la infertilidad la

8,50

cual afecta a aproximadamente el 50% de las pacientes Los mecanismos

fisiopatologicos responsables no se conocen aun con certeza ®

pero desde hace
tiempo son objetivos de una activa tarea de investigacion cientifica. La infertilidad
provoca frustraciones en las pacientes con endometriosis que desean ser madres y
esta situacion muchas veces se agrava debido a que se someten a tratamientos de
fertilizacion asistida largos e invasivos, los cuales no siempre resultan efectivos *.

Algunas de las causas propuestas para explicar las causas de la infertilidad en
mujeres con endometriosis son:

- Presencia de adherencias que causan distorsiones anatdmicas o impedimentos
mecénicos que imposibilitan la correcta fertilizacién del ovocito *2.

- Alteraciones inmunolégicas, como el incremento en numero y estado de
activacion de los macréfagos peritoneales, lo cual resulta en un aumento de la
condicién inflamatoria a nivel local que altera la funcidbn espermatica o la
supervivencia embrionaria >*°*.

- Defectos de receptividad endometrial qgue provocan fallas en la implantacion y/o

calidad ovocitaria disminuida >*°°.

Diagnoéstico de la endometriosis

En lo que respecta al diagnostico de esta patologia, el mismo resulta ser un tanto
complejo debido a la naturaleza no especifica de los sintomas. Dolores pelvianos o
infertilidad se suelen solapar con los sintomas de otras patologias como ser el
sindrome inflamatorio pélvico o el sindrome de intestino irritable °"°%,

Hasta el momento, el Unico diagndstico certero se basa en la visualizacion
directa de las lesiones endometriésicas mediante una cirugia translaparoscopica o
laparotomica y el posterior examen anatomo-patoldgico de las biopsias para confirmar

su entidad. Si bien algunas formas de la enfermedad pueden sugerirse mediante
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técnicas diagndsticas no invasivas como son la ecografia o la resonancia magnética
nuclear para el caso de endometriomas, implantes profundos retroperitoneales o
lesiones ubicadas en el ligamento uterosacro, se han reportado casos de pacientes en
las cuales estos mismos tipos de lesiones no fueron detectadas al utilizar esta
tecnologia ***°. Es por eso que a pesar de la busqueda constante de un método de
diagndstico no invasivo eficaz, aun hoy para confirmar la presencia de la enfermedad
es necesario extirpar y evaluar histolégicamente los implantes endometriésicos °.

Esta desventaja en el diagnéstico impulsa nuevas investigaciones basadas en la
busqueda de metodologias de evaluacion alternativas a la intervencion quirdrgica,
como por ejemplo a través de la valoracion de marcadores moleculares °®°, Sin
embargo, hasta el momento estas herramientas de diagnéstico no se han
estandarizado.

Es importante mencionar que la endometriosis es una enfermedad que esta
subdiagnosticada. La falta de un método de diagndstico no invasivo y el criterio
equivocado tanto de pacientes como de médicos ginecdélogos en creer que el dolor
pelviano intenso previo o durante el periodo menstrual es un evento normal, retrasa el
estudio de sus causas Yy, por consiguiente, demora el diagnéstico de la enfermedad.
En pacientes de 18 a 45 afios, la demora promedio en el diagnéstico es de 6,7 afios *°.
Dado que en la mayoria de las mujeres con endometriosis el inicio de los sintomas
ocurre durante la adolescencia y muchas veces se desestima, una temprana
identificacion de la enfermedad y la administracion de un tratamiento adecuado, sin
duda podrian mitigar el dolor, prevenir la progresion de la enfermedad, preservar la

fertilidad y, en definitiva, mejorar la calidad de vida de las pacientes >,

Clasificacion de la endometriosis

La clasificacion de la endometriosis fue establecida por la Sociedad Americana
de Medicina Reproductiva (ASRM por sus siglas en inglés) y plantea una
categorizacion de la enfermedad en 4 estadios. La Ultima actualizacion de esta
sistematizacion se realiz6 en el afio 1996 °’ y si bien presenta algunas limitaciones,
sigue siendo el sistema de clasificacion utilizado en la actualidad 2.

Al momento de la laparoscopia exploratoria, se realiza una evaluacion de la
localizacién, tipo, tamafio y nimero de las lesiones asi como de las adherencias que
presenta la paciente. En base a estos datos, la ASRM establecié un sistema de

puntuacion ponderada que determina el grado de la enfermedad. De acuerdo a los
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parametros establecidos, la clasificacion de la enfermedad resulta en cuatro estadios:
estadio | o endometriosis minima; estadio Il o endometriosis leve; estadio Ill o
endometriosis moderada y estadio IV o endometriosis severa. En la Figura 1.3. se

muestra un esquema con la clasificacion de la enfermedad.

ESTADIO |, ESTADIO I, ESTADIO I, ESTADIO IV,
Minima Leve Moderada Severa
- e e Retg e,
=2 % = N ;\\I///
N > L J e [ ¢ 4 2 p 0l e
s 5 2 B T T
i L 3

Figura 1.3.: Clasificacién de la endometriosis

Imagen modificada de: http://endometriosisweb.com/endometriosis-severa/

Algunas de las limitaciones de esta clasificacion comprenden la escasa
correlacion de los distintos estadios con los sintomas de la enfermedad, la baja
capacidad de prediccién de la tasa de embarazo posterior al tratamiento quirtrgico y el
hecho de no describir adecuadamente la endometriosis profunda, entre otras. En los
tltimos afios se han intentado proponer nuevos sistemas de clasificacion que tengan
en cuenta estas limitaciones y complementen satisfactoriamente el sistema definido

por la ASRM pero ain no han podido ser implementados .

Mecanismos fisiopatolégicos de la endometriosis

Si bien se considera a la teoria de la menstruacion retrégrada propuesta por
Sampson como aquella que mejor podria explicar la presencia de células
endometriales en la cavidad peritoneal, el hecho de que mas del 90% de las mujeres
presente flujo menstrual retrogrado pero sélo algunas desarrollen endometriosis da
indicios de que existen otros factores involucrados en la etiopatogenia de esta
enfermedad **. Estos factores, detallados a continuacion, contribuyen sustancialmente
a que los fragmentos de tejido endometrial diseminados en la cavidad peritoneal
sobrevivan, implanten, invadan el peritoneo y proliferen hasta formar la lesion

endometridsica %,
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Caracteristicas del endometrio eutopico de mujeres con endometriosis

El estudio del endometrio eutépico de las pacientes con endometriosis ha
intentado arrojar luz sobre algunas de las caracteristicas genéticas, bioquimicas y

71,72

funcionales de sus células En la actualidad, sabemos que las mujeres que

padecen de endometriosis presentan caracteristicas diferenciales en el endometrio

73,74

eutdpico , que sumadas a las alteraciones inmunol6gicas a nivel peritoneal,

favorecen el establecimiento y crecimiento de las lesiones endometridsicas >***.
Diversos estudios han demostrado que las pacientes con endometriosis
presentan indices de apoptosis disminuidos en el tejido endometrial eutépico °~'8, que
se acompafia por un aumento significativo en la expresion de la proteina
antiapoptética Bcl-2, y una consecuente disminucion de su contraparte proapoptotica
Bax °®. Estos trabajos sugieren la existencia de una predisposicion de las células
endometriales eutdpicas a ser resistentes a la apoptosis, lo cual aumenta la

susceptibilidad del tejido endometrial a sobrevivir en un sitio ectépico 284,

El rol del sistema inmunoldgico

El sistema inmunolégico estd ampliamente involucrado en el desarrollo de esta
enfermedad siendo en parte el responsable de la supervivencia de las células
endometriales en sitios ectépicos. Se sugirié que en las mujeres con endometriosis,
las células endometriales provenientes del reflujo menstrual no son reconocidas de
manera eficiente por el sistema inmunolégico ya sea debido a una incapacidad del
mismo para responder a los antigenos endometriales, debido a que esos antigenos
son anormales, o debido a que el reflujo es tan abundante que superan la capacidad
de desafio de las células inmunitarias peritoneales ?®®°. Si bien es un tema complejo
en abordar y aunque no es tema central de este trabajo de tesis doctoral, debido al
importante rol del sistema inmunoldgico en la fisiopatologia de la endometriosis,
hemos decidido explicar brevemente la participacion de los principales tipos celulares

involucrados:

- Macréfagos: Los macrofagos constituyen la poblacion de células inmunolégicas
mas abundantes en el liquido peritoneal y en el endometrio eutdpico y ectopico de

mujeres con endometriosis %%’

Los macréfagos tisulares que se encuentran
infiltrando las lesiones endometriésicas muestran un incremento de su capacidad
secretora liberando en la cavidad peritoneal una serie de factores inmunomoduladores
como el Factor de Crecimiento Transformante B (TGF-B) y la Prostaglandina E,

(PGE,), ademas de citoquinas proinflamatorias como Interleuquina (IL)-6, IL-1B y el
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Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a) "#%°_ Estos factores promueven la adhesion de
las células endometriales al peritoneo, la invasion del tejido ectdpico y su proliferacion,
resultando de vital importancia en el proceso etiopatogénico de la enfermedad °*%2.
Las células inmunoldgicas son reclutadas al sitio ectopico donde se establece la
lesion, mediante la accién de factores quimiotacticos, como la Proteina Quimiotactica
de Monocitos secretada por las células endometriésicas y por los macréfagos

activados %%,

Sin embargo, aunque su capacidad secretora se encuentre
incrementada, la capacidad fagocitica de los macréfagos peritoneales se encuentra
seriamente limitada debido a la disminuida expresion de algunos de los receptores de
membrana que tienen a su cargo dicha funcion, como por ejemplo el receptor
“scavenger” CD36 *>%. La deficiencia de los macréfagos en el reconocimiento y
eliminacion de las células endometriales ectopicas contribuye al establecimiento de las

lesiones.

- Células citotéxicas naturales (NK, natural Killer en inglés): Se trata de
linfocitos citotdxicos efectores que pueden reconocer e inducir la lisis de células
deletéreas °"%®. Se ha demostrado que las células NK de sangre periférica y las
células NK peritoneales tienen una funcién citotdéxica reducida en las mujeres con

endometriosis %°.

Si bien aun no se conocen completamente los mecanismos
involucrados en la disminucion de su funcionalidad, se sabe que los receptores
denominados Receptores Inhibidores de las Células NK (KIRs) cumplen un rol
fundamental. Se ha reportado que la expresion de KIRs en las células NK peritoneales
de mujeres con endometriosis se encuentra incrementada en relacion a mujeres
controles % Otros autores consideran que la disminucién en la funcionalidad de
las células NK se debe a factores solubles presentes en el liquido peritoneal capaces
de inhibir su actividad '°°*. Se ha visto que, por ejemplo, IL-6, IL-15 y TGF-B1
desempefian un papel crucial en la reduccién de la actividad de las células NK en

pacientes con endometriosis 7.

- Linfocitos: La respuesta inmune adaptativa mediada por los linfocitos T
citotoxicos, colaboradores y reguladores, ademas de los linfocitos B, tiene un papel
importante en la fisiopatologia de la endometriosis '®'%. Se ha reportado que la
citotoxicidad de los linfocitos T contra las células endometriales autélogas se reduce
significativamente en las mujeres con endometriosis en relacion al grupo de mujeres
control *®**2 Uno de los mecanismos probables involucrados en este fenémeno de

escape inmunoldgico se basa en la expresion del ligando proapoptético FasL por parte
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de las células endometriésicas, el cual al unirse a su receptor Fas expresado por los

linfocitos T citotdxicos induce la muerte por apoptosis de los mismos **3.

Mecanismos involucrados en la supervivencia de las células

endometridsicas en un sitio ectopico

El principal mecanismo de crecimiento de las células endometriésicas en la
cavidad peritoneal es mediado por las hormonas esteroideas, las cuales tienen un
papel primordial en la patogénesis de la endometriosis °****. Como se ha sefialado
anteriormente la endometriosis ha sido identificada como una patologia dependiente
de estrogenos ***°. En ese sentido, uno de los hallazgos mas relevantes ha sido la
deteccidén de aromatasa P450, enzima responsable de la conversién de andrégenos a
estrogenos, en el tejido endometrial eutdpico y ectbépico de pacientes con
endometriosis %7,

Para explicar la mayor predisposicion de algunas mujeres a desarrollar
endometriosis, varios estudios se han focalizado en las diferencias de expresién de los

receptores hormonales entre el tejido endometrial eutépico y el ectépico > Se

115

hallaron polimorfismos tanto para los receptores de estrogeno (ER) “ como para los

119120 5si como alteraciones en la expresion de PR-A 'y PR-B *?

de progesterona (PR)
en asociacion con la endometriosis.

Estudios utilizando ratones con endometriosis ERa™ y ERB” y moduladores
selectivos de los receptores de estrégenos revelaron funciones esenciales de ambas
isoformas del receptor de estrogeno en el desarrollo de lesiones endometridsicas
122123 Asimismo se revel6 que ERa promueve la proliferacion, la adhesion, la
angiogénesis asi como también modula la sefializacion de la inflamaciéon en las
lesiones '**. Por su parte, ERpB tiene un papel predominante en la supervivencia e
invasion de las células endometrdsicas '*°. Se reportd también que los niveles de
ARNm del ERB se encuentran significativamente aumentados en las células
endometriésicas comparado al endometrio eutdpico normal **°. Un trabajo publicado
recientemente también revelo el rol predominante del ER( en el desarrollo de lesiones
endometriosicas inducidas en raton. Entre los mecanismos desarrollados por las
células endometridsicas para evadir la vigilancia inmune se observé que el ERB inhibe
la apoptosis inducida por el TNFa, promueve la proliferaciéon y mejora la adhesion asi
como la capacidad invasiva de las células *?°.

Ademas, se ha reportado que los estrégenos estimulan la expresion y la

actividad de ciclooxigenasa 2 (COX-2), y en consecuencia la sintesis de PGE,, siendo
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este Ultimo uno de los factores proinflamatorios caracteristico de esta enfermedad
121128 por |o tanto se ha propuesto que la produccién de estradiol en el tejido
endometriésico induce un proceso de retroalimentacion positiva dado que incrementa
la transcripcion de COX-2, la consecuente sintesis de PGE,, y este ultimo factor a su
vez aumenta la expresion de la aromatasa P450. De esta manera, se mantienen los
elevados niveles locales de estradiol, promoviéndose el crecimiento y supervivencia de
las lesiones endometridsicas en el sitio ectopico **4*#°*® (Figura 1.4.).

Por otro lado, estd ampliamente aceptado que la progesterona contrarresta el
efecto proliferativo que ejerce el estradiol en el endometrio secretor normal **® dado
que induce la expresion de la enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (1783-
HSD-2), la cual convierte el estradiol en estrona, que es un estrdgeno menos potente
131 Sin embargo, se ha comprobado que en las lesiones endometridsicas la expresion
de los genes diana regulados por la progesterona, como el de la enzima 17p3-HSD-2,
se encuentra sensiblemente reducida dado que la presencia de los receptores de
progesterona en las células endometridsicas es practicamente inexistente. Como
consecuencia, se incrementan los niveles de produccion de estradiol en las lesiones

69,132

endometridsicas completdndose asi el ciclo de retroalimentacion positiva

esquematizado en la Figura 1.4..

El estrés oxidativo en la endometriosis

Se sabe que las especies reactivas del oxigeno (ERO) tienen un papel
importante en la modulacién de muchas funciones fisiologicas. Sin embargo, cuando
existe un desequilibrio entre la produccion de ERO y la defensa antioxidante se
produce lo que se conoce como estrés oxidativo, evento que ha sido ampliamente
descripto en endometriosis 3373,

La principal causa del estrés oxidativo en endometriosis corresponde al
desarrollo de un proceso inflamatorio crénico como consecuencia de la continua
activacion de macrofagos peritoneales y liberacion de citoquinas proinflamatorias tales
como IL-2, IL-4, IL-10, TNF-a e interferon gamma (IFN-y) "**'. Complementariamente
se vio que las mujeres con endometriosis presentan niveles significativamente mas
bajos de enzimas antioxidantes como superéxido dismutasa y glutation peroxidasa en
el liquido peritoneal siendo ambas componentes claves en el proceso de

descomposicion de radicales libres 8,
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Se reporté ademas que la enzima oOxido nitrico sintasa inducible (iNOS) esta
sobre activada en macréfagos aislados de pacientes con infertilidad asociada a la
endometriosis y liberan niveles superiores de 6xido nitrico (ON) en comparacién a las
muijeres controles sin endometriosis **. Es conocido que el ON desempefia un papel
fisiol6gico importante en los procesos reproductivos femeninos incluida la ovulacion, la
motilidad y la fertilizaciéon de los espermatozoides, la implantacion, el embarazo y el

140

parto La generacién excesiva de ON por los macréfagos activados afecta

negativamente la fertilidad al modificar la composicién del entorno peritoneal y
perjudicar la ovulacion, la fertilizacion y el desarrollo embrionario temprano %,
Asimismo, el ON es capaz de reaccionar con el anion superoxido (0,) para formar
peroxinitrito (OONQO’) un potente agente oxidante capaz de dafiar macromoléculas y
promover la inflamacion ***,

A su vez, el ON contribuye al crecimiento endometriésico e inflamacion
anteriormente mencionado promoviendo la sintesis de estradiol en las lesiones
endometriosicas ya que es capaz de activar la COX-2; lo que a su vez, produce el
incremento de los niveles de PGE, y aromatasa '**. El aumento resultante de
estrogenos estimula la expresion génica de la enzima 6éxido nitrico sintasa endotelial
(eNOS) e iINOS cerrandose asi el ciclo de retroalimentacién positiva que mantiene la
produccion de ERO y contribuye a la inflamacion local **° (Figura 1.4.).

Asimismo, otra causa desencadenante del aumento de ERO en el liquido
peritoneal de pacientes con endometriosis es el aumento de los niveles de hierro 4%
debido a la presencia de eritrocitos provenientes de la menstruacion retrograda o por
hemorragias de lesiones preexistentes '*°. Se sabe que ciertos cationes metéalicos

como el hierro (Fe*"?*

), contribuyen significativamente a la generacion de ERO a
través de la reaccion de Fenton **’. Por tal motivo, la sobrecarga de hierro promueve el

estrés oxidativo y con ello la respuesta inflamatoria en endometriosis.
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*Promueve el estrés oxidativo, afecta
la fertilidad y aumenta la inflamacién
*Promueve la angiogénesis en las
lesiones endometridsicas

Acido araquidénico

L-arginina L-citruling + B0] || ey 55 0

Promueve la
/ m inflamacién y el
dolor, inhibe la
iNO apoptosis
| iINOS \l, Por
Estrona Androstenediona
Promueve la \
proliferacién y Expresion deficiente
crecimiento de células Progesterona = Enderaiasie
endometridsicas

Expresion baja o nula de PR en
células endometriésicas

Figura 1.4.: Crecimiento y supervivencia de las lesiones endometriésicas en sitios
ectépicos.

Se favorece gracias a un proceso de retroalimentacion positiva que mantiene elevados los
niveles locales de estradiol. El estradiol estimula la expresion de COX-2 de manera directa y
también de manera indirecta induciendo la expresién de las enzimas INOS y eNOS que
sintetizan ON a partir de L-arginina. EI ON ademas de estimular la expresion de COX-2 es
capaz de reaccionar con el 0, para formar OONQO’, un potente agente oxidante que contribuye
al estrés oxidativo. Como consecuencia al aumento de COX-2, se produce un incremento de
los niveles de PGE; lo que promueve la inflamacién y el dolor. A su vez, estimula la expresion
de aromatasa, enzima encargada de convertir la androstenediona en estrona. Por ultimo,
debido a que los PR en las células endometriésicas son practicamente inexistentes y la
expresion de 173-HSD-2 resulta ineficiente, la produccion de estradiol en las lesiones
endometridsicas se ve aln mas favorecida.

COX-2: ciclooxigenasa 2; iNOS: oxido nitrico sintasa inducible; eNOS: oxido nitrico sintasa
endotelial; ON: d6xido nitrico; 0, anion superoxido; OONQ': peroxinitrito; PGE,: prostaglandina
E,; PR: receptor de progesterona; 17B-HSD-2: 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2;

ERO: especies reactivas del oxigeno.
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Resulta evidente entonces que el desequilibrio en el estado de 6xido reduccién
es un actor fundamental tanto del desarrollo como de la progresion de la endometriosis
y se postula que puede ser el blanco de nuevos enfoques terapéuticos para tratar e

idealmente, para prevenir la recurrencia de la endometriosis 2.

Investigaciones
llevadas a cabo estos ultimos afos reportaron los efectos de diferentes agentes
antioxidantes naturales, como ser las vitaminas C y E; el resveratrol, un flavonoide
abundante en las uvas vy frutos rojos; polifenoles como el xanthohumol y el galato de
epigalocatequina (EGCG), presentes en el lupulo y en el té verde respectivamente;
ente otros, en modelos experimentales de endometriosis. Todos ellos demostraron
efectos positivos en lo que respecta a la inhibicién del desarrollo y la progresion de la
endometriosis en estudios tanto in vitro como in vivo que se resumen en el trabajo
publicado recientemente por Harlev y col. **.

Sin embargo es importante mencionar que el uso de antioxidantes también
puede resultar controversial en ciertas situaciones considerandose como un arma de
doble filo **°: si bien por un lado actuaria positivamente disminuyendo la inflamacién
cronica y evitando el desarrollo de un microambiente carcinogénico, por otro lado
podria actuar negativamente al inhibir la apoptosis que se desencadena de manera
fisiol6gica como consecuencia del aumento exacerbado de las ERO en las células

endometriésicas *°.

Dolor asociado a la endometriosis

Considerando que el intenso dolor pelviano es uno de los sintomas principales
asociados a la endometriosis, se han realizado estudios a partir de los cuales se ha
demostrado que la inervacién neuronal de las lesiones endometriésicas tiene un papel
relevante en la fisiopatologia de esta enfermedad ****?. El nimero de fibras nerviosas
identificadas en las lesiones endometriésicas es sustancialmente mayor que el

153154~ Asimismo, el dolor

observado en el tejido peritoneal de mujeres sanas
relacionado con la endometriosis que tipicamente se lo asocia a los niveles elevados
de PGE,, también podria ser causado por diversos agentes neuroactivos
proinflamatorios como el factor de crecimiento nervioso (NGF) que sensibiliza los
terminales de las fibras nerviosas sensoriales. En concordancia con esta afirmacion,

se demostro una alta expresion de NGF y su receptor en las lesiones endometriosicas
155,156
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Ademas, si bien los mastocitos son conocidos por su participacion en reacciones

157

alérgicas ', existe evidencia de que también juegan un papel importante en la

patogénesis del dolor crénico y neuropatico en muchas condiciones patolégicas,

incluso en endometriosis .

Distintos trabajos han reportado que las lesiones
endometriésicas humanas contienen un mayor nimero de mastocitos que los tejidos
no afectados '***%. También se demostr6 que el factor de células madre (SCF,
también conocido como ligando kit), el principal factor de crecimiento, diferenciacion y
factor quimioatractante para los mastocitos, se encuentra aumentado en el liquido

164 Este aumento fue mas evidente en

peritoneal de mujeres con endometriosis
lesiones de infiltracion profunda y en las proximidades de las fibras nerviosas '*°. Se
ha encontrado ademas, que el dolor en la endometriosis profunda se correlaciona con
una mayor infiltraciébn de mastocitos cerca de terminaciones nerviosas periféricas, lo
que sugiere un efecto directo de los mismos sobre la sensibilizacién periférica **.
Debido a estos antecedentes, se cree que existe una retroalimentacion positiva entre
los mastocitos y las neuronas. Los mediadores secretados por los mastocitos, entre
los que se incluyen histamina, TNF-qa, triptasa, prostaglandinas, serotonina, IL-1 y
NGF, son capaces de sensibilizar y/o activar a las neuronas nociceptivas primarias,
mientras que los neurotransmisores, como la sustancia P o NGF, pueden
desencadenar la degranulacién de los mastocitos y promover la quimiotaxis *°.

Por todo lo anteriormente detallado, se sugiere que la inhibicion de la funcién de
los mastocitos podria considerarse una nueva alternativa para tratar el dolor asociado

a esta enfermedad *°°.

Terapéutica de la endometriosis

Actualmente no existen tratamientos capaces de curar por completo la
endometriosis. Sin embargo, es posible tratar los principales sintomas que genera esta
enfermedad y restringir transitoriamente el crecimiento de las lesiones
endometriosicas. El éxito de los tratamientos es muy variable: pueden ser efectivos en
mayor o menor medida en algunas pacientes o no producir beneficio alguno en otras
1677189 | a estrategia terapéutica adoptada depende principalmente del tipo y gravedad
de los sintomas a tratar, del interés de la mujer por lograr un embarazo, de su edad y
de su historia clinica. También deberan considerarse los potenciales efectos

secundarios no deseados que el tratamiento puede generar en la paciente *°.

24



1. Introduccién

Tratamiento quirudrgico

Es el primer tratamiento de eleccion recomendado por la Sociedad Europea de
Reproducciéon Humana y Embriologia (ESHRE) y por la Sociedad Americana de
Medicina Reproductiva (ASRM) *°!* Tiene como objetivo la remocién de los
implantes endometridsicos visibles, y la eliminacién de adherencias causadas por los
mismos. En la mayor parte de los casos se lleva a cabo mediante una intervencion
laparoscopica “"'"?. Se recurre a esta estrategia terapéutica no sélo para evitar el
continuo crecimiento de las lesiones, sino también para intentar reducir el dolor
pelviano y el grado de infertilidad °°. La localizacion de las lesiones endometridsicas es
critica, dado que la remocion quirdrgica de las mismas podria afectar por ejemplo la
reserva ovarica en los casos de intervenciones por endometriomas o alterar la
anatomia y funcionalidad de otros 6rganos como la vejiga o los intestinos **'", La
desventaja que presenta esta técnica quirargica es la dificultad a la hora de erradicar
por completo las lesiones de tamafio microscopico. Debido a esto la posibilidad de
recurrencia de la enfermedad puede llegar a un 25% en los primeros 2 afios e
incrementarse a un 40-50% a los 5 afios de culminado el tratamiento '*. Es
indispensable también la experiencia del médico cirujano interviniente quien debe
poseer un entrenamiento adecuado, ya que algunas lesiones pueden pasar
inadvertidas para el ojo inexperto. La infraestructura del centro médico es importante
también. La realidad indica que en nuestro pais muy pocos hospitales publicos
cuentan con equipos de laparoscopia disponibles para estas practicas en el Servicio

de Ginecologia.

Tratamiento farmacoldgico

Consiste en la administracion de farmacos dirigidos a suprimir temporalmente el
crecimiento de los implantes ectopicos, reducir la inflamacion a nivel peritoneal y los
sintomas de dolor, motivo por el cual en muchos casos este tipo de tratamiento se
debe administrar a largo plazo. Estos medicamentos se suelen utilizar como terapia
complementaria post-quirdrgica, y su eleccién por parte del médico depende del
estadio de la enfermedad, del éxito de la cirugia en erradicar todas las lesiones
visibles, de la edad de la paciente y de su deseo de concebir. Es importante destacar
gue estas estrategias terapéuticas promueven principalmente la inhibicion de la
sintesis de las hormonas ovaricas o bloquean su accion en los tejidos donde estas

hormonas desempafian su funcion, por lo tanto retrasan la posibilidad de lograr un
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embarazo hasta tanto se discontinle su administracién, con la problematica que esto

conlleva a mujeres de edad avanzada deseosas de concebir *¢&17417%,

Los tratamientos hormonales incluyen los anticonceptivos orales y los analogos
de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH, segun sus siglas en inglés) como
tratamientos de primera linea. También se utilizan progestagenos y, en menor medida,
los agentes androgénicos.

Los anticonceptivos orales combinados, conformados por derivados de
estrégenos y progestagenos (analogos funcionales de la progesterona), son utilizados
en el tratamiento de la endometriosis ya sea en forma ciclica o continua,
especialmente en mujeres jovenes que no buscan un embarazo y/o que 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
quirargicamente. Inhiben la ovulacion, disminuyen los niveles de gonadotrofinas y
disminuyen el flujo menstrual *"®. Son utilizados en el tratamiento de esta patologia por
tener buena tolerancia, menor costo y menor impacto metabdélico comparado a otros

medicamentos 17®

. Algunos efectos secundarios no deseados incluyen: sangrado
irregular, ganancia de peso, hinchazén y dolores de cabeza **’. Es importante tener en
cuenta también, que los anticonceptivos orales combinados tienen un componente
estrogénico y esto podria resultar en una estimulacion de la enfermedad . Ademas,
los que se administran en forma ciclica, al permitir el sangrado, provocarian
contaminaciéon de la cavidad peritoneal con tejido endometrial y podrian estimular el
crecimiento de los implantes endometriésicos .

Otra opcidn terapéutica consiste en la administracion de analogos de GnRH, los
cuales tienen como funcion inhibir el eje enddécrino hipotalamo-hipofisis-ovarios,
interrumpiéndose de esta manera el ciclo menstrual y generando un consecuente
estado hipoestrogénico que reduce la actividad metabdlica de las lesiones
endometridsicas y por consiguiente el dolor asociado a la endometriosis. Sin embargo,
este tratamiento tiene efectos adversos considerables dado que la disminucién de los
niveles de estrégenos puede generar hipotrofia genital y/o la desmineralizacion del
tejido 6seo, entre otros efectos indeseadas, motivo por el cual no es recomendable
administrarlo por periodos de tiempo mayores a 6 meses ">,

Las progestinas constituyen otra opcion terapéutica que también actia sobre el
eje hipotalamo-hipdfisis-ovario, suprimiendo la ovulacién y disminuyendo los niveles de
estrégenos en plasma **"*"’. Tienen efectos directos sobre el endometrio causando la

atrofia tanto del tejido endometrial eutépico como de las lesiones endometriésicas *’®.

26



1. Introduccién

La eliminacién del flujo menstrual, evitando la contaminacién de la zona peritoneal y su
buena tolerancia las posicionan como una alternativa apropiada si la paciente no
busca el embarazo '”’. Si bien en los Ultimos afios se ha propuesto en el mercado
farmacoldgico a la progestina dienogest como un tratamiento especifico para la

endometriosis 17°18°

, un estudio comparativo concluyé que este medicamento no
resulta mas beneficioso que otros progestagenos o que los anticonceptivos orales
combinados . Ademas del sangrado irregular frecuente *®, recientemente se report6
que dienogest administrado por 12 meses, provoca reduccion de la densidad 6sea %,

Por dltimo, los agentes androgénicos, como el danazol, inducen amenorrea
suprimiendo el eje hipotalamo-hipofisis-ovario, aumentando la concentraciéon sérica de
androgenos y disminuyendo la de estrégenos *. Hace algunos afios, varios estudios
confirmaron la eficacia del danazol en el alivio de los dolores asociados a la

183—

endometriosis 18 Sin embargo, este compuesto tiene la desventaja de poseer

propiedades anabdlicas, lo que se traduce en efectos secundarios tales como

186 Debido a estos

ganancia de peso, mialgia, acné, piel grasa e hirsutismo
indeseados efectos adversos, en la actualidad el uso de danazol para el tratamiento de
endometriosis es limitado y ha sido reemplazado por las otras opciones terapéuticas
mencionadas %,

Como terapia farmacolégica complementaria, también suelen administrarse
drogas antiinflamatorias no esteroideas (AINES) para mitigar los dolores. Si bien se ha
reportado que su mecanismo de accidn se basa, en parte, en la inhibicién de la
sintesis de PGE, por medio de la inhibicion de las enzimas COX '*, su eficacia para
tratar los dolores asociados a la endometriosis aiin es materia de controversia '™,

Asimismo, se han evaluado tratamientos farmacolégicos alternativos, muchos de

I 168,169

los cuales aun se encuentran en la fase experimenta como por ejemplo la

administracion de inhibidores de la enzima Aromatasa P450 81 inhibidores

190.
2 90

selectivos de la enzima COX- ; drogas que bloquean la accion del factor

proinflamatorio TNF-a *"**"*; drogas antiangiogénicas como inhibidores del factor de

y

crecimiento del endotelio vascular (VEGF) o agentes angioestaticos %1%

167,193

moduladores selectivos de los receptores de estrégeno , entre otros.

Terapias alternativas: Las ventajas de los compuestos naturales

Como se detallé anteriormente, al dia de hoy la endometriosis no cuenta con un
tratamiento curativo sino que aquellos disponibles no hacen mas que atenuar las

consecuencias de la enfermedad sin atacar sus causas. Esto las hace poco efectivas,
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ya que si bien producen mejoras temporales, al largo plazo traen arraigados efectos

secundarios no deseados %17

Dada esta situacion, la busqueda de nuevas
estrategias terapéuticas mas eficientes, que apunten al mecanismo etipopatogénico
involucrado en la endometriosis y que acarreen menos efectos colaterales, es
constante. Ademas, debido a la alta tasa de recurrencia observada al interrumpir el
tratamiento hormonal **, cada vez méas se esta pensando en buscar alguna alternativa
terapéutica que pueda administrarse por plazos prolongados y que a su vez no
comprometa al bienestar de la paciente, ni interfiera con la posibilidad de lograr un
embarazo.

Las propiedades medicinales de las plantas han sido valoradas desde tiempos
antiguos hasta nuestros dias. Es por eso, que los productos de origen natural estan
siendo estudiados por sus propiedades medicinales en distintas patologias, entre ellas
el cancer y la endometriosis. Recientes avances en la investigacion del cancer se han
centrado en el uso de extractos y compuestos bioactivos presentes en las plantas ***
197 " Asimismo nuestros y otros estudios en endometriosis respaldan la investigacion de
productos botanicos novedosos, potencialmente seguros y bien tolerados como
agentes terapéuticos innovadores 3619829,

El uso de compuestos naturales proporciona la posibilidad de administraciéon a
largo plazo con poca o ninguna toxicidad asociada a los pacientes **'®*. Ademas, es
bien sabido que compuestos naturales farmacolégicamente activos pueden dirigirse a
multiples vulnerabilidades de las células cancerosas, sin toxicidad para las células
normales .

Hace algunos afios nuestro grupo ha comenzado una busqueda de posibles
fitoterapéuticos para el control de la endometriosis, estudiando dos productos
provenientes de los frutos rojos y del té verde, resveratrol y EGCG, respectivamente.
Los resultados de estas investigaciones demostraron claros efectos inhibitorios de los
compuestos naturales estudiados sobre el desarrollo de la endometriosis experimental
199 La continuacion de esta busqueda, nos ha conducido a proponer el estudio de los
compuestos bioactivos de dos especies vegetales con probados efectos terapéuticos

beneficiosos en otras patologias: Rosmarinus officinalis y Scutellaria baicalensis.

Romero

El romero pertenece al género Rosmarinus, familia Lamiaceae y su nombre
cientifico es Rosmarinus officinalis. Es una planta conocida y utilizada desde los

tiempos mas antiguos por sus propiedades medicinales con aplicaciones terapéuticas
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para una amplia gama de enfermedades tales como trastornos respiratorios,
problemas estomacales y enfermedades inflamatorias °2%°®. Si bien no es nativa, se
cultiva en nuestro pais con éxito en la provincia de Cérdoba, en la region de Cuyo y en
el sur de la Argentina. En un trabajo de identificacion de plantas medicinales utilizadas

por los mapuches y tehuelches 2°42%

se reportdé que el romero es usado por sus
propiedades antiespasmodicas, antioxidantes, analgésicas, antiinflamatorias vy
antisépticas por estas comunidades nativas en el sur de Argentina y Chile. Asimismo,
tradicionalmente es aceptado su uso para aliviar dolores durante el periodo y reducir el

flujo menstrual 2%

El extracto de hojas de romero esta compuesto por aceites volatiles, flavonoides,
polifenoles y terpenoides siendo el acido carnésico y el &cido rosmarinico los
compuestos bioactivos mas abundantes. Por su estructura quimica, el &cido carndsico
es un diterpeno fendlico y el acido rosmarinico, un polifenol (Figura 1.5.). Ambos
compuestos son los maximos responsables de la actividad antioxidante del arbusto 2°®
299 Se demostré ademas que reducen la inflamacién a través de la inhibicion selectiva
de COX-2, de la disminucion de la produccién de ON y de la inhibicién de la expresion
de IL-18 y TNF-a 2**#! por otro lado, en lo que hace al control del dolor, los
compuestos bioactivos del romero han demostrado poseer efectos antinociceptivos

cuando fueron evaluados en distintos modelos in vivo 212213,

Asimismo, se le han atribuido al romero funciones antitumorales 2°7%1%2!1
Estudios in vitro realizados en diversas lineas celulares han reportado que el acido

208,214-216

carnésico y el acido rosmarinico inhiben la proliferacion tumoral Los

mecanismos de accién de estos compuestos incluyen la regulacion de la expresion de

y la
induccion de apoptosis a través de la via intrinseca ?*° o a través del control de la via

metaloproteinasas, la inhibicién de la sefializacion intracelular de STAT3 #7219

de Akt/IKK/Nf-kB ?°, Ademas se ha reportado la induccion del arresto del ciclo celular
mediante la degradacion proteasomal de ciclinas y de importantes proteinas
reguladoras del ciclo en cultivos primarios de glioblastomas humanos ?*. Un anélisis
proteémico reciente realizado en células humanas de cancer de colon reporté que el
tratamiento con la fraccion polifendlica del extracto de romero indujo la inhibicion del
crecimiento y la activacion del factor nuclear eritroide-2 (Nrf2), el cual regula la
expresion de numerosos genes de enzimas destoxificantes y antioxidantes 2. Los
efectos antitumorales también incluyen mecanismos antimetastasicos o antiinvasivos
223y antiangiogénicos ?**#** Derivados del romero incrementaron el efecto citotoxico

del 5-fluorouracilo en diferentes lineas celulares de cancer de colon. Este hallazgo es
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muy promisorio debido a que estos biocompuestos lograron sensibilizar a células
cancerigenas que se habian vuelto resistentes al tratamiento quimioterapéutico
habitual %,

Los estudios in vivo que sustentan los hallazgos inhibitorios del crecimiento
tumoral se han realizado en modelos animales de cancer de préstata ?*° y cancer
colorectal entre otros ?*’. Ademas, Xu y col. comprobaron en un modelo animal de
cancer de pulmén que el acido rosmarinico es antimetastasico ?*. Hasta el momento
no se reportaron ensayos clinicos realizados en pacientes que sufren de cancer ni de

endometriosis tratados con extractos o derivados del romero.

Rosmarinus officinalis OH
OH

Acido carnésico

HO
OH
Acido rosmarinico

Figura 1.5.: Acido carnosico y acido romarinico.
Compuestos bioactivos presentes en las hojas del romero (Rosmarinus officialis).

Imagen modificada de https://es.pngtree.com/freepng/rosemary-branches_1919949.html

Medicina herbaria chinay Wogonina

La medicina china a base de hierbas (CHM) esté siendo utilizada por millones de
pacientes con endometriosis con excelentes resultados en el alivio de los sintomas y

en el incremento de la fertilidad 22722

Estudios Cochrane confirmaron que los
resultados de la utilizaciobn de este tipo de terapéutica, en cuanto al alivio de los
sintomas y al éxito del embarazo, son comparables a la administracion de gestrinona y
mejores que los obtenidos con danazol *%**, La ventaja de la CHM sobre las

mencionadas terapéuticas hormonales es que no provoca efectos adversos y ain mas,
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disminuye el dolor premenstrual y mejora los parametros de fertilidad y la tasa de
embarazos comparada a la medicina tradicional occidental *2?*, A pesar de estos
claros beneficios, no se conoce el modo de accidon especifico de esta combinacién de
hierbas. Dada la importancia que posee la fitomedicina probada por millones de
pacientes con distintas dolencias en el continente asiatico, son fundamentales los
esfuerzos que se realicen por identificar moléculas activas responsables de los efectos
benéficos de esta terapéutica.

Scutellaria baicalensis, conocida en China por su nombre Huang Qin, es una
planta originaria del continente asiatico, perteneciente al género Scutellaria y a la
familia Lamiaceae. Es una de las hierbas fundamentales que componen la CHM,
utilizada tradicionalmente para tratar enfermedades cardiovasculares, inflamatorias,

respiratorias e infecciones gastrointestinales 2%,

La raiz de esta planta contiene
wogonina (Figura 1.6.), un flavonoide que constituye una de las principales moléculas
bioactivas de la CHM ?**%*® Wogonina ha sido involucrada en procesos antitumorales,
antiinflamatorios, antiproliferativos y proapoptéticos ****°. Se han identificado claras
vias moleculares involucradas en la accién anticancerigena de wogonina 2324,
Estudios in vitro en diferentes lineas tumorales demostraron que este flavonoide es
capaz de controlar el crecimiento celular ?*2. Algunos de los mecanismos involucrados
en dicho control fueron reportados en diferentes trabajos cientificos. Se observd que
wogonina induce apoptosis en células T malignas 2*°, inhibe el crecimiento de células
de cancer de ovario resistentes a paclitaxel y carboplatino a través de la modulacién
del ciclo celular y apoptosis ?*, induce apoptosis en una linea celular de
adenocarcinoma de pulmén ?*, induce apoptosis y arresto del ciclo celular de lineas

246,247

celulares de cancer colorectal y cancer de mama , posee efectos antitumorales

248,249

en cancer de mama y potencia los efectos del 5-fluorouracilo en células de

cancer gastrico *’. En modelos in vivo se observé que wogonina inhibe el crecimiento

T 3y de cancer de mama ER positivos y negativos #*%, entre

de leucemia de células
otros. Asimismo, wogonina inhibe la angiogénesis tumoral a través de la supresion de
PI3K/AKT/NFkB ?*° y a través de la inhibicién de la fosforilacién del receptor de tipo 2
de VEGF (VEGFR2) #®!. Su efecto antiinflamatorio fue comprobado en diversos
trabajos cientificos que revelaron su accion en la inhibiciéon de la expresion de COX-2'y
de la produccién de PGE, ##2%2. A pesar de que se han realizado ensayos clinicos que
evallan la eficacia de la CHM en el tratamiento adyuvante del cancer combinados con
quimioterapéuticos con resultados promisorios #**?** hay una clara necesidad de
programar ensayos clinicos bien controlados y prospectivos para sacar conclusiones

valederas. Asimismo, es necesario identificar a los componentes biologicos
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responsables de esta actividad. Lo mismo ocurre en el caso de la endometriosis, ya
que a pesar de que conocemos los efectos benéficos de la CHM en su tratamiento, los
mecanismos directos de las moléculas bioactivas de esa combinacion de hierbas en la

inhibicién del crecimiento de las lesiones endometriésicas no han sido investigados.

Scutellariaibaicalensis

Wogonina

Figura 1.6.: Wogonina.
Flavonoide presente en la raiz de Scutellaria baicalensis y principal molécula bioactiva de la
Medicina China a base de Hierbas.

Imagen modificada de https://www.navratkuzdraviu.sk/files/-3.jpg

Por tal motivo, proponemos evaluar la funcion de wogonina, del acido
rosmarinico y del acido carndésico provenientes del romero, en la posible
inhibicién del desarrollo de la endometriosis y los mecanismos

involucrados en dichos efectos.
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2. Hipotesis y Objetivos
Hipotesis

En base a los antecedentes mencionados en la introduccién planteamos la

siguiente hipoétesis de trabajo:

El &cido carnosico, el acido rosmarinico y la wogonina controlan el
crecimiento endometrial en modelos de endometriosis a través de la
regulacion de mecanismos involucrados en la fisiopatologia de la
enfermedad.

Para verificar estas hipétesis se detalla a continuacion el objetivo general y los
objetivos especificos del trabajo.

Objetivos

Objetivo general

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 s6lo mejoran sus sintomas. En consecuencia, si el tratamiento se interrumpe
son muy frecuentes los casos de reincidencia lo que termina dificultando aun mas el
control definitivo de la enfermedad.

Es nuestra intencion aportar evidencia experimental relevante que contribuya al
conocimiento de los beneficios que aporta el uso de compuestos naturales como
estrategias novedosas para la terapéutica de la endometriosis. Nuestro interés se
fundamenta en la necesidad de un tratamiento mas efectivo, con compuestos que
inhiban los mecanismos involucrados en el desarrollo de la enfermedad y que
potencialmente puedan ser administrados por periodos prolongados sin perjudicar la
salud de las pacientes y sin interferir sobre la posibilidad de lograr un embarazo

exitoso. Por tal motivo, planteamos el siguiente objetivo general:
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Evaluar el efecto de tres compuestos naturales, acido carnésico (AC), acido

rosmarinico (AR) y wogonina (WG), sobre el desarrollo de la endometriosis en

modelos experimentales in vitro e in vivo.

Este objetivo se encuadra dentro de los esfuerzos realizados desde hace varios

afos por el laboratorio donde realicé este trabajo de tesis doctoral, cuyo interés es

ademas de develar los mecanismos involucrados en la etiopatogenia de

la

endometriosis, buscar estrategias terapéuticas mas eficientes para tratar a las mujeres

afectadas por esta patologia. En particular la basqueda de alternativas terapéuticas

naturales, ha sido el impulsor de este trabajo.

En base a lo establecido en el objetivo general, planteamos los siguientes

objetivos especificos:

Objetivos especificos

a.

Evaluar el efecto de AC, AR y WG sobre la proliferacién de cultivos
primarios de células estromales endometriales provenientes de pacientes
con endometriosis y mujeres controles, y sobre la linea celular estromal

endometrial humana T-HESC.

. Evaluar el efecto de AC, AR y WG sobre el ciclo celular de las células T-

HESC y sobre proteinas involucradas en la regulacion del mismo.

. Evaluar el efecto de AC, AR y WG sobre la apoptosis de la linea celular T-

HESC.

. Evaluar el efecto de AC, AR y WG sobre la generacién de especies

reactivas del oxigeno en células T-HESC.

. Evaluar el efecto de AC, AR y WG sobre la expresion proteica de los

receptores de estrogeno y la secreciéon de estradiol de células T-HESC.

Siendo el dolor pelviano uno de los sintomas més preocupantes de la

endometriosis y dada la evidencia del rol que cumplen los mastocitos en

patologias que involucran inflamacion crénica y dolor neuropatico decidimos:

f.

Evaluar el efecto de AC, AR y WG sobre la expresion de genes
involucrados en la regulacion del ciclo celular de mastocitos utilizado la

linea celular humana HMC1.1.
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Para complementar estos estudios realizados in vitro, quisimos probar el efecto

de estos compuestos en un modelo experimental murino de endometriosis

internacionalmente aceptado para el estudio de esta patologia. Siendo asi,

consideramos:

g. Evaluar el efecto de la terapéutica con AC, AR y WG sobre el desarrollo de
lesiones endometridsicas inducidas en el modelo in vivo de endometriosis
experimental.

h. Evaluar el efecto de AC, AR y WG sobre la proliferacion de las células
estromales y epiteliales en las lesiones endometriésicas desarrolladas en
ratén.

i. Evaluar el efecto de AC, AR y WG sobre la apoptosis de las células
estromales y epiteliales en las lesiones endometriésicas desarrolladas en

raton.
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3. Materiales y métodos

Modelos experimentales

En este trabajo utilizamos distintas estrategias experimentales para el estudio de
la endometriosis. Se emplearon modelos in vitro e in vivo, complementarios entre si,
como herramientas experimentales para poder responder las distintas preguntas
planteadas.

Uno de los modelos in vitro consistié en cultivos primarios de células estromales
endometriales realizados a partir biopsias de endometrio de pacientes con
endometriosis y de mujeres controles tomadas de rutina por médicos durante
laparoscopias diagnésticas. Si bien trabajar con muestras de pacientes proporciona
una gran ventaja desde el punto de vista experimental y desde la proyeccion de los
resultados, también resultan evidentes las dificultades que eso conlleva como ser la
escasez de muestras con las que contamos, la dificultad del procesamiento,
aislamiento y mantenimiento de las células, como asi también la dispersién de datos
gue se obtienen.

Frente a estas dificultades, la investigacion cientifica recurre a la utilizacién de
modelos in vitro de lineas celulares establecidas. En endometriosis, tanto nuestro
grupo como distintos equipos de investigacion utilizamos la linea celular endometrial
humana T-HESC como modelo experimental, dada su versatilidad y similitud con el
tejido endometrial humano *>%’, Asimismo, parte del trabajo se ha realizado con la
linea de mastocitos humanos HMC1.1, modelo que nos ayudé a validar mecanismos
mediante los cuales los compuestos evaluados impactan sobre el crecimiento celular.
Las lineas celulares poseen la ventaja de la practicidad en cuanto al manejo y a la
reproducibilidad de los resultados.

Por otro lado, los modelos animales proporcionan una herramienta muy
importante para el estudio de las patologias humanas. En medicina experimental
permiten investigar las bases moleculares de las enfermedades, estudiar la
fisiopatologia de las mismas asi como también evaluar nuevas terapias. El modelo
murino de endometriosis experimental que utilizamos en este trabajo se fundamenta
en la induccion de lesiones endometriésicas a través de la colocacion de tejido uterino
autélogo en un sitio ectopico como es el intestino. Este modelo esta ampliamente

258-260
d

aceptado para el estudio de esta enfermeda y ha sido utilizado en trabajos
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previos realizados en nuestro laboratorio publicados en revistas internacionales
199.261262 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. El procedimiento
quirdrgico, asi como las vias de administracion, han sido evaluados y aprobados por la
Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del
IBYME.

Experimentos in vitro

Biopsias de endometrio de pacientes con endometriosis y mujeres
control

Se obtuvieron biopsias de endometrio de mujeres en edad reproductiva, que se
sometieron a laparoscopias diagndsticas y/o terapéuticas en el Instituto Argentino de
Diagnostico y Tratamiento (IADT), ubicado en la Cuidad Autonoma de Buenos Aires.
Estas biopsias fueron tomadas de rutina con la finalidad de realizar su evaluacién
anatomo-patolégica, y parte de ese material fue derivado a nuestro laboratorio en
condiciones de esterilidad para su posterior procesamiento. EI médico a cargo de
realizar las intervenciones quirurgicas fue el Dr. José Javier Singla (MN: 74001 / MP:
221334). En todos los casos se obtuvieron los consentimientos informados firmados
por cada una de las participantes del estudio. Tanto el consentimiento informado como
los protocolos experimentales que involucran el uso de muestras humanas fueron
debidamente evaluados y avalados por el IADT y por el Comité de Etica del IBYME-
CONICET.

Se utilizaron biopsias endometriales de pacientes con endometriosis (estadios II,
ll'y IV segUn la clasificacion establecida por la ASRM °' y biopsias endometriales de
mujeres que no padecian esta enfermedad pero que se sometieron a laparoscopias
diagnosticas por infertilidad, obstruccién de trompas u otra patologia de origen no
infeccioso ni oncolégico (grupo control). En todos los casos las pacientes no recibieron

tratamiento hormonal durante los seis meses previos a la intervencion quirargica.

Aislamiento y cultivo primario de células estromales de endometrio
humano

Las biopsias de endometrio se lavaron con medio de cultivo DMEM/F12 (Gibco,

Invitrogen) suplementado con una solucién de antibidtico-antimicético (AA: penicilina,
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estreptomicina y anfotericina B, Gibco, Invitrogen). A continuacion se cort6 el tejido en
fragmentos pequefios que se incubaron con 0,5 mg/ml de colagenasa tipo IA (Sigma-
Aldrich) durante 2 horas a 37°C. La suspensién celular resultante se centrifugd a 100
xg durante 5 minutos y se recupero el sobrenadante enriquecido de células estromales
en un tubo conico de 50 ml; el sedimento se resuspendié con medio de cultivo y se
centrifugd nuevamente a 100 xg durante 5 minutos. A esta velocidad de centrifugacion,
la fraccion enriquecida de células epiteliales queda retenida en el sedimento y la
fraccion enriquecida de células estromales, en el sobrenadante. Para continuar
purificando las células estromales, se combinaron los sobrenadantes resultantes de
ambas centrifugaciones en una Unica suspensién que se centrifug6 a 400 xg durante 5
minutos. El sedimento celular resultante, enriquecido en células estromales, se
resuspendié con medio de cultivo y se filtr a través de un filtro de nylon con poros de
40 um de diametro (BD Biosciences) capaz de retener los cumulos de células
epiteliales. Para culminar la purificacién, la suspension celular filtrada se centrifugd
nuevamente a 400 xg durante 5 minutos, se descartd el sobrenadante y se
resuspendieron las células estromales en 1 ml de medio con AA suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB, Gibco, Invitrogen) (medio completo). Para calcular el
namero de células en la suspension, se realizé una dilucion en 4cido acético 3% que
elimina los globulos rojos que pueda haber en la muestra y se determiné el nUmero de

células contando en una camara de Neubauer.

Evaluacion de la proliferacion celular de cultivos primarios

Se sembraron 2 x 10* células estromales endometriales provenientes de
biopsias de endometrio de pacientes con endometriosis y de mujeres del grupo control
(cultivos primarios) en placas de 96 pocillos (Corning™ Costar™). Se incubaron por 24
horas a 37°C en estufa gaseada en medio completo y luego se estimularon por 24
horas con diferentes dosis de cada compuesto en condiciones de hambreado (1%
SFB): acido carnésico (AC, Alexis biochemicals): 0; 2,5; 5; 7,5; 10 ug/ml, acido
rosmarinico (AR, Enzo Life Sciences): 0; 25; 50; 100 pg/ml y wogonina (WG, Sigma-
Aldrich): 0; 20;40; 80 uM. Los basales fueron incubados Unicamente con el vehiculo en
el que se disolvieron los compuestos: dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich) 0,8%
para AC y WG vy buffer fosfato salino (PBS) para AR. La proliferacion celular se evaluo
utilizando el kit Cell Titer 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
(Promega) como se describié previamente '*°. Brevemente esta técnica se basa en la

reduccién metabdlica del MTS, (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxifenil]-2-[4-
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sulfofenil]-2H-tetrazolio), realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa para producir un compuesto de color amarillo (formazan) soluble en el
medio de cultivo, permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células.
Este método es muy utilizado para evaluar supervivencia y proliferacion 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 de MTS por
pocillo, se esperd a que reaccionara el color y se midi6 la absorbancia a 492 nm en un
espectrofotdmetro de placas (Labsystem Multiscan). Se tomaron los valores promedios
correspondientes a 4 réplicas por condicion experimental. Los resultados se
expresaron como porcentaje del basal, media £ SEM.

Cultivo de la linea celular estromal endometrial humana T-HESC

T-HESC (ATCC CRL-4003) es una linea celular no tumoral tipo fibroblastica,
inmortalizada con telomerasa transcriptasa inversa desarrollada a partir de células de
endometrio de una paciente con miomas benignos. Las células T-HESC se
mantuvieron en medio DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB (PAA Laboratories)
y los antibiodticos estreptomicina 100 pg/ml y penicilina 100 Ul/ml (Sigma) (medio
completo). Las células se cultivaron en frascos de 25 o 75 cm?® y se incubaron bajo
condiciones de esterilidad en estufa a 37°C con 5% CO, hasta que alcanzaron una
confluencia de aproximadamente 70-90%, momento en el cual se subcultivaron y se

utilizaron para los experimentos detallados mas adelante.

Evaluacion de la proliferacion de células T-HESC

Se sembraron 5 x 10° células T-HESC por pocillo en placas de 96 pocillos. Se
incubaron por 24 horas a 37°C en estufa gaseada en medio completo y luego se
estimularon por 24 horas con diferentes dosis de cada compuesto en condiciones de
hambreado: AC 0; 7,5; 10; 12,5y 25 pg/ml, AR: 0; 25; 50; 100 pg/ml y WG: 0, 20, 40,
80 y 160 uM. Los basales fueron incubados unicamente con el vehiculo en el que se
disolvieron los compuestos. La proliferacion celular se evalué utilizando el kit Cell Titer
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Se tomaron los valores
promedios correspondientes a 3 réplicas por condicion experimental. Los resultados se

expresaron como porcentaje del basal, media £ SEM.
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Evaluacion del ciclo celular por citometria de flujo en células T-HESC

Se sembraron 2,5 x 10° células T-HESC por pocillo en placas de 6 pocillos
(Corning) y se incubaron por 24 horas a 37°C en estufa gaseada en medio completo.
Luego se estimularon por 48 horas con diferentes dosis de cada compuesto en
condiciones de hambreado: AC: 0; 2,5; 5 pg/ml; AR: 0; 50; 100 pg/ml y WG: 0; 40; 80
KUM. Al cabo de estos tiempos las células se levantaron con 0,25% tripsina (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, se realizé un lavado con PBS
y luego las células se fijaron en etanol 70% frio agregado lentamente mientras se
agitaba el tubo. Las células se mantuvieron a -20°C hasta el dia del analisis por
citometria de flujo. Para ello primeramente se centrifugaron durante 5 minutos a 130
Xg, el pellet resultante se incubd con 3 pl de una solucién 50 pg/ml de ioduro de
propidio (Sigma) durante 15 minutos en oscuridad y por ultimo se resuspendié en 300
ul de PBS para luego ser evaluadas en el citbmetro (FACS Canto Il, BD Biosciences).
Se tomaron 10000 eventos para cada condicion. Los resultados se analizaron
utilizando el programa informético Cyflogicl.2.1 (Cyflogic). Todos los tratamientos
fueron comparados con la condicién basal que fue estimulada sé6lo con vehiculo. Este
mismo ensayo fue utilizado para calcular el porcentaje de células con contenido de
ADN subdiploide (fase sub-G1), lo que sirvid para estimar la presencia de células

muertas luego de los tratamientos (protocolo modificado de Cattaneo y col.) %,

Evaluacion de la apoptosis en células T-HESC

Se sembraron 2,5 x 10° células T-HESC por pocillo en placas de 6 pocillos. Se
incubaron por 24 horas a 37°C en estufa gaseada en medio completo y luego se
estimularon por 24 y 48 horas en condiciones de hambreado con AC: 0; 5; 25 pg/ml,
AR: 0; 100 pg/ml, y WG: 0; 80 uM.

Al cabo de estos tiempos las células se levantaron con 0,25% tripsina, se freno
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 andlisis a aquellas células que luego del tratamiento
se despegaron de la placa. Para cada una de las condiciones, se juntaron ambos
sedimentos, las células se fijaron en 2% paraformaldehido (Sigma) en PBS y se

guardaron a 4°C hasta su evaluacion.

40



3. Materiales y métodos

Se utilizo la técnica de marcacion del extremo libre del ADN con nucleotidos
acoplados a fluoresceina por medio de la enzima transferasa de nucle6tidos (TdT-
mediated dUTP-fluorescein Nick-End Labelling, TUNEL) para evaluar los niveles de
apoptosis. La técnica se fundamenta en la localizacién y marcacion de los extremos 3'-
OH que se generan por la fragmentacion del ADN en las células apoptéticas ***. Para
ello, se utilizé el kit de deteccion de la apoptosis In Situ Cell Death (Roche) siguiendo
las instrucciones del fabricante, como se describié previamente '*°. Brevemente, las
células se lavaron con PBS para quitar el fijador y se permeabilizaron durante 2
minutos con una solucién 0,1% tritdbn X-100 (Anedra) - 0,1% citrato de sodio (Sigma)
en hielo. Luego de lavar nuevamente 2 veces con PBS se procedid a la incubacion de
las células con la enzima TdT y los nucleétidos acoplados a fluoresceina durante 1
hora a 37°C. Al finalizar la incubacién, las células se lavaron 2 veces con PBS y se
resuspendieron en PBS fresco para realizar el pasaje de las mismas por el citbmetro
de flujo. Se analizaron 10000 eventos en cada caso. Los datos obtenidos por el
programa del equipo se analizaron posteriormente con el programa informatico
Cyflogicl.2.1. Se realizaron todos los controles pertinentes: el de autofluorescencia de
las drogas para utilizar en la compensacion del citdmetro; el control positivo (células
Jurkat estimuladas durante 24 horas con 1 uM de estaurosporina (Sigma)) y el control
negativo (células Jurkat estimuladas a las que se les realiz6 la técnica de TUNEL en

ausencia de la enzima TdT).

Evaluacion de la expresion proteica por Western blot en células T-HESC

Se sembraron 2 x 10° células T-HESC por pocillo en placas de 6 pocillos. Se
incubaron durante 24 horas a 37°C en estufa gaseada en medio completo, luego se
estimularon durante 48 horas en condiciones de hambreado con AC: 0; 2,5; 5 ug/ml,
AR: 0; 50; 100 pg/ml, y WG: 0; 40 y 80 uM. Las células se levantaron raspandolas con
un rastrillo a 4°C en buffer lisis (Tris HClI 50 mmol pH 7,5, EDTA 1 mmol, EGTA 1
mmol, NaCl 150 mmol, glicerol 10%, NP40 1% MgCI2 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 cuantificacion de proteinas, se descongelaron las
muestras, se centrifugaron a 4°C por 10 minutos a 16000 xg, se separ6 el
sobrenadante y se descart6 el sedimento. Se cuantificd la concentracion de proteinas
presentes en el sobrenadante mediante la técnica de Bradford utilizando patrones de

concentraciones conocidas de albumina de suero bovino (BSA) .
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De cada muestra se tomoé una alicuota conteniendo 30 o 50 ug de proteinas y se
sometié 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). Se tratd
la membrana con una solucion de leche descremada 5% en buffer tris salino (TBS)
con 0,1% de tween-20 (TBS-T) para bloquear el pegado inespecifico y se incubé con
el anticuerpo primario a 4°C durante toda la noche. Los productos proteicos se
identificaron con los anticuerpos primarios detallados en la Tabla 3.1. mediante

procedimientos estandar de Western blot.

Anticuerpo primario Dilucion Marca

Cdc2 p34 (PSTAIRE) (CDK1) (conejo) 1:750 (1% leche TBST 0,1%) Santa Cruz
Ciclina B1 (GNS1) (rat6n) 1:200 (1% leche TBST 0,1%) Santa Cruz
ERa (MC-20) (conejo) 1:250 (1% leche TBST 0,1%) Santa Cruz
ERPB (ab-3576) (conejo) 1:500 (1% leche TBST 0,1%) Abcam

ERB (B-1) (ratén) 1:500 (1% leche TBST 0,1%) Santa Cruz
ERB (1531) (raton) 1:250 (1% leche TBST 0,1%) Santa Cruz
GAPDH (14C10) (conejo) 1:10000 (TBST 0,1%) Cell Signaling
P21 (F-5) (rat6n) 1:250 (1% leche TBST 0,1%) Santa Cruz

Tabla 3.1.: Anticuerpos primarios utilizados para la deteccién proteica por la técnica de
Western blot.
En la primera columna se indica el anticuerpo y entre paréntesis, el clon y el origen. En la

segunda columna se detallan las condiciones de las diluciones realizadas.

Luego de la incubacion se realizaron seis lavados por 5 minutos cada uno con
TBST 0,1%. Los anticuerpos secundarios correspondientes, detallados en la Tabla
3.2., se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) en TBST 0,1%. Se
realizaron 2 lavados de 5 minutos en TBST 0,1% y un lavado de 5 minutos en TBS. La
visualizaciébn de las bandas se realiz6 por quimioluminiscencia, incubando las
membranas durante 1 minuto con el reactivo de quimioluminiscencia ECL (Pierce). Se
adquirieron las imégenes de las bandas en un equipo de revelado digital (G-Box,
SynGene). La cuantificacion se realiz6 mediante el analisis densitométrico de las

bandas, utilizando el software ImageJ (NIH), normalizadas con la expresion de
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GAPDH en cada calle. Los datos se expresaron como porcentaje del basal, media +
SEM.

Anticuerpo secundario Dilucion Marca
Anti IgG de conejo 1:2000 (TBST 0,1%) Sigma
Anti 1gG de raton 1:2000 (TBST 0,1%) R&DSystems

Tabla 3.2.: Anticuerpos secundarios utilizados para la deteccién proteica por la técnica
de Western blot.
Los anticuerpos secundarios utilizados estan acoplados a peroxidasa para su posterior

revelado por quimioluminiscencia.

Determinacion de especies reactivas del oxigeno en células T-HESC

Se sembraron 6x10° células T-HESC por pocillo en placas negras de 96 pocillos
con fondo transparente (BD Falcon). Se incubaron 24 horas a 37°C en estufa gaseada
en medio completo y luego se estimularon en condiciones de hambreado con AC: 0;
2,5;5;7,5; 10 pg/ml, AR: 0; 50; 100 pg/mly WG: 0; 40; 80 uM. Se incluyé ademas un
tratamiento con N-acetil cisteina (NAC), un compuesto con probados efectos
antioxidantes. En este caso las células se pre-estimularon durante 1 hora con NAC (5
mM) y luego se adicioné WG 80 pM.

Después de 24 horas de tratamiento, los medios condicionados se removieron y
las células se incubaron con 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,DCF-DA,
10uM, Sigma-Aldrich) durante 30 minutos a 37°C. Esta molécula no fluorescente
difunde libremente a través de las membranas celulares y en el interior celular es
blanco de desacetilasas celulares. Una vez desacetilado, el producto 2',7'-
diclorodihidrofluoresceina (H,DCF), es incapaz de atravesar la membrana vy
permanece en el interior de la célula. En presencia de especies reactivas del oxigeno
(ERO, principalmente peroxido de hidrégeno, radicales peroxilo y peroxinitrito), H,DCF
es oxidada convirtiéndose en un compuesto altamente fluorescente (2',7'-
diclorofluoresceina, DCF). Para el control positivo, las células fueron estimuladas con
peroxido de hidrogeno (100 uM, Merck) 1 hora previa al agregado del compuesto
H,DCF-DA *%°.

Para la deteccion se utiliz6 un espectrofluorimetro (Molecular Devices

Spectramax Gemini EM) y se realizaron lecturas cada 5 minutos a longitudes de onda
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de excitacion 492 nm y emision 520 nm durante 70 minutos manteniendo la placa a
37°C.

El A fluorescencia se calculd a tiempo final (70 minutos) utilizando la siguiente
férmula: A= (promedio de la intensidad de fluorescencia a tiempo final - promedio de la

intensidad de fluorescencia a tiempo 0).

Evaluacion de los niveles de estradiol en medios condicionados de
células T-HESC

Se evaluaron los niveles de estradiol en los medios condicionados de cultivos de
células T-HESC tratados por 48 horas con WG (0, 40; 80 uM) mediante la técnica de
ELISA utilizando un kit comercial y siguiendo los procedimientos detallados por el
fabricante (Estradiol ELISA kit, Cayman Chemical). Los medios condicionados se
centrifugaron y se congelaron los sobrenadantes a -20°C hasta su evaluacién. Previo
al ensayo, se realiz6 una extraccion de hormonas esteroideas, utilizando éter etilico.
Brevemente, los medios condicionados se agitaron durante 1 minuto en tubos coénicos
de vidrio luego de haber agregado éter etilico en una proporcion 1:2 y se incubaron a -
70°C durante 1 hora. Luego la fase etérea se traspaso a otro tubo y se dejé evaporar
en un bafio térmico a 50°C. Se agregd nuevamente éter etilico al tubo inicial y se
repitieron los pasos mencionados anteriormente. Una vez finalizada la evaporacion del
éter los extractos se guardaron a -70°C hasta el dia en el que se realizé el ELISA.

La cuantificacion de los niveles de estradiol se llevd a cabo segin los
procedimientos descriptos por el proveedor del kit. El ensayo tiene una sensibilidad de
15 pg/ml y un rango de deteccién de 6,6 a 4000 pg/ml. La lectura de la absorbancia se
realizé en un espectrofotbmetro de placas (Labsystems Multiscan) a 405 nm. Los
resultados se obtuvieron en pg/ml y se expresaron como porcentaje del basal, media +
SEM.

Cultivo de la linea celular de mastocitos humanos HMC1.1

Las células HMC1.1 se mantuvieron en medio IMDM (Gibco) suplementado con
10% de suero de caballo (Gibco), estreptomicina 100 pg/ml, penicilina 100 Ul/ml
(Sigma) y tioglicerol 0,01%. Las células se cultivaron en frascos de 175 cm? en estufa
a 37°C con 5% CO, hasta que el numero de células fuese suficiente para iniciar el

experimento.
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Evaluacion del ciclo celular por gRT-PCR en células HMC1.1

Se cultivaron las células HMC1.1 por 24 horas antes del inicio del tratamiento en
condiciones de hambreado (2% de suero) sin tioglicerol. Luego, 2 x 10° células se
sembraron en frascos de 75 cm? y se estimularon con AC: 0; 2,5; 5; 7,5 ug/ml, AR: 0;
25; 50; 100 pg/mly WG: 0; 20; 40; 80 uM durante 24 horas. A continuacion, las células
se transfirieron a tubos conicos de 15 ml donde fueron centrifugadas a 800 rpm
durante 5 minutos. Se descartd el sobrenadante y a continuacion se inicié con el

proceso de extraccion de ARN a partir del sedimento celular.

Extraccion de ARN y sintesis de ADNc de células HMC1.1

Para la extraccion de ARN se utilizé el kit “RNeasy Mini kit” (Qiagen) de acuerdo
a las instrucciones del fabricante, como se describié previamente ?*’. Brevemente, se
lisaron las células en 350 ul de buffer lisis provisto por el kit con B-mercaptoetanol
realizando un riguroso pipeteo. Los lisados celulares se transfirieron a columnas
Qiashredder y se centrifugaron a 14000 rpm por 2 minutos. Se agreg6 etanol 70% a
cada lisado celular, el volumen total obtenido se transfiri6 a mini columnas RNeasy y
se centrifugé a 14000 rpm por 30 segundos. Se agregd a cada columna buffer de
lavado (RW1), se centrifugd y se descart6 el liquido que traspasé la columna. El ARN,
retenido en la columna, se incubd por 15 minutos con DNasa (Sigma). A continuacion
se agregd nuevamente buffer RW1, se centrifugé y se descartd el excedente. Se
realizaron otros dos lavados de la columna con un buffer de lavado suave provisto por
el kit, seguidos de una centrifugacién. Por ultimo, se agreg6é 30 ul de agua libre de
RNasa directamente sobre las columnas y se realizdé una udltima centrifugacién para
recuperar el ARN total en tubos de microcentrifuga libres de acidos nucleicos.

La concentracion y la pureza del ARN se midi6 usando un Nanodrop ND 1000
(LabTech International). La transcripcion inversa para la sintesis del ADNc se realiz6 a
partir de 100 ng de ARN utilizando la enzima Super Script VILO (Invitrogen) en un
volumen final de reaccion de 20 pl. Las condiciones durante la sintesis fueron: 25°C
durante 10 minutos, seguido de 42°C durante 60 minutos y finalmente 85°C durante 5

minutos.

PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR)
Las gRT-PCR fueron realizadas en un equipo 7900 Fast Real-Time PCR
(Applied Biosystems) usando la Libreria de Sondas Universales de Roche (Universal

Probe Library, Roche Applied Science) y el reactivo Supermix Express para PCR
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(Thermo Fisher Scientific). Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de
15 ul conteniendo 1ul de ADNc, 7,5 pl de Supermix Express 1x, 0,15 ul de cada
cebador (200 nM), 0,15 ul de la sonda (100 nM) y 6,05 pl de agua. La amplificacion se
realiz6 mediante 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos seguido de 60°C durante 1
minuto. Las secuencias de los cebadores utilizados se encuentran detalladas en la
Tabla 3.3.. Los cebadores dirigidos contra la ciclofilina A humana, utilizada como
control endodgeno, se obtuvieron de un kit comercial (4310883E, Thermo Fisher
Scientific). Los datos fueron analizados con el programa RQ manager (Applied

Biosystems) usando el método de A A Ct %%,

Gen Especie Cebador (Forward) Cebador (Reverse) # sonda
cdc25a humano cctccgagtcaacagattca gggtcgatgagctgaaagat 61
cdkl humano cttcgtcatccaaatatagtcagtct — accttaacaagtgaagaatccatgt 79
ciclina A2 humano ccatacctcaagtatttgccatc tccagtctttcgtattaatgattcag 67
ciclinaBl humano catggtgcactttcctcctt aggtaatgttgtagagttggtgtcc 18
p21 humano tcactgtcttgtacccttgtgc ggcgtttggagtggtagaaat 32

Tabla 3.3.: Cebadores y sodas utilizados en las qRT-PCR

Experimentos in vivo

Cirugia para lainduccion de la endometriosis

Se utilizaron ratones hembra BALB/c de 2 meses de edad. Los animales se
mantuvieron en jaulas ventiladas, con un ciclo 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, en condiciones de temperatura y limpieza adecuadas teniendo acceso a
agua y alimento ad libitum en el bioterio del IBYME.

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

%9 Brevemente, los animales se anestesiaron por via

descripto previamente
intraperitoneal (i.p.) con 110 mg/kg de ketamina (Holliday) y 10 mg/kg de xilacina
(Richmond) y se les realizé una incision medioventral para exponer el utero y los
intestinos. Un cuerno uterino fue removido (sin quitar el ovario) y colocado en medio
estérii DMEM-F12. Se lo abri6 longitudinalmente y se lo cortd6 en fragmentos de
aproximadamente 4 mm?® A continuacion, tres fragmentos de cuerno uterino se

suturaron con un Unico punto de sutura con hilo de nylon 6-0 (Supralon, Ethicon) al
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mesenterio del intestino, de modo tal que el tejido endometrial quede en contacto con
la capa serosa del mesenterio. Previo a suturar el abdomen, se coloc6é una gota de
solucion fisiologica suplementada con antibiotico para hidratar la zona peritoneal y
favorecer la mejor recuperacion del raton. Este modelo animal ha sido aceptado como
modelo experimental para el estudio de la endometriosis en numerosos trabajos

publicados 19209271,

Disefio Experimental

Todos los tratamientos comenzaron en el dia 14 post-cirugia, tiempo en el que
se considera que las lesiones endometriésicas estan establecidas >’*%". EI AC y el AR
fueron administrados por via i.p. durante 14 dias consecutivos; WG fue administrada
oralmente (v.0.), utilizando una sonda esofagica, durante 12 dias consecutivos. El

disefio experimental se esquematiza en la Figura 3.1..

Inicio de los
Induccién tratamientos Sacrificio
experimental de ACy AR
endometriosis i.p. 14 dias l

\
‘L [ \
oos——— /—— ——
0 14 26 28

|
WG |
v.0. 12 dias

Sacrificio

Figura 3.1.: Disefio experimental llevado a cabo en el modelo de endometriosis
desarrollado en raton.
Grupos de ratones controles fueron incluidos en todos los esquemas de tratamiento de acuerdo
a lo que se detalla en el texto. AC: &cido carndésico; AR: acido rosmarinico; WG: wogonina; i.p.:

intraperitoneal; v.o.: via oral.

La eleccion de las vias de administracion se baso a lo reportado en la literatura
al momento de la realizacion del experimento. Debido a la escasa bibliografia

disponible sobre la biodisponibilidad del AC y AR luego de la administracién oral, se
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decidi6 administrarlos en este primer ensayo i.p. para observar un efecto local y
directo en la cavidad peritoneal. WG fue administrada v.0., en suspension, debido a su
baja solubilidad en medios acuosos.

El AC (Enzo Life Sciences, USA) fue disuelto en DMSO vy diluido en solucion
fisiolégica (siendo la concentracion final de DMSO igual a 0,8%). El AR (Enzo Life
Sciences) fue disuelto en PBS. Ambos tratamientos compartieron el grupo control el
cual recibié solo vehiculo por la misma via de administraciéon (0,8 % de DMSO en
solucién fisiologica). WG (Enzo Life Sciences) fue parcialmente resuspendida en
DMSO vy diluida en solucion fisioldgica para su administracion v.o. (la concentracion
final de DMSO resulté en 1,6 %). Su grupo control recibié soélo vehiculo respetando la
misma via de administracién (1,6 % de DMSO en solucion fisiolégica). Los grupos de

tratamiento, las dosis y vias de administracion se detallan en la Tabla 3.4..

Control Vehiculo (n=8) 14 dias Intraperitoneal
ontro
Vehiculo (n=11) 12 dias Oral (sonda esofagica)
i 2 mg/kg/dia (n=11
Acido I ( ) _
o 14 dias Intraperitoneal
carnosico
20 mg/kg/dia (n=10)
i 1 mg/kg/dia (n=11
Acido 99 ( ) _
. 14 dias Intraperitoneal
rosmarinico
3 mg/kg/dia (n=10)
Wogonina 20 mg/kg/dia (n=12) 12 dias Oral (sonda esofégica)

Tabla 3.4.: Grupos de tratamiento, dosis y vias de administracion.

Todos los animales fueron monitoreados diariamente a lo largo del tratamiento.
No se encontraron evidencias de toxicidad a las dosis administradas basandonos en el
peso corporal, el consumo de alimento, el comportamiento y los niveles de actividad
de los animales tratados comparados con los controles. El ciclo estral fue evaluado
citolégicamente durante los tratamientos sin detectar diferencias en su progresion

entre los grupos tratados y controles *".
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Evaluacion de las lesiones endometriosicas

Finalizado el tratamiento, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical.
Se abrié la cavidad abdominal, se conté el numero de lesiones desarrolladas, se
midieron los didmetros mayor y menor de cada lesion con un calibre milimetrado y a
partir de ellos se calcularon los radios mayor (R) y menor (r). El tamafio de la lesion se
calculd utilizando la siguiente férmula V=(4/3)r.r*.R ™.

Las lesiones fueron extraidas y fijadas durante 24 horas a 4°C en formaldehido
al 4% en PBS. Luego se deshidrat6 el tejido en un gradiente de concentraciones
crecientes de alcoholes, se incluyé en tacos de parafina y se cortd en secciones
seriadas de 5 um de grosor. Dos secciones no contiguas de cada muestra fueron
coloreadas con hematoxilina-eosina y se examinaron microscépicamente para

identificar las caracteristicas histolégicas tipicas de las lesiones endometridsicas.

Evaluacion de la proliferacion celular en las lesiones endometriésicas

La proliferacién celular se evalu6 por inmunohistoquimica en cortes de lesiones
endometriésicas inducidas experimentalmente como se indicé en el apartado anterior
empleando un anticuerpo policlonal anti-PCNA (antigeno nuclear de proliferacion
celular) de ratén obtenido en conejo (Santa Cruz Biotechnology) **. El antigeno PCNA
es una proteina nuclear de 36 kDa que esta asociado con la ADN polimerasa delta,
enzima responsable de iniciar la duplicaciéon del ADN. El anti-PCNA reconoce células
que se encuentran en las diferentes fases de division del ciclo celular, sin asociarse a
las células quiescentes %'°

Brevemente, todas las secciones se desparafinaron en xileno y se hidrataron
gradualmente a través de soluciones de alcoholes en concentraciones decrecientes y
finalmente en agua. Se inactivo la actividad de la peroxidasa enddégena durante 30
minutos con una solucién de H,O, al 3%. La recuperacion de antigeno se llevo a cabo
con citrato de sodio 10 mM (pH 6) en un horno de microondas a 600 Watts de
potencia. A continuacion, todos los cortes se bloquearon durante 1 hora a TA con BSA
al 2% en PBS, y luego se incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario anti-PCNA (1:800 diluido en PBS con 1% de BSA). Posteriormente, las
secciones se incubaron durante 1 hora a TA con un anticuerpo biotinilado anti-lgG de
conejo (Sigma-Aldrich) diluido 1:200 en PBS seguido de otra incubacion durante 30
minutos a TA con un conjugado de estreptavidina-peroxidasa (Dako) y se revel6 la
sefial con 3,3’-diaminobenzidina (DAB, Dako) como sustrato de la peroxidasa. Por

tltimo, las secciones se colorearon con hematoxilina de Gill, se deshidrataron
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gradualmente a través de soluciones de alcoholes en concentraciones crecientes, se
aclararon en xileno y se montaron los cubreobjetos con Balsamo de Canada.

Como control negativo, no se incluyo el respectivo anticuerpo primario en una
seccion de cada muestra. Los porta-objetos fueron evaluados al microscopio 6ptico a
400X de magnificacion.

Las células positivas para PCNA (PCNA+) se identificaron con un microscopio
optico de campo claro por la presencia de un precipitado nuclear marrén. La
cuantificacion de la proliferacion celular se realiz6 contando un minimo de 400 células
(epiteliales y estromales) de al menos cuatro campos representativos de cada corte y
se calcul6 el porcentaje de células PCNA+ sobre el total. Luego los porcentajes se

utilizaron para obtener la media de cada grupo experimental.

Evaluacion de la apoptosis en las lesiones endometrioésicas

Para la cuantificacion de la apoptosis, los cortes de las lesiones se sometieron a
la técnica TUNEL. Se utiliz6 el kit de deteccion de apoptosis In Situ Cell Death POD
(Roche). Los cortes se trataron de acuerdo a las instrucciones del fabricante, como se
describié anteriormente **2. 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 H,0, al
3%, luego se incubd 1 hora a 37°C con la enzima TdT y los nucléotidos marcados con
fluoresceina. A continuacion se incubd con un anticuerpo anti-fluoresceina conjugado
a peroxidasa (POD), seguido del sustrato de la peroxidasa, DAB. La tincién de
contraste se realiz6 con hematoxilina. Los controles negativos se obtuvieron
sometiendo cortes de tejido a un tratamiento idéntico al de las muestras a evaluar pero
sin el agregado de la enzima TdT.

Los porta-objetos fueron evaluados al microscopio 6ptico a 400X de
magnificacion, se contaron un minimo de 400 células (estromales y epiteliales) de al
menos cuatro campos representativos de cada corte y se cuantifico el porcentaje de
células TUNEL positivas (TUNEL+) sobre el total. Luego los porcentajes se utilizaron

para obtener la media de cada grupo experimental.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 utilizando el programa informético Prism 5.0
(GraphPad). En todos los casos en que se contaba con 3 0 mas grupos

experimentales y los datos cumplieron con los supuestos de independencia,
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normalidad y homocedasticidad, las comparaciones estadisticas se realizaron
aplicando el analisis de la varianza de un solo factor seguido por la prueba de
comparaciones multiples de Tukey. En los casos en el que el n experimental fue
menor a 5 y no pudo corroborarse la homogeneidad de las varianzas, se procedio a
realizar el analisis no paramétrico de Kruskal Wallis seguido por la prueba de
comparaciones multiples de Dunn. En el caso en que solamente se contaba con dos
grupos experimentales, la comparacion estadistica se realizé aplicando la prueba de t-
Student no pareada. En todos los andlisis realizados se considerd que existia
significancia estadistica cuando p<0,05.
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4. Resultados

Efectos del acido carnésico, acido rosmarinico y wogonina sobre la

reqgulacion del crecimiento de células estromales endometriales

humanas utilizadas como modelo experimental de endometriosis

Evaluacion de la proliferacion de células estromales endometriales

Comenzamos nuestro estudio evaluando el efecto de diferentes concentraciones
de los compuestos sobre la proliferacién de células estromales endometriales aisladas
y cultivadas a partir de biopsias de endometrio de mujeres controles y de pacientes
con endometriosis (cultivos primarios). Se calculé el porcentaje de proliferacion celular
respecto al basal (incubado sé6lo con vehiculo) luego de estimulos de 24 horas.

Los resultados obtenidos muestran que la dosis de 10 pg/ml de AC indujo una
disminucion significativa de la proliferacion de células estromales endometriales
provenientes tanto de mujeres del grupo control como de pacientes con endometriosis
(p<0,001 y p<0,05 respectivamente vs. basal, Fig. 4.1.Ai y Aii).

Las concentraciones de 50 y 100 pg/ml de AR redujeron significativamente el
porcentaje de proliferacion de células estromales endometriales provenientes de
mujeres del grupo control (p<0,05 y p<0,01 respectivamente vs. basal, Fig. 4.1.Bi),
siendo la dosis mas alta también efectiva en los cultivos primarios provenientes de
pacientes con endometriosis (p<0,05 vs. basal, Fig. 4.1.Bii).

Los efectos de WG fueron similares en ambos grupos de cultivos primarios. La
dosis de 80 uM inhibi6 la proliferacion de células provenientes de biopsias
endometriales de mujeres del grupo control (p<0,001 vs. basal, Fig. 4.1.Ci), mientras
que las dosis de 40 y 80 uM fueron efectivas en reducir la proliferacion en cultivos de

células de pacientes con endometriosis (p<0,05 vs basal, Fig. 4.1.Cii).
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Cultivos primarios de células estromales endometriales
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Figura 4.1.: Efecto del acido carndsico (AC), acido rosmarinico (AR) y wogonina (WG)

sobre la proliferacién de células estromales endometriales.

Se evalud proliferacion por la técnica de reduccion del MTS en cultivos primarios de (i) células

estromales endometriales provenientes de mujeres controles (n=6-9) y en (ii) células

estromales endometriales provenientes de pacientes con endometriosis (n=7) estimuladas

durante 24 horas con (A) AC, (B) AR y (C) WG. Los resultados se expresan como porcentaje

del basal, media + SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. basal. Las letras a, b y ¢ indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre dosis dentro de los grupos.

Una vez evidenciado el efecto antiproliferativo de los compuestos sobre los

cultivos primarios, nos interesO evaluar su accion sobre la proliferacion de la linea

celular estromal endometrial humana T-HESC. En este caso también se calcul6 el

porcentaje de proliferacién celular respecto al basal luego de 24 horas de estimulo.
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Como se observa en la Figura 4.2.A, las dosis de 10, 12,5y 25 pg/ml de AC
provocaron una disminucion significativa del porcentaje de proliferacion celular
(p<0,05, P<0,001 y p<0,001 respectivamente vs. basal, Fig. 4.2.A). Las
concentraciones de 50 y 100 pg/ml de AR resultaron ser aquellas capaces de inhibir la
proliferacién estromal endometrial (p<0,05 y p<0,001 vs. basal, Fig. 4.2.B), mientras
gue para el caso de WG las concentraciones efectivas fueron las de 40, 80 y 160 uM
(p<0,05, p<0,001 y p<0,001 respectivamente, vs. Basal, Fig. 4.2.C).
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Figura 4.2.: Efecto del &cido carnésico (AC), acido rosmarinico (AR) y wogonina (WG)
sobre la proliferacién de la linea celular estromal T-HESC.
Se evalué la proliferacion celular por la técnica de reduccién del MTS en células estimuladas
durante 24 horas con (A) AC (B) AR y (C) WG. Los resultados se expresan como porcentaje
del basal, media + SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. basal. Las letras a, b y c indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre dosis dentro de los grupos, (n=7).
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El acido carnésico, el &cido rosmarinico y la wogonina mostraron claros efectos
antiproliferativos sobre los distintos cultivos de células estromales

endometriales humanas.

Dada la evidencia de que tanto la linea celular como los cultivos primarios se
comportaron de manera similar en los ensayos evaluados y frente a la complejidad
gue confiere el manejo y establecimiento de cultivos primarios, la investigacion
continué utilizando las células T-HESC como modelo experimental in vitro

representativo.

Nuestro siguiente objetivo fue evaluar si los efectos observados sobre la
proliferaciéon celular estaban asociados a posibles efectos sobre la regulacién del ciclo
celular y/o induccion de apoptosis en las células T-HESC.

Evaluacion del ciclo celular en células T-HESC

Las fases del ciclo celular fueron analizadas por citometria de flujo, luego de
haber estimulado los cultivos durante 48 horas con los compuestos, fijado las células y
tefiido el ADN con ioduro de propidio.

En la Figura 4.3.Ai, Bi y Ci se muestran los histogramas obtenidos para la
condicion basal y para la maxima dosis de cada compuesto (5 pg/ml de AC, 100 pg/ml
de AR y 80 uM de WG). En los histogramas se observa la delimitacion de las fases y la
distribucion de las células en las diferentes fases del ciclo celular (GO/G1, S y G2/M).
También se determiné el porcentaje de células con contenido de ADN sub-diploide
(sub-G1). La cuantificacion del porcentaje de células evaluado en cada estadio se
observa en la Figura 4.3.Aii, Bii y Cii.

Como se puede observar en la Figura 4.3.Aii, el porcentaje de células en la fase
GO0/G1 decreci6 significativamente después del tratamiento con 2,5y 5 pg/ml de AC
(p<0,01 y 0,001 vs. basal, respectivamente). Asimismo la dosis de 5 pg/ml de AC
incremento la fase S (p<0,05 vs. basal), y ambas dosis incrementaron el porcentaje de
células en el estadio G2/M (p<0,01 y p<0,001 vs. basal respetivamente).

Es importante destacar que el rango de concentraciones de AC utilizado para la
evaluacion del ciclo celular en las T-HESC fue inferior al utilizado para los ensayos de
proliferacion celular. Se realizé esta modificacion porque la puesta a punto del ensayo

de evaluacion del ciclo celular por citometria de flujo nos condujo a establecer el
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tiempo de estimulo en 48 horas. Al aumentar el tiempo de estimulo observamos que
las dosis mas altas provocaban que las células se despegaran de las placas de cultivo
dificultando el andlisis. Por este motivo, hemos analizado el efecto de AC sobre el ciclo
celular solamente luego de la incubacion con las dosis de 2,5y 5 pg/ml.

Cuando evaluamos el efecto del AR observamos que el tratamiento con 50 y 100
pg/ml no alteré la distribucion del ciclo celular (Fig. 4.3.Bii).

De manera similar a lo observado luego del estimulo con AC, el estimulo con
WG provocé una disminucion significativa de la fase GO/G1 con las concentraciones
de 40 y 80 puM (p<0,001 vs. basal). Complementariamente, la fase S se vio
incrementada después del estimulo con 40 uM de WG (p<0,05 vs. basal) asi como
también la fase G2/M, después del tratamiento con 40 y 80 uM (p<0,001 vs. basal,
Fig. 4.3.Cii).

Por ultimo, cabe destacar que todos los compuestos incrementaron entre un 4 y
10% el porcentaje de células en sub-G1 (p<0,01; p<0,001 y p<0,01 para AC, ARy WG
respectivamente vs. basal, Fig. 4.3.) sugiriendo un posible efecto proapoptético de los
compuestos sobre las células endometriales. Este indice es un indicativo de pequefios
fragmentos de ADN generados como consecuencia de la muerte celular programada.
El contenido en ADN, tras la permeabilizacion con detergentes o precipitacion con
alcoholes, disminuye y como consecuencia, es detectado como células con baja

tincion para el ADN en estadio sub-G1 %',
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Figura 4.3.: Efecto del acido carndsico (AC), acido rosmarinico (AR) y wogonina (WG)

sobre la progresién del ciclo celular de T-HESC.
Luego de la marcacién del ADN con ioduro de propidio, se evalué el ciclo celular por citometria
de flujo en células estimuladas durante 48 horas con (A) AC, (B) AR y (C) WG. (i) Histogramas
representativos a un ensayo obtenidos para la condicién basal y para la maxima dosis de cada
tratamiento. Se muestra la delimitacion de las fases del ciclo. (ii) Porcentaje de células en cada
estadio del ciclo celular luego del tratamiento con AC (n=7), AR (n=7) y WG (n=6). Los
resultados se expresan como porcentaje del basal, media + SEM. *p<0,05, **p<0,01,
***pn<0,001 vs. basal.
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Observando los efectos del AC y WG sobre el ciclo celular, nos propusimos
evaluar a continuacion la expresion de Ciclina B1, CDK1 y p21, tres de las proteinas
gue participan en la regulacion de la transicion de G2 a mitosis, etapa en la cual se
observo arresto celular luego de los tratamientos.

En la Figura 4.4. se muestran los resultados obtenidos luego de 48 horas de
estimulo de T-HESC con AC. Si bien se observo una leve disminucion de la expresion
de Ciclina B1 y CDK1, las diferencias no alcanzaron valores estadisticamente
significativos (p=0,08 y p=0,07 para Ciclina B1 y CDK1 respectivamente, Fig. 4.4.A-B).

La expresiéon de p21 no se vio alterada por el tratamiento (Fig. 4.4.C).
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Figura 4.4.: Efecto del acido carndsico (AC) sobre la expresion de CiclinaB1, CDK1y
p21.
Las células T-HESC fueron estimuladas durante 48 horas con AC 0; 2,5; 5 pg/ml. Se evalué la
expresion de (A) Ciclina B1 (p=0,08, n=6), (B) CDK1 (p=0,07, n=5) y (C) p21 (p=0,8, n=8) por
la técnica de Western blot. En los paneles inferiores se muestran fotografias representativas de
la expresion de cada una de las proteinas evaluadas con su correspondiente control de carga
(GADPH). Los resultados se expresan como la media + SEM.

De manera similar, luego del tratamiento con WG, no observamos alteracion de
la expresion de estas proteinas (Fig. 4.5.).
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Figura 4.5.: Efecto de wogonina (WG) sobre la expresidn de CiclinaB1, CDK1y p21.
Las células T-HESC fueron estimuladas durante 48 horas con WG 0; 40; 80 pM. Se evaluo la
expresién de (A) Ciclina B1 (p=0,9, n=8), (B) CDK1 (p=0,15, n=8) y (C) p21 (p=0,36, n=8) por
la técnica de Western blot. En los paneles inferiores se muestran fotografias representativas de
la expresion de cada una de las proteinas evaluadas con su correspondiente control de carga
(GADPH). Los resultados se expresan como la media + SEM.

El &cido carndsico y la wogonina inducen arresto de las células T-HESC en el
estadio G2/M. Las proteinas Ciclina B1, CDK1 y p21 no estarian involucradas

en la modulacién de estos cambios.

Evaluacion de la apoptosis en células T-HESC
Si bien el aumento del porcentaje de células en sub-G1 observado luego del
tratamiento con los compuestos sugeria la presencia de células apoptéticas, este
resultado necesitaba ser validado por otra técnica especifica para detectar apoptosis.
Para ello estimulamos células T-HESC durante 24 y 48 horas con AC, ARy WG
utilizando las dosis que habian sido efectivas para inhibir la proliferacién y/o inducir

arresto celular, y a continuacion se realizo la técnica de TUNEL analizando los eventos
por citometria de flujo.

Es importante destacar que la compensacion del citbmetro resultd ser dificultosa,

asi como también el analisis de los resultados debido a la fluorescencia propia de los
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compuestos emitida sobre el canal FITC (Fig. 4.6.). Como se observa en la Figura
4.7. no se detectaron células TUNEL positivas luego de los tratamientos.

Sugerimos que este problema técnico podria estar encubriendo y por eso
imposibilitando la deteccion del pequefio porcentaje (4-10%) de células apoptoticas

observado en la fase sub-G1.

Autofluorescencia de las células
== Autofluorescencia AC 25 ug/ml

- Autofluorescencia AR 100 pg/ml
=== Autofluorescencia WG 80 uM

FITC-a

Figura 4.6.: Autofluorescencia del acido carnésico (AC), &cido rosmarinico (AR) y
wogonina (WG).
Células T-HESC fueron tratadas por 24 horas con 25 ug/ml de AC, 100 pug/ml de AR y 80 uM
de WG. Luego las células se levantaron, se fijaron en PFA 1% y se pasaron por el citbmetro sin
ningdn tipo de marcacion. La fluorescencia emitida en el canal FITC fue detectada y

corresponde a la autofluorescencia de las células con o sin tratamiento.

60



4. Resultados

A.
i ii
[ Basal o Basal
- Autofluorescencia AC = Autofluorescencia AC
== AC 25 pg/ml == ACS5 pg/ml

Control + Control +

FITC-A

Basal  Basal
- Autofluorescencia AR - Autofluorescencia AR
AR 100 pg/ml AR 100 pg/ml

= Control + Control +

T FITe-a FITC-A
C.
i i
pm Basal Basal
- Autofluorescencia WG Autofluorescencia WG
= WG 80 uM WG 80 uM
Control + Control +

FITC-A

Figura 4.7.: Efecto del acido carndsico (AC), acido rosmarinico (AR) y wogonina (WG)
sobre la apoptosis de las células T-HESC.
Las células T-HESC fueron estimuladas durante (i) 24 horas y (ii) 48 horas con (A) AC 25y 5
pg/ml, (B) AR 100 pg/mly (C) WG 80 uM. Al cabo de este tiempo las células se levantaron, se
fijaron en PFA1% y se realiz6 la técnica de TUNEL. No se observo un incremento de los
niveles de fluorescencia respecto a los controles de autofluorescencia correspondientes para
cada compuesto. Cada experimento se repitié entre 2 y 4 veces. El control positivo consistié en

células Jurkat estimuladas con 1 uM de estaurosporina durante 24 horas.

No se detectaron células T-HESC apoptéticas mediante la técnica de TUNEL

luego del tratamiento con acido carnésico, acido rosmarinico y wogonina
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Evaluacion de la generaciéon de especies reactivas del oxigeno en T-HESC

La generacion intracelular de especies reactivas del oxigeno (ERO) se midi6
luego de 24 horas de estimulo con diferentes concentraciones de cada compuesto por
espectrofluorometria utilizando la molécula 2’7’ H,DCF-DA. Los resultados se exponen
en la Figura 4.8.. En los graficos de la izquierda (i), se muestran los niveles de
fluorescencia (expresados en unidades arbitrarias) para cada condicion en funcion del
tiempo mientras que a la derecha (ii) se exponen los resultados obtenidos luego de la
cuantificacion.

Como se observa en la Figura 4.8.Ai, si bien hubo una leve disminucién de la
produccion de ERO después del tratamiento con AC, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Fig. 4.8.Aii).

Luego del tratamiento con 50 y 100 pg/ml de AR, las intensidades de
fluorescencia detectadas fueron significativamente inferiores respecto a la condicion
basal (p<0,001, Fig. 4.8.Bii), lo que indica que este compuesto ejerci6 un efecto
antioxidante al capturar las ERO intracelulares evitando que éstas oxiden a la
molécula H,DCF.

Por el contrario después del tratamiento con 80 uM de WG se vio un incremento
de la produccion de ERO respecto al basal (p<0,05, Fig. 4.8.Cii). Al realizar un pre-
tratamiento con un compuesto con probados efectos antioxidantes como es la N-acetil
cisteina (NAC), este efecto fue contrarrestado. Estos resultados indican que a esa
concentracion, WG tiene un efecto prooxidante promoviendo la generacion de ERO

sobre las células T-HESC.
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Figura 4.8.: Efecto del acido carnésico (AC), acido rosmarinico (AR) y wogonina (WG)

sobre la generacion de ERO en T-HESC.

La produccion de ERO en células T-HESC estimuladas durante 24 horas con (A) AC (n=7), (B)

AR (n=6) y (C) WG (n=9) se evaluo por espectrofluorometria utilizando la molécula H,DCF-DA.

(i) Graficos de un ensayo representativo donde se observa el A fluorescencia en funcién del

tiempo. (ii) La cuantificacién de los resultados se expresa como A fluorescencia calculada a

tiempo final 70 minutos. *p<0,05 y ***p<0,001 vs. basal.

El acido rosmarinico ejercié un efecto antioxidante mientras que wogonina un

efecto prooxidante sobre las células T-HESC.
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Evaluacion de la expresiéon de receptores de estrogenos y secrecion de
estradiol en T-HESC

Conociendo el rol de los estrogenos en la promocion y mantenimiento de la
endometriosis, nos parecié de suma importancia evaluar el efecto de los compuestos
sobre la expresion de los receptores de estrogenos. Para ello las células fueron
estimuladas durante 48 horas con AC, AR y WG y la expresion proteica del receptor
de estrégeno a (ERa) fue evaluada mediante la técnica de Western blot.

Como se observa en la Figura 4.9.A y B, luego del tratamiento con AC y AR el
nivel de expresion del ERa no se vio modificado manteniéndose similar a la condicién
basal. Por el contrario, luego del tratamiento con 40 y 80 uM de WG la expresion del
receptor se redujo significativamente comparada al basal sin tratamiento (p<0,01 y
p<0,001 respectivamente, Fig. 4.9.C).
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Figura 4.9.: Efecto del &cido carndésico (AC), &cido rosmarinico (AR) y wogonina (WG)
sobre la expresién del receptor de estrégenos a.
Las células T-HESC fueron estimuladas durante 48 horas con (A) AC (n=5), (B) AR (n=6) y (C)
WG (n=5). Se evalud la expresion del receptor de estrogenos a (ERa) por la técnica de
Western blot. En los paneles inferiores se muestran fotografias representativas de la expresion
y su correspondiente control de carga (GADPH). Los resultados se expresan como la media +
SEM. **p<0,01 y ***p<0,001 vs. basal.

Por otro lado, diferentes anticuerpos monoclonales fueron testeados a fin de

evaluar la expresion del receptor de estrogenos $ (ERB) (Tabla 3.1.). Sin embargo,
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ninguno de ellos pudo utilizarse ya que no se detectaron bandas especificas a la altura
esperada y reportada por los fabricantes (55 y 56 kDa).

Después de haber detectado el efecto inhibitorio de WG sobre la expresion del
ERa, nos parecié interesante evaluar mediante un ELISA los niveles de estradiol en
los medios condicionados (MC) de las células T-HESC estimuladas por 48 horas con
dicho compuesto.

Los resultados se muestran en la Figura 4.10. y se expresan como porcentaje
respecto al basal. No se observaron diferencias en los niveles de estradiol después del
tratamiento con WG, siendo las concentraciones promedio para el grupo control, 40 y
80 uM de 2,1; 2,4y 3,7 pg/ml respectivamente.
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Figura 4.10.: Efecto de wogonina (WG) sobre los niveles de estradiol en medios
condicionados de células T-HESC.
Las células T-HESC fueron estimuladas con 40 y 80 uM de WG durante 48 horas. Los medios
condicionados fueron colectados, centrifugados y mantenidos a -20°C hasta el momento de su
utilizacion. Se evalu6 el contenido de estradiol por ELISA, previa extraccibn de hormonas
esteroideas utilizando éter etilico. Los resultados se expresan como porcentaje respecto al

basal, media + SEM. n=5

Wogonina inhibio la expresion del receptor de estrogeno a en células T-HESC,

pero no tuvo efectos sobre la secrecion de estradiol por parte de las células.
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Efecto del &cido carnésico, acido rosmarinico y wogonina sobre la

requlacion del ciclo celular de mastocitos humanos

Evaluacion del ciclo celular en HMC1.1

Se sabe que los mastocitos cumplen un papel importante en patologias que
involucran dolor e inflamacion crénica como es la endometriosis. Siendo asi, nos
interes6 evaluar el efecto de estos compuestos sobre la linea celular humana de
mastocitos HMC1.1.

Las células recibieron un estimulo de 24 horas con AC, AR y WG y se evalud la
expresion de ciclina A2, ciclina B1, cdkl, cdc25ay p21 por RT-qPCR.

Si bien se observd una notable disminucién de la expresiéon de ciclina A2, ciclina
B1, cdkl y cdc25a después del tratamiento con AC 2,5; 5y 7,5 yug/ml las diferencias
no fueron estadisticamente significativas respecto al basal (Fig. 4.11.Ai-iv). Por el
contrario, la expresién del inhibidor de la formacion del complejo ciclina-kinasa
dependiente de ciclina, p21, se vio significativamente aumentada luego del tratamiento
con 2,5; 5y 7,5 pg/ml del AC (p<0,01; p<0,001 y p<0,001 respectivamente vs. basal,
Fig. 4.11.Av).

No se observo ningun efecto regulatorio sobre la expresién de estos genes luego
del tratamiento con AR (Fig. 4.11.Bi-v).

Por su parte, WG 40 y 80 uM indujo una significativa disminucién de la expresién
génica de ciclina A2, ciclina B1, cdkl y cdc25a respecto al basal (p<0,05, p<0,01 y
p<0,001, Fig. 4.11.Ci-iv). Este efecto fue complementario al incremento de la
expresion de p21 (p<0,05; p<0,01 y p<0,05 para 20, 40 y 80 uM respectivamente vs.
basal, Fig. 4.11.Cv).
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Figura 4.11.: Efecto del acido carndsico (AC), 4cido rosmarinico (AR) y wogonina (WG)
sobre la expresion de genes implicados en el ciclo celular en células HMC1.1.
Se evalué por RT-gPCR la expresion de (i) ciclina A2, (ii) ciclina B1, (iii) cdkl, (iv) cdc25ay (v)
p21 en células HMCL1.1 estimuladas durante 24 horas con (A) AC (n=5), (B) AR (n=3) y (C) WG
(n=5). *p<0,05; **p<0,01 y ***p<0,001 vs. basal.
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El 4cido carndsico y la wogonina indujeron cambios en la expresion génica de
proteinas involucradas en el ciclo celular que podrian conducir a un arresto de
las células HMC1.1 en el estadio G2/M.

Efectos del tratamiento con acido carnosico, acido rosmarinico y

wogonina sobre el desarrollo de lesiones endometridsicas

inducidas en raton

Efecto del AC, AR y WG sobre el volumen y el numero de las lesiones
endometriosicas

A partir de los resultados obtenidos in vitro, quisimos complementar los estudios
y evaluar el efecto de estos tres compuestos naturales sobre el desarrollo de la

endometriosis experimental en ratén.

Luego del tratamiento con AC, AR y WG los animales se sacrificaron y se evalué
el grado de desarrollo de la enfermedad. El primer examen que se realiz6, fue el
analisis macroscopico de la cavidad peritoneal. Se localizaron y contaron las lesiones
endometriosicas desarrolladas e, in situ, se las midié6 con un calibre en dos ejes
perpendiculares para determinar su tamafio. Los resultados de estas observaciones se

muestran en la Figura 4.12..

Las dosis mas altas de AC y AR evaluadas disminuyeron de manera significativa
el volumen de las lesiones desarrolladas por raton comparado con el grupo control
(Fig. 4.12.Ai, p<0,01 y 4.12.Bi, p<0,05 para AC y AR, respectivamente). De manera
similar, WG indujo una disminucion significativa del tamafio de las lesiones
desarrolladas (Fig. 4.12.Ci; p<0,05 vs. grupo control). Sin embargo, ninguno de los
tratamientos provocd cambios significativos en el nimero de lesiones establecidas
(Fig. 4.12.Aii; Bii y Cii).
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Figura 4.12.: Efecto del &cido carndésico (AC), &cido rosmarinico (AR) y wogonina (WG)

sobre (i) el volumen vy (ii) el ndmero de las lesiones endometridsicas.

Los ratones se sometieron a una cirugia de induccién de la endometriosis. Los animales se

sacrificaron y el nimero de lesiones establecidas se contd y midié luego de: (A) 14 dias de

tratamiento por via i.p. con vehiculo (control; n=8), 2 mg/kg/dia (n=11) y 20 mg/kg/dia (n=10) de

AC; (B) 14 dias de tratamiento por via i.p. con vehiculo (control; n=8), 1 mg/kg/dia (n=11) y 3

mg/kg/dia (n=10) de AR; (C) 12 dias de tratamiento por v.o. con vehiculo (control, n=11) y 20

mg/kg/dia (n=12) de WG. Los resultados se expresan como media + SEM. *p<0,05; **p<0,01

VS. grupo control.

El &cido carnésico, el &cido rosmarinico y la wogonina inhibieron el volumen de

las lesiones endometridsicas en raton.

Una vez que las lesiones se contaron y midieron, se extrajeron y fijaron para

poder realizar distintas evaluaciones sobre cortes histolégicos de las mismas. Por un

lado, se realiz6 inmunohistoquimica para evaluar la proliferacion celular. Se utilizd

como marcador el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) para cuantificar las
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células que presentaban una proliferacién celular activa. Por otro lado, se estudid y
cuantificd el numero de células en apoptosis en las lesiones endometriésicas por la
técnica de TUNEL. En ambos casos se contaron células estromales y epiteliales
positivas para cada una de las marcaciones y se calculé el porcentaje de células
positivas, PCNA+ o TUNEL+, respecto al total de células contadas.

Evaluacion de proliferacion celular en las lesiones endometridsicas

Como puede verse en la Figura 4.13.Ai-Ci, todos los tratamientos disminuyeron
de manera significativa la proliferacion celular en las lesiones endometriésicas en
comparacion con el grupo control (AC y WG: p<0,05; AR: p<0,001). A la derecha de la
Figura 4.13. se observan micrografias representativas de la inmunomarcacion de
PCNA (Fig. 4.13.Aii-Cii).
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Figura 4.13.: Efecto del &cido carndésico (AC), &cido rosmarinico (AR) y wogonina (WG)
sobre la proliferacidn de células epiteliales y estromales en lesiones endometridsicas
desarrolladas en raton.

Los ratones se sometieron a una cirugia de induccién de la endometriosis. Los animales se
sacrificaron y las lesiones desarrolladas se extirparon y fijaron para evaluar la proliferacion
celular mediante inmunohistoquimica de PCNA luego de: (A) 14 dias de tratamiento por via i.p.
con vehiculo (control; n=8), 2 mg/kg/dia (n=11) y 20 mg/kg/dia AC (n=10) de; (B) 14 dias de
tratamiento por via i.p. con vehiculo (control; n=8), 1 mg/kg/dia (n=11) y 3 mg/kg/dia (n=10) de
AR; (C) 12 dias de tratamiento por v.0. con vehiculo (control, n=11) y 20 mg/kg/dia (n=12) de
WG. (i) Se cuantificé el porcentaje de células PCNA+. Los resultados se expresan como media
+ SEM. *p<0,05 y **p<0,001 vs. grupo control. (ii) Micrografias representativas de la
inmunomarcacion de PCNA. Recuadro: controles negativos sin el agregado del respectivo

anticuerpo primario. Magnificacion x400, escala: 50 pm.
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El &cido carndsico, el 4cido rosmarinico y la wogonina inhibieron la proliferacion

celular en las lesiones endometriésicas en raton.

Evaluacion de la apoptosis en las lesiones endometridsicas

Luego del tratamiento con AC se observé un leve incremento del porcentaje de
células TUNEL+ pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas
comparado al grupo control (Fig. 4.14.Ai).

Por su parte, la dosis mas alta del AR (3 mg/kg/dia) incrementd
significativamente el porcentaje de células TUNEL+ en las lesiones endometriésicas
(p<0,05 vs. grupo control, Fig. 4.14.Bi).

Por ultimo y de manera similar a lo observado anteriormente, luego del
tratamiento con WG (20 mg/kg/dia) el porcentaje de células TUNEL+ fue
significativamente superior respecto al grupo control (p<0,001; Fig. 4.14.Ci).
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Figura 4.14.: Efecto del &cido carndésico (AC), &cido rosmarinico (AR) y wogonina (WG)
sobre la muerte celular de células epiteliales y estromales en lesiones endometriosicas
desarrolladas en raton.

Los ratones se sometieron a una cirugia de induccion de la endometriosis. Los animales se
sacrificaron y las lesiones desarrolladas se extirparon y fijaron para evaluar la muerte celular
mediante la técnica de TUNEL luego de: (A) 14 dias de tratamiento por via i.p. con vehiculo
(control; n=8), 2 mg/kg/dia (n=11) y 20 mg/kg/dia (n=10) de AC; (B) 14 dias de tratamiento por
via i.p. con vehiculo (control; n=8), 1 mg/kg/dia (n=11) y 3 mg/kg/dia (n=10) de AR; (C) 12 dias
de tratamiento por v.o. con vehiculo (control, n=11) y 20 mg/kg/dia (n=12) de WG. (i) Se
cuantificé el porcentaje de células TUNEL+. Los resultados se expresan como media + SEM.
*p<0,05 y ***p<0,001 vs. grupo control. (ii) Micrografias representativas de la marcacion de
TUNEL. Recuadro: controles negativos, se incubaron en ausencia de la enzima TdT. Las

flechas negras sefialan células TUNEL+. Magnificacion x400, escala: 50 pum.

El acido rosmarinico y la wogonina indujeron apoptosis en las lesiones

endometridésicas en raton.
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5. Discusion

La endometriosis es una patologia con una alta prevalencia e importantes
implicancias por lo que requiere ser abordada desde las politicas de salud publica, la
contencién a las pacientes, la actualizacion y capacitacion de médicos y la
investigacion basica.

Las terapias disponibles actualmente para tratar la endometriosis estan dirigidas
a atenuar las consecuencias de la enfermedad sin atacar sus causas y resultan
ineficaces a largo plazo. El tratamiento estdndar consiste en una intervencién
quirdrgica en la cual las lesiones endometriésicas son extirpadas seguido de un
tratamiento hormonal destinado a generar un estado de hipoestrogenemia *°. El
tratamiento se complementa con analgésicos y antiinflamatorios de tipo AINEs para
paliar el dolor. Sin embargo y como desventaja, el tratamiento conlleva severos
efectos adversos y elevadas tasas de recurrencia (entre un 40-50%) cuando éste es
interrumpido ***®®. Por otro lado y paradéjicamente, a pesar de que la infertilidad es un
motivo de consulta frecuente por parte de las pacientes que padecen endometriosis, la
imposibilidad de quedar embarazada durante el tratamiento es otro de los efectos
indeseados de las terapéuticas actuales. Frente a estas limitaciones, la blusqueda de
alternativas terapéuticas que puedan ser administradas por periodos prolongados sin
perjudicar la salud de las pacientes y que ademas, dada su inocuidad, pudieran
posibilitar la busqueda de un embarazo durante su administracion, resulta
fundamental.

En los udltimos afios, la fitoterapia esta siendo seriamente evaluada para el
tratamiento de una multiplicidad de enfermedades. El hecho de que una diversidad de
compuestos de origen vegetal puedan ser administrados por largo plazo sin conllevar
efectos adversos resulta una ventaja sobre los tratamientos convencionales y
promueven investigaciones cientificas en campos relacionados con la fisiopatologia
humana ***9°,

Si bien esta enfermedad es considerada benigna, la endometriosis implica un
trastorno intrinseco en la proliferacion celular similar a una neoplasia, donde las
células poseen capacidad de invadir a distancia y desarrollar angiogénesis *’. Siendo
asi, la aplicacion de estrategias utilizadas en la investigacion de procesos tumorales
provee de nuevas herramientas para abordar la terapéutica de la endometriosis.

En ese sentido, hace algunos afios nuestro grupo ha comenzado una busqueda

de posibles fitoterapéuticos con demostrados efectos antitumorales para el control de
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la endometriosis. Hemos estudiado el efecto de dos productos provenientes de los
frutos rojos y del té verde: resveratrol y EGCG, que han resultado poseer claros
efectos inhibitorios sobre el desarrollo de la endometriosis experimental '*°. La
continuacién de esta busqueda, nos ha conducido a proponer el estudio de los
compuestos bioactivos de dos especies vegetales con probados efectos terapéuticos
beneficiosos en la terapéutica experimental del cancer, el romero y la Scutellaria
baicalensis.

Por lo tanto, decidimos iniciar esta investigacion evaluando el efecto de tres de
los potentes biocompuestos presentes en estas especies vegetales; acido carndsico,
acido rosmarinico y wogonina, sobre modelos experimentales de endometriosis. El
acido carnésico y el acido rosmarinico son compuestos activos presentes en el
extracto de hojas de romero y wogonina es un flavonoide proveniente de la raiz de
Scutellaria baicalensis, una de las hierbas fundamentales utilizada en la medicina
herbaria china.

El primer desafio fue evaluar el efecto de estos compuestos naturales sobre la
proliferacién de células estromales endometriales humanas. Para ello se establecieron
cultivos primarios a partir de biopsias endometriales de mujeres controles y mujeres
con endometriosis y a continuacion fueron estimuladas con acido carnésico, acido
rosmarinico o wogonina durante 24 horas.

Observamos que la concentracion de 10 pg/ml de &cido carnésico indujo una
inhibicion significativa de la proliferacién celular estromal endometrial en cultivos
primarios generados tanto a partir de biopsias de mujeres control como de mujeres
con endometriosis. La dosis inhibitoria efectiva de &cido rosmarinico fue 100 pg/ml, y
80 puM en el caso de wogonina.

Asimismo, hallamos que el patrén de inhibicion de la proliferacion celular
observado en los cultivos obtenidos a partir de biopsias de pacientes con
endometriosis y de mujeres del grupo control fue similar. Este comportamiento ya ha
sido observado en otros trabajos realizados con anterioridad en nuestro laboratorio en
los que no se hallaron diferencias significativas en los resultados de los distintos
parametros evaluados entre los cultivos provenientes del grupo control y de
endometriosis 2’#*°. Atribuimos estos efectos al posible hecho de que tanto las células
que provienen de pacientes como las células endometriales de controles atravesaron
por un proceso de digestion, separacion y aislamiento, luego del cual fueron cultivadas
y estimuladas. Esta manipulacion provoca que la fraccion de células estromales
aisladas que estamos evaluando deje de estar influenciada por el microambiente en el

cual se encontraba y responda de manera similar bajo un mismo estimulo en

75



5.Discusion

condiciones experimentales independientemente de la condicién de la paciente de
donde provienen.

Habiendo comprobado el efecto antiproliferativo de los compuestos naturales
sobre el cultivo primario de células estromales endometriales, nos preguntamos si se
podria reproducir este resultado en un modelo experimental in vitro adicional, como es
el de la linea celular estromal endometrial humana T-HESC.

Observamos que los tres compuestos fueron capaces de inhibir la proliferaciéon
celular en este modelo experimental. Cabe destacar que en este caso utilizamos un
rango de concentraciones mas amplio debido a la frecuente dificultad de obtener una
respuesta efectiva de inhibicion de la proliferacion celular en las lineas celulares. Sin
embargo, las concentraciones a las que se observé inhibicion de la proliferacién
celular en las células T-HESC coincidieron mayormente con aquéllas que fueron
efectivas sobre el cultivo primario. Esta propiedad antiproliferativa de acido carndsico,
acido rosmarinico y wogonina sobre las células T-HESC concuerda con resultados
reportados por otros autores utilizando otros tipos celulares #10215242:248.280.281

Al respecto, Yesil-Celiktas y col. evaluaron el efecto del acido carndsico y 4cido
rosmarinico sobre la proliferacién de distintos tipos de lineas celulares tumorales
humanas: células tumorales pulmonares (NCI-H82), lineas celulares establecidas a
partir de carcinomas prostaticos (DU-145 y PC-3), carcinomas hepatocelulares (Hep-
3B), células mieloides (K-562) y adenocarcinomas mamarios (MCF-7 y MDA-MB-231).
Las concentraciones evaluadas para ambos compuestos partieron de 6,25 hasta 50
pug/ml. Los autores demostraron que el acido carndsico ejercié una potente actividad
antiproliferativa en todas las lineas evaluadas mientras que el acido rosmarinico no fue
efectivo a esas concentraciones #°. Estos resultados son coherentes con los efectos
obtenidos en este trabajo en la linea T-HESC, para la cual fueron necesarias
concentraciones mas elevadas de acido rosmarinico para conseguir un efecto similar
al obtenido con acido carnésico.

En lo que refiere a wogonina, hemos evaluado concentraciones en un rango de
20 UM hasta 160 puM sobre las células T-HESC. Observamos que la dosis minima
efectiva de wogonina fue 40 uM y dado que la concentracién de 160 uM produjo el
mismo efecto que la de 80 puM, los ensayos se continuaron utilizando esta ultima como
maxima.

De manera similar y en concordancia con nuestros resultados, Yu y Kim
demostraron un efecto antiproliferativo de wogonina sobre la linea celular de cancer de
mama MCF-7 utilizando una dosis de 100 uM *®. Asimismo, otros autores observaron

un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de lineas celulares tumorales mamarias
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(T47D, SK-BR-3 y MDA-MB-231) evaluando concentraciones que variaron desde 50
hasta 150 pM de wogonina **®.

Debido a los resultados similares obtenidos en cuanto a proliferaciéon celular
entre los cultivos primarios y la linea celular T-HESC, y frente a las ventajas que
confiere el manejo de una linea celular en comparacion a un cultivo primario, la
investigacion se continud evaluando otros parametros en células T-HESC. Esta linea
celular es utilizada por distintos grupos como modelo experimental para la
investigacion en endometriosis 2°°2%’,

La inhibicién del ciclo celular y la inducciéon de apoptosis son dos estrategias
destinadas a controlar el crecimiento celular en tejidos. A continuacion decidimos
evaluar si los efectos de los compuestos observados sobre la proliferacion celular se
podian explicar mediante la modulacién de alguno de estos mecanismos.

Se comenzd evaluando el ciclo celular por citometria de flujo luego de la
marcaciéon del ADN con ioduro de propidio. Se trata de una técnica sencilla que
permite reconocer el estadio del ciclo en el que se encuentra la célula segun la
cantidad de ADN existente. Una célula en GO/G1 posee la cantidad de ADN
correspondiente a una célula diploide (2N) mientras que una célula que se encuentra
en el estadio G2/M posee el doble de material genético (4N) ya que su ADN ha sido
duplicado durante la fase de sintesis (S).

En este caso hemos estimulado las células T-HESC con los compuestos por 48
horas, y no por 24 como para los ensayos de proliferacion celular, debido a que resultd
ser el tiempo que consideramos apropiado luego de realizar curvas de puesta a punto
en donde se compararon los efectos a 24, 48 y 72 horas. Por otro lado, para el
tratamiento con &cido carndsico se usaron concentraciones menores a las que habian
sido evaluadas en proliferacion celular debido a que a 48 horas, las concentraciones
mas elevadas provocaban una menor adhesion de las células al plastico quedando la
mayoria de ellas en suspension.

Se sabe que a lo largo del ciclo, diferentes puntos de control censan el correcto
funcionamiento de la célula y permiten su progresién. Un punto de control ubicado al
finalizar la fase G2 alerta acerca de la posible replicacion incorrecta del ADN o acerca
de potenciales dafios en el mismo. En caso de que los hubiera y que no hayan sido
reparados, la célula activa mecanismos que impiden su entrada en mitosis. Como
consecuencia, no se produce la division y la célula queda arrestada en ese estadio

para mantenerse alli o gatillar las vias de muerte celular ?*>. Después del tratamiento
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de las células estromales endometriales con acido rosmarinico no se observaron
alteraciones en el ciclo celular. Sin embargo, este efecto de arresto fue observado
luego del tratamiento con &cido carnésico y wogonina. Los resultados mostraron una
significativa disminucion del porcentaje de células en el estadio GO/G1 acompafado
de un incremento del porcentaje en el estadio G2/M.

Este mecanismo de induccion de arresto en G2/M resulta ser una buena
estrategia para inhibir el crecimiento celular y ha sido observado al evaluar otros
compuestos de origen natural con efectos antitumorales como por ejemplo Apigenina,
un flavonoide presente en el apio, perejil y pomelo; N-Butylidenephthalide, un
compuesto aislado de la raiz de Angelica sinensis, una hierba utilizada en la medicina
china; y el extracto de la planta medicinal Physalis angulata, entre otros 283728 Al
conocer estos resultados decidimos profundizar el estudio evaluando por Western blot
la expresion de proteinas que estuviesen directamente asociadas a la regulacion del
ciclo durante esa etapa.

La regulacion del ciclo celular estd estrictamente coordinada por proteinas,
gquinasas Yy fosfatasas, que actllan de manera simultanea. La quinasa dependiente de
ciclina 1 (CDK1) y la Ciclina B1, conocida también como ciclina mitética, forman un
heterodimero; la activacion de este complejo es indispensable para la entrada de la
célula en mitosis. A su vez, para que haya activacion de la CDK1, la misma tiene que
estar fosforilada en el residuo de Treonina 161, la Ciclina B1 debe estar ensamblada y

287

los residuos de Treonina 14 y Tirosina 15, desfosforilados Ademas existen

proteinas que inhiben la formacién de este heterodimero como ser p21, p27 y p53
282,288.

Conociendo esta regulacion evaluamos por Western blot la expresion de CDK1
(el anticuerpo utilizado reconoce la secuencia PSTAIRE que es aquella a la que la
Ciclina B1 se acopla); Ciclina B1 y p2l1 sobre extractos de células T-HESC
estimuladas durante 48 horas con acido carndsico y wogonina.

Como se mostro en los resultados, no se observaron cambios significativos en la
expresion de estas proteinas. El tratamiento con &cido carndsico indujo una tendencia
a disminuir la expresion de CDK1 y Ciclina B1, lo que podria dar indicios de inhibicién
de la formacion del complejo con la consiguiente induccion de arresto celular. Sin
embargo, la expresion de p21 no se vio alterada.

Si bien luego del tratamiento con wogonina se observé una tendencia a
incrementar la proteina p21, lo que podria contribuir al arresto celular inhibiendo la
formacion del complejo mitético, observamos que contrariamente a lo esperado la

expresion de CDK1 también se encontraba levemente incrementada. Si bien las
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diferencias no fueron estadisticamente significativas, se ha visto que el aumento de
CDK1 podria también asociarse a la induccién de apoptosis. Trabajos previos han
reportado que un aumento en esta proteina resultaria en una entrada prematura en
mitosis lo que provocaria catastrofe mitética y la consecuente muerte por apoptosis 2%,
Efectos similares han sido reportados con sustancias que inducen inhibicién de WEEZ1,
una quinasa que inactiva a CDK1, lo que provoca activacion de la CDK1, un ingreso
prematuro a mitosis y la consecuente catastrofe mitética y apoptosis 2%,

Si bien estos resultados no lograron aportar mas evidencias a la regulacion de la
induccion de arresto celular en G2/M, el estudio de la modulacion del ciclo celular es
complejo y creemos que es necesaria la evaluacién de mas proteinas que participan
de esta transicién, como ser las quinasas (WEE1 y CAK) y fosfatasas (CDC25, PP2A)
encargadas de activar o desactivar a la CDK1, asi como también a otras proteinas
inhibidoras de la formacién del complejo CDK1-Ciclina B1 como ser p27 y p53. Por
altimo, el uso de anticuerpos que reconozcan los sitios de fosforilacién de la CDK1
también aportaria una informacién mas precisa acerca de la activacion de la enzima.

Aungque no hayamos podido dilucidar cuales son las proteinas responsables de
inducir los cambios observados sobre la progresién del ciclo celular causados por los
tratamientos, trabajos realizados en otros modelos celulares dan sustento a nuestros
resultados: Visanji y col. demostraron que el efecto antiproliferativo del acido carndésico
sobre células de adenocarcinoma epitelial colorectal estd asociado a alteraciones en
los niveles de Ciclina A y B1 ?°*. Asimismo, un estudio publicado por Petiwala y col.,
evidencié que el extracto de romero es capaz de modular el crecimiento de lineas
celulares de cancer de prostata induciendo arresto del ciclo en G1 y G2 *. Para el
caso de wogonina, se reporté que un estimulo con 150 uM del flavonoide fue capaz de
inducir arresto de células MCF-7 en el estadio G2/M observandose una disminucion de
Ciclina B1, Ciclina A, CDK1, p-CDK1 (T161) y CDC25C y un incremento de p21 y p-
CDK1 (T14/Y15) 2%,

Siguiendo con la etapa de identificacion de posibles mecanismos que modulan el
crecimiento celular, determinamos la presencia de células con contenido de ADN sub
diploide mediante la técnica de tincion del ADN con ioduro de propidio. Observamos
que los compuestos evaluados indujeron un incremento del porcentaje de células en
sub-G1 dando indicios de induccion de apoptosis. Sin embargo, como esta técnica no
es especifica para la deteccion de apoptosis fue necesario complementar el estudio
con la metodologia gold standard para evaluar células en apoptosis que es la técnica

de TUNEL. En este caso basandonos en resultados previamente reportados por otros
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autores, realizamos estimulos tanto de 24 como de 48 horas con las dosis mas altas
de los compuestos que habian mostrado un efecto sobre la inhibicibn de la
proliferacion celular.

Los resultados evidenciaron la ausencia de células TUNEL positivas después del
tratamiento con acido carnésico, acido rosmarinico y wogonina. Si bien observamos
que los compuestos, especialmente acido carnésico y acido rosmarinico, emiten
fluorescencia per se sobre el canal correspondiente a FITC, luego del tratamiento no
se hall6 una emision de fluorescencia que superara la autofluorescencia de los
mismos. Posiblemente este problema inherente a los compuestos evaluados podria
estar encubriendo e imposibilitando la deteccion del pequefio porcentaje (4-10%) de
células que estén muriendo por apoptosis de acuerdo a lo detectado en la evaluacion
de la fase sub-G1.

Al respecto, numerosos trabajos han descripto propiedades proapoptéticas in
vitro, de estos compuestos naturales en distintos sistemas celulares 2!#216:220.293-295
Min y col. observaron induccién de apoptosis en células de carcinoma renal luego de
24 horas de tratamiento con 13,1 pg/ml de 4cido carndsico. El efecto fue evidenciado
por aumento de la fase sub-G1, clivaje de PARP, deteccién de la fragmentacion del
ADN y aumento de la actividad de Caspasa 3 #**.

Ademas, Lopez-Jiménez y col. demostraron mediante la técnica de TUNEL el
efecto proapoptético de acido carndsico usando concentraciones que variaron entre
3,3 y 16,4 pg/ml sobre dos lineas celulares tumorales HL60 y HT1080 (células
promieliticas de leucemia humana y células de fibrosarcoma, respectivamente) . En
una linea de cancer de ovario, el extracto de romero inhibi6 la proliferacion celular
modificando la expresion de multiples genes que regulan la apoptosis entre otros

mecanismos demostrados %'°.

Por su parte wogonina tambien evidencio efectos
proapoptoticos en distintas lineas célulares tumorales 29292, Por ejemplo en la linea
celular de cancer de mama MCF-7, wogonina indujo apoptosis mediante la activacion
tanto de la via mitocondrial como de la via de receptores de muerte, observandose
alteracion de la proporcion de las proteinas Bax y Bcl-2, activacién de Caspasa 9 asi

como también degradacion de la procaspasa 8, clivaje de Bid y de PARP #%°,

Nos interesé luego estudiar si el tratamiento con los compuestos naturales
inducian la modificacion del estado de Oxido-reduccion de las células T-HESC. Las
especies reactivas de oxigeno (ERO) son subproductos del metabolismo del oxigeno
que juegan un papel importante en la sefializacion celular **®. La elevacion persistente

de ERO genera un desequilibrio que puede dafiar macromoléculas y alterar las
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funciones celulares. Esta condicion se manifiesta en diversas enfermedades
inflamatorias cronicas incluyendo la endometriosis 3%,

Los polifenoles son generalmente conocidos por su actividad antioxidante.
Algunos de ellos actdan eliminando radicales libres o ejercen su actividad como
interruptores de las reacciones radicales en cadena. A su vez son capaces de inhibir
enzimas productoras de radicales de oxigeno y activar la transcripcion de Nrf2, el
principal regulador de las enzimas antioxidantes y desintoxicantes. Estas propiedades
antioxidantes les proporcionan capacidades antiinflamatorias y quimiopreventivas ya
que alivian los efectos secundarios de los citostaticos %%,

Los resultados demostraron que el &cido carnésico y el acido rosmarinico
provocaron una disminucién de la generacion de ERO producida por las células T-
HESC. El efecto del acido carnésico fue muy leve sin alcanzar diferencias
estadisticamente significativas. Sin embargo, el tratamiento con &cido rosmarinico
disminuyd notoriamente la generacion de ERO dando evidencia de una fuerte
capacidad antioxidante del compuesto.

Si bien esta propiedad del romero ya se conocia y habia sido reportada en

distintos trabajos 2°*°%

es la primera vez que el efecto se demuestra sobre células
endometriales identificando ademas los biocompuestos responsables de la actividad
antioxidante. Resultados similares a los obtenidos en este trabajo se reportaron sobre
otros tipos celulares. Cattaneo y col. demostraron un efecto antioxidante del extracto
de romero sobre células de melanoma ?°. De manera similar, se demostré que el
acido rosmarinico fue capaz de disminuir los niveles de ERO en células endoteliales y
en una linea de cancer de colon utilizando concentraciones en un rango de 9 a 100
ug/ml 223,224

No obstante, los resultados obtenidos para wogonina resultaron ser diferentes a
los recientemente explicados para acido rosmarinico. Observamos que la dosis de 80
UM del flavonoide increment6 la generacion de ERO y al realizar una coincubacion del
compuesto con una molécula de reconocida capacidad antioxidante (NAC), el efecto
fue revertido. Paradojicamente, los resultados indicaron que wogonina ejercié un
efecto prooxidante.

La investigacion en biologia y medicina nos enfrenta con numerosas aparentes
contradicciones o paradojas que son de dificil interpretacion y que valen la pena
identificar para concentrar en ellas la atencion. Esto se debe a la complejidad de los
sistemas y elementos con los que trabajamos. Un ejemplo de estos efectos duales son

los que provocan los flavonoides que si bien son comdnmente conocidos por su
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actividad antioxidante, a su vez, numerosas publicaciones también demuestran sus
propiedades prooxidantes %3330,

Especificamente se reporté que wogonina produjo un efecto proapotético sobre
células tumorales mamarias de la linea MCF-7 asociandose este efecto a la
generacion de ERO y a la activacion de las vias de sefalizacion ERK y p38 MAPK 2%,
Otro trabajo demostré que una concentracion de 10 uM de wogonina fue capaz de
inducir apoptosis de dos lineas celulares, A549 y HelLa (células tumorales pulmonares
y células de cancer de cuello uterino, respectivamente) a través de la acumulacién
intracelular de H,O,. Mediante este mecanismo wogonina también potencié el efecto

del agente quimioterapéutico cisplatino 3%,

Asimismo, el mecanismo prooxidante
descripto por Baumann y col. se explica mediante la capacidad de wogonina de
cambiar el radical libre *O,- a un producto no radical mas reducido H,O,. El H,O, actla
como molécula de sefnalizacién; activa PLCy1, induce la liberacion y acumulacion de
Ca?" citosélico produciendo finalmente alteracién de la membrana mitocondrial y
apoptosis. Mediante este mecanismo wogonina fue capaz de inducir apoptosis
selectivamente en linfocitos T malignos pero no en células T sanas de sangre
periférica 2*.

En conclusién, la propiedad prooxidante de wogonina puede ser aprovechada
para producir efectos citostaticos especificamente sobre las células cancerosas. La
selectividad se debe a que éstas células, en comparacion con las células normales,
exhiben un aumento intrinseco de las ERO debido en parte a la estimulacion
oncogénica, al aumento de la actividad metabdlica y al mal funcionamiento
mitocondrial. Esta caracteristica bioquimica proporciona una oportunidad ya que un
incremento aun mayor de esos niveles oxidativos no seria tolerado por la célula y
acabaria desencadenando un proceso apoptético 3°43%.

Si bien la endometriosis no es una enfermedad maligna, esta descripto que las
células endometriales ectépicas desarrollan mecanismos similares a los de una célula
tumoral como ser la resistencia a la apoptosis, una exacerbada proliferacion y la
evasion del sistema inmune 3%, El efecto prooxidante de wogonina podria resultar
beneficioso en el tratamiento de la endometriosis para disparar mecanismos que
eliminen selectivamente las células endometriésicas sin alterar las células normales.
Futuros ensayos que permitan comparar el efecto de wogonina en células
endometriales y endometriésicas seran de utilidad para aportar datos especificos de
su propiedad diferencial para inducir apoptosis.

Si bien no hay antecedentes en el uso de ninguno de los compuestos que

estudiamos sobre modelos de endometriosis, un trabajo publicado recientemente,
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evidencié un efecto similar de otro flavonoide, la Apigenina, sobre lineas celulares de
endometriosis humana. Los autores demostraron que el compuesto estimuld la
produccion de ERO y condujo a la peroxidaciéon lipidica, lo que finalmente
desencadend en apoptosis a través de vias mitocondriales y mecanismos
dependientes de ERO *’. Es importante destacar que, si bien hemos obtenido un
efecto prooxidante luego del tratamiento con wogonina, no vimos una induccion
marcada de la apoptosis in vitro en los tiempos y dosis evaluados. La complejidad del
estudio de estos polifenoles radica en que su actividad biolégica depende en gran
medida de la dosis aplicada, el tipo de célula y el tiempo de exposicion ?®®. Seria
interesante poder continuar con este trabajo para estudiar otros modelos celulares o
bien, modificar dosis y tiempos de incubacién para asi poder evaluar y comparar los
mismos parametros medidos en otras condiciones experimentales.

En lo que respecta el uso de anti/prooxidantes como posibles tratamientos para
la endometriosis, la ecuacion resulta compleja de evaluar. Un antioxidante seria capaz
de restablecer el desbalance redox producido por un proceso inflamatorio, actuando
positivamente, mejorando e inhibiendo dicha inflamacién. Sin embargo, desde otro
punto de vista, podria enlentecer o inhibir la apoptosis endometrial inducida por el
aumento exacerbado de ERO, contribuir a la inestabilidad gendmica e inducir

transformacion celular 4%,

Sin duda, son necesarias mas investigaciones que
esclarezcan los mecanismos fisiopatoldgicos asociados a la endometriosis asi como
también los mecanismos moleculares por los cuales actlan esos compuestos. Estas
respuestas seran clave a la hora de dilucidar qué tipo de terapéutica seria mas

apropiada para el tratamiento de la enfermedad.

Como ya se ha mencionado, la endometriosis es una enfermedad estr6geno
dependiente. En base a esta condicion, los tratamientos actuales estan precisamente
dirigidos a inhibir la sintesis de dicha hormona para controlar el crecimiento de las
lesiones. Frente a la importancia de los estrogenos en esta enfermedad, el ultimo
parametro evaluado sobre las células T-HESC fue la expresion de receptores de
estrégeno y la secrecion de estradiol.

Observamos que los compuestos bioactivos del romero no modificaron la
expresion del ERa, indicando que los efectos observados sobre las células T-HESC,
en cuanto a la inhibicion de proliferacion y supervivencia, no estarian mediados por
este receptor. Este resultado concuerda con un trabajo de Einbond y col. en el cual se
reporté que el acido carndsico inhibié el crecimiento de células de cancer de mama ER

negativas *°®. En otro trabajo mas reciente se observéd que la expresion del ERa fue
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inhibida por el extracto de romero. Sin embargo, el efecto antitumoral fue observado
tanto en células ERa positivas como negativas, indicando que dicho extracto actuaria
también por vias de sefializacion independientes a los receptores de estrégeno.
Ademas, los autores observaron que el extracto de romero potencié el efecto
antitumoral de drogas quimioterapéuticas como el tamoxifeno, trastuzumab y paclitaxel
225.

Para el caso de la wogonina hemos observado una disminucion significativa de
la expresién del receptor ERa. Estos resultados podrian estar asociados a los efectos
de inhibicion del crecimiento celular endometrial hallados en nuestro modelo. En
concordancia, Chung y col. habian demostrado un efecto similar sobre células
tumorales mamarias ERa positivas (T47D y MCF7). Sin embargo, los autores
observaron que la inhibicion de la proliferacion celular inducida por wogonina (50-200
MM) ocurria también en lineas ERa negativas, resultado que los condujo a concluir que
la inhibicion de la expresion del ERa estaria contribuyendo sé6lo en forma parcial a la
reduccién de la proliferacién de células ERa positivas 2.

Por otra parte, el receptor de estrogeno 3 (ERB) cumple un rol fundamental en la
progresion de la endometriosis. Su expresibn se ha visto preferentemente
incrementada en células endometriales ectépicas participando de procesos
antiapoptoticos, proinflamatorios y promoviendo la capacidad invasiva del tejido *?°. Si
bien en este trabajo no se ha podido evaluar el efecto de los compuestos sobre la
expresion del ERB en células T-HESC por problemas de indole técnico, creemos que
conocer el efecto de los mismos no so6lo en esta linea celular sino también y
especialmente en células estromales y epiteliales endometriésicas, aportaria valiosa

informacién para conocer su modo de accion.

Para continuar, habiendo observado una disminucion de la expresion del ERa
luego del tratamiento con wogonina y conociendo la capacidad de las células
endomeridsicas de ingresar en un ciclo de retroalimentacion positiva por el cual son
capaces de secretar estradiol y promover su proliferacion ***'*, decidimos evaluar los
niveles de la hormona en los sobrenadantes de las células T-HESC que habian
recibido el tratamiento con el flavonoide. Sin embargo, en contraposicion a lo que
esperabamos, no observamos diferencias en la concentracion de estradiol entre los
cultivos tratados y los basales.

Debido al predominante rol secretor que tienen las células epiteliales frente a las

309

células estromales en las lesiones endometriésicas , creemos que resultaria

interesante evaluar los efectos de wogonina sobre la expresion de los receptores de
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estrogeno y sobre la secrecion de estradiol en células epiteliales endometridsicas, ya
que posiblemente los niveles de esta hormona en los medios condicionados de la linea
celular estromal se encuentren basalmente bajos y el tratamiento con wogonina no

tenga efecto sobre su secrecion.

Como ya mencionamos, uno de los principales sintomas de la endometriosis es
el dolor pelviano crénico. Debido a que se reportd que los mastocitos estan
incrementados en las lesiones endometridsicas **° y que cumplen un rol importante en
muchas condiciones patolégicas que involucran dolor crénico y dolor neuropético **®,
nos resultd interesante evaluar a continuacion el efecto de &acido carnésico, acido
rosmarinico y wogonina sobre el crecimiento de la linea celular de mastocitos HMC1.1.
Con los antecedentes observados en las células estromales sobre la induccion del
arresto celular, decidimos evaluar en HMCL1.1 la expresién de 5 genes que participan
activamente en la progresion de G2 a mitosis. Observamos un efecto similar al que
habiamos visto sobre las células T-HESC. El acido carndsico y la wogonina regularon
la expresion de dichos genes, mientras que el acido rosmarinico no provoco
alteraciones. Especificamente se hallé una disminucién en la expresion de las ciclinas
A2 y B1, de cdkl y de cdc25a acompafado de un incremento significativo de la
expresion de p2l. Al estar inhibida la expresion de los genes responsables de la
formacion del complejo mitético y aumentada la expresion de uno de los genes que
regula negativamente la entrada en mitosis, este resultado es compatible con un
posible arresto de los mastocitos en la fase G2/M, dato que aun resta por corroborar.

A nuestro conocer, no se han reportado hasta el momento efectos similares de
estos compuestos sobre genes involucrados en la regulacién del ciclo de HMC1.1. La
investigacion sobre este tipo celular se limita a un trabajo que demostr6 un efecto
antiinflamatorio del extracto de Scutellaria baicalensis al inhibir la expresion de
diversos mediadores inflamatorios en HMC1.1, reduciendo la produccién de citoquinas
inflamatorias y la activacion de MAPK *'°, Por otro lado, se ha observado que el acido
rosmarinico fue capaz de disminuir la proliferacion de HMC1.1 activando mecanismos
proapoptéticos y antiinflamatorios '*,

En base a estos datos, sugerimos que seria importante continuar evaluando el
efecto de los compuestos naturales sobre los mastocitos, haciendo hincapié en su
activacion y secrecion de mediadores proinflamatorios, dado que la inhibicion a ese
nivel seria una buena estrategia para disminuir la inflamacion y el dolor asociado a la

endometriosis.
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Si bien los modelos in vitro son de gran aporte y utilidad para el estudio de los
mecanismos moleculares que desencadenan las células en respuesta a diversos
estimulos, presentan limitaciones asociadas a la falta de interaccion entre células de
distintos linajes y a la interrelacion de éstas con la matriz extracelular. Es por eso que
en las investigaciones biomédicas el uso de animales de laboratorio representa un
elemento fundamental en el desarrollo de importantes avances en el tratamiento de las
enfermedades.

Por todo esto, y habiendo obtenido resultados sumamente interesantes en los
modelos experimentales in vitro, nuestro Ultimo desafio fue complementar el estudio
evaluando el efecto de los compuestos naturales in vivo en un modelo de
endometriosis experimental desarrollado en raton. Este modelo estd ampliamente

aceptado para el estudio de la enfermedad %%

y ha sido utilizado en trabajos
previos realizados en nuestro laboratorio **%'2%2 Teniendo en cuenta la importancia
del sistema inmunoldgico en la fisiopatologia de la endometriosis, la utilizacién de
ratones inmunocompetentes resulta ser una gran ventaja de este modelo.

Los resultados que obtuvimos fueron muy alentadores. El tratamiento con &cido
carndsico indujo una disminucion del 87% en el volumen de las lesiones desarrolladas
en los ratones, resultado que podria explicarse al observar el potente efecto inhibitorio
del compuesto sobre la proliferacion de las células estromales y epiteliales que
conforman dichas lesiones. Para el caso del &cido rosmarinico y wogonina, también
observamos contundentes resultados en lo que respecta al tamafio de las lesiones
desarrolladas. El &cido rosmarinico disminuyé un 80% el volumen de las mismas
mientras que el tratamiento con wogonina indujo una reduccién del 50%. En estos
casos el resultado podria explicarse no sélo por la inhibicién de la proliferacion celular
inducida por ambos polifenoles, sino también por la capacidad de incrementar el
porcentaje de células apoptéticas en las lesiones, lo que estaria contribuyendo adn
mas a la disminucion del volumen de las mismas.

Es importante destacar que los tratamientos no modificaron el ndmero de
lesiones desarrolladas por ratén. Este resultado no nos sorprendidé ya que en nuestras
condiciones experimentales es poco probable que un tratamiento elimine por completo
las lesiones endometriésicas ya establecidas. El esquema de tratamiento elegido
implicé iniciar el tratamiento una vez que las mismas estén desarrolladas ya que esa
es la situacion que resulta extrapolable a la condicion en la que acceden las pacientes
a la consulta médica. Si bien seria ideal contar con alguna estrategia preventiva de la

enfermedad, las pacientes a las que se les diagnostica endometriosis tienen la
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enfermedad instalada y el tratamiento que se le propone debe actuar inhibiendo el
crecimiento de las lesiones endometridsicas ya establecidas.

En trabajos previos en los que se evalud el tiempo que necesitan las células
endometriésicas para establecerse en un sitio ectépico y generar una lesion, se
reporté que desde el dia 1 las células del estroma de endometrio humano menstrual
son capaces de adherirse al mesotelio en la cavidad peritoneal de ratones
inmunosuprimidos, observandose posteriormente una reorganizacion progresiva de las
células epiteliales y estromales en las glandulas endometriales. Al dia 5 evidenciaron
actividad proliferativa en células glandulares y una mayor expresion de VEGF en las
células estromales en comparacion con los trasplantes extirpados dias anteriores 2’2,
En otro trabajo en el que se utilizo6 un modelo similar al anterior, los autores
demostraron que la vascularizacion de los lesiones ocurrié entre 5y 8 dias después de
la implantacién 272

Debido a estos antecedentes y dado a que el tratamiento con los compuestos
naturales se inici6 14 dias después de la cirugia, resulta esperable, luego de un
tratamiento tan corto, no observar cambios en el nimero de lesiones halladas. Sin
embargo, en base a la contundencia en la disminucion del volumen de las mismas,
sugerimos que posiblemente un tratamiento mas prolongado podria provocar un efecto
a ese nivel.

Si nos centramos en el efecto inhibidor de crecimiento que produjeron los
compuestos evaluados, podemos hallar antecedentes similares en trabajos
publicados, que proporcionan una fuerte evidencia del efecto antitumoral de los
mismos sobre diversos modelos animales. Un trabajo publicado recientemente resume
las propiedades anticancerigenas in vivo de acido carndsico y de acido rosmarinico 2%,
Petiwala y col., reportaron que la administracion oral de 100 mg/kg de extracto de
romero durante 22 dias disminuy6 en un 46% el crecimiento de xenoinjertos de cancer

292. rasultados similares se obtuvieron en

de préstata implantados en ratones atimicos
un modelo de céancer colorrectal . En otro trabajo, se observo que la administracion
intraperitoneal de 2 mg/kg de &cido rosmarinico durante 20 dias redujo
significativamente el peso de los tumores sdlidos de carcinoma de pulmén
desarrollados en ratones C57B/6, asi como también inhibié eficazmente la metastasis
tumoral %

En lo que respecta a wogonina, sus propiedades y efectos antitumorales in vivo
también han sido estudiados >*°. Baumann y col. observaron que wogonina fue capaz
de suprimir el crecimiento de xenoinjertos de células T de leucemia humanas en

243

ratones inmunodeficientes Otro trabajo evidenci6 el efecto de wogonina,
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administrada por via oral, con una inhibicion de hasta un 88% sobre el crecimiento de
xenoinjertos humanos de céancer de mama desarrollados en ratones desnudos
atimicos **. De manera similar, también en ratones BALB/c desnudos, el crecimiento
de tumores MCF-7 xenotrasplantados se vio inhibido después de 21 dias de
tratamiento con LW-213, un flavonoide quimicamente sintetizado derivado de la
wogonina. LW-213 inhibioé la proliferacion celular en los tumores y altero las proteinas
reguladoras del ciclo celular 2*°.

Por ultimo creemos que hubiese sido interesante haber podido evaluar el estado
de 6xido reduccion en las lesiones endometriésicas desarrolladas en los ratones para
establecer si el tratamiento con los compuestos naturales lo modific6 de alguna
manera; y de ser asi, si pudo tener algin impacto sobre los resultados obtenidos en

cuanto a proliferacion celular y apoptosis.

A modo de cierre de la discusién de este trabajo podemos decir que los estudios
citados a lo largo del trabajo definitivamente revelan la versatilidad de los compuestos
naturales en la regulacién de multiples vias de sefalizacién, todas ellas importantes en
el desarrollo del cancer ?** asi como también en la fisiopatologia de la endometriosis.
Sugerimos que los mecanismos por los cuales el acido carndésico, el &cido rosmarinico
y la wogonina ejercen su accién pueden ser diversos y dependen en gran medida de

las dosis y tiempos evaluados en cada modelo.

Consideramos que este proceso de validacion de productos naturales en fase
preclinica es de gran contribucién y promueve futuras investigaciones que den
sustento al uso de estos compuestos como posibles estrategias terapéuticas para la
endometriosis. La busqueda de respaldo cientifico que contribuya a aprobar las
creencias empiricas del uso de plantas medicinales constituiria el puntapié inicial para
encarar futuros ensayos clinicos.

Si bien somos conscientes de la dificil tarea que resulta derribar los intereses
economicos de diversos sectores, consideramos que el aporte de evidencias
cientificas que respalden la seguridad y eficacia del uso de estos compuestos
naturales es el inico camino que permitira proponer a la fitoterapia como una valiosa

herramienta terapéutica.
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6. Conclusiones

En base a los antecedentes presentados, a los novedosos resultados obtenidos
y a las consideraciones realizadas en la discusion de este trabajo de tesis doctoral,
podemos considerar al acido carnésico, al acido rosmarinico y a la wogonina como
prometedores agentes terapéuticos para el tratamiento de la endometriosis.

A modo de resumen (Figura 6.1.), observamos que los tres compuestos fueron
capaces de producir una disminucion de la proliferaciéon celular tanto in vitro como in
vivo. Complementariamente, observamos que, en cultivo, el &cido carnésico y la
wogonina produjeron arresto del ciclo celular en G2/M aunque las proteinas
responsables de regular este fenébmeno no fueron identificadas. A pesar de observar
un aumento de células en la fase sub-G1, no evidenciamos efectos significativos de
los compuestos sobre la muerte celular por apoptosis. Sin embargo, en los resultados
obtenidos in vivo pudimos ver que ademas de la inhibicién de la proliferacion, hubo un
aumento de los niveles de apoptosis en las lesiones endometridsicas luego del
tratamiento con acido rosmarinico y wogonina. Estos mecanismos serian los
responsables de la disminucién del volumen de las lesiones observada en los ratones.
Al evaluar el rol de los estrogenos y su receptor alfa en los cultivos celulares
demostramos que, si bien wogonina disminuy6 la expresion del receptor, no se vio
alterada la secrecion de estradiol por parte de las células estromales, por lo cual
sugerimos que la inhibicién de la proliferacién celular observada no estaria siendo
mediada por esta via. El resultado que creemos que ha sido mas discutido ya que
expone la dualidad en el mecanismo de accion de los polifenoles, fue el efecto
antagoénico entre acido rosmarinico y wogonina respecto a la generacion de ERO.
Ademas, en la linea de mastocitos pudimos evidenciar un efecto de los compuestos
sobre los genes involucrados en la regulacion del ciclo celular. Los datos que se
desprendan de la investigacion de este modelo experimental podrian resultar de
importancia en el estudio del tratamiento del dolor de las pacientes con endometriosis.

Segun nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que evalla los efectos de
acido carnosico, &cido rosmarinico y wogonina sobre el crecimiento de células
estromales endometriales humanas y sobre el desarrollo de lesiones endometriosicas
en un modelo murino. Sin perder de vista que queda mucho camino por recorrer,
consideramos a estos resultados como promisorios ya que aportan contundentes
evidencias que respaldan la blsqueda de potenciales tratamientos para la

endometriosis.
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6. Conclusione

S

Terapias Modelos experimentales de endometriosis
naturales Células estromales endometriales
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v’ Administracion
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Figura 6.1.: Resumen de los principales efectos observados luego del tratamiento con
acido carndésico, acido rosmarinico y wogonina en los modelos experimentales de

endometriosis.
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