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ESTUDIO DEL ROL DE GALECTINA-1 EN EL ESTABLECIMIENTO Y DESARROLLO DE LA

ENDOMETRIOSIS

La endometriosis es una enfermedad ginecolégica benigna que tiene una prevalencia
elevada en la poblacién de mujeres en edad reproductiva. Se caracteriza por la presencia de
tejido endometrial fuera de la cavidad uterina formando lesiones que generalmente se
localizan en los ovarios, en el peritoneo intestinal o en el septo rectovaginal. Los
mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en su etiopatogenia multifactorial ain no se
conocen completamente. Sumado a esto, los tratamientos existentes en la actualidad no
resultan completamente eficaces para contrarrestar el desarrollo de las lesiones
endometridsicas, y por lo tanto sus resultados son muy variables al momento de mitigar los
sintomas clinicos caracteristicos de esta enfermedad: el dolor pélvico crénico y la
infertilidad. Este conjunto de factores nos motivo a llevar a cabo la presente investigaciéon
para intentar lograr una comprensiéon mads profunda de los mecanismos que intervienen en
la fisiopatologia de esta enfermedad, con la idea de aportar conocimientos que contribuyan
en definitiva a mejorar la terapéutica de la endometriosis

Galectina-1 (Gal-1) es una lectina enddgena que reconoce y se une a B-galactésidos
gue presentan en su estructura molecular unidades multiples del disacarido: galactosa-p-1-
4-N-acetilglucosamina (LacNAc), dispuesto principalmente en las ramificaciones de los N-y
O-glicanos complejos presentes en las glicoproteinas o glicolipidos de la superficie celular.
Esta lectina desempefia importantes funciones pro-angiogénicas e inmunomoduladoras en
la biologia tumoral. Sin embargo, si bien la endometriosis se caracteriza por compartir parte
de los mecanismos que conllevan al desarrollo del cancer, no se ha descrito hasta el
momento la funcién que cumple Gal-1 en la fisiopatologia de esta enfermedad ginecoldgica.

En base a estos antecedentes, los objetivos principales de esta tesis fueron estudiar
el rol de Gal-1 en la etiopatogenia de la endometriosis, como asi también estudiar si el

bloqueo de sus efectos a nivel peritoneal podria tener valor terapéutico.
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Para abordar este estudio se analizd el patréon de expresion tisular de Gal-1 en las
lesiones endometridsicas y en el endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis,
ademas se compararon los niveles de expresidn proteica de esta lectina entre las lesiones
ectdpicas y el endometrio eutdpico de pacientes afectadas por diversos grados de severidad
de esta patologia, y se evalud el efecto de la inhibicién de la expresion proteica de Gal-1 in
vitro sobre la proliferacion de las células estromales endometriales de pacientes con
endometriosis y de pacientes controles. Por otra parte, también se abordd el estudio de uno
de los principales procesos involucrados en la fisiopatologia de la endometriosis: la
angiogénesis. Por tal motivo, se estudio in vivo el efecto de Gal-1 sobre la vascularizacién y el
crecimiento de las lesiones endometridsicas inducidas experimentalmente en un modelo
murino de endometriosis experimental, y se evaludé en este mismo modelo el efecto del
bloqueo especifico de esta lectina a nivel peritoneal sobre el crecimiento y la vascularizacién
de las lesiones.

En sintesis, en este trabajo de tesis doctoral se pudo demostrar que la expresién
tisular de Gal-1 en el endometrio y en las lesiones endometridsicas se limita particularmente
a las células estromales y endoteliales dado que esta lectina no se expresa en las células
epiteliales. Ademas, se observd que el nivel de expresidn proteica de Gal-1 es mayor en las
lesiones ectdpicas que en el endometrio eutdpico de las pacientes que presentan un grado
de severidad minimo o leve de endometriosis, lo cual podria estar indicando que Gal-1 juega
un papel primordial en los estadios tempranos concernientes al establecimiento y desarrollo
de esta patologia. Si bien no se encontraron diferencias sustanciales en los niveles de
expresion de Gal-1 en el endometrio, ni de su concentracidn en el liquido peritoneal, entre
las pacientes con endometriosis y las pacientes controles, si se pudo establecer que Gal-1
tiene un efecto funcional diferencial que promueve la proliferacién in vitro de las células
estromales endometriales de las pacientes con endometriosis pero no de las células
endometriales de las pacientes controles, aunque el glicofenotipo que presentan en su
superficie celular es igualmente permisivo para la unidn de esta lectina.

Ademas, mediante el uso del modelo murino de endometriosis experimental se pudo
demostrar que la presencia de Gal-1 en la lesién, en el entorno peritoneal, o en ambos
simultdneamente, es de vital importancia para el desarrollo vascular y el consecuente
crecimiento de las lesiones in vivo, y que el efecto pro-angiogénico mediado por esta lectina

es independiente de los efectos que potencialmente podrian estar ejerciendo otros factores
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pro-angiogénicos claves como VEGF o la citoquina murina CXCL2-KC. Finalmente, se
demostré que el bloqueo especifico de Gal-1 a nivel peritoneal restringe la capacidad de
vascularizacidn y el crecimiento de las lesiones endometridsicas.

En base a estos resultados novedosos se puede concluir que Gal-1 juega un papel
significativo en la fisiopatologia de la endometriosis, dado que se comprobé que la presencia
de Gal-1 es de vital importancia para promover la proliferacidon in vitro de las células
estromales endometriales eutépicas, ademds del desarrollo vascular y el consecuente
crecimiento de las lesiones endometridsicas in vivo. También se demostré que el bloqueo
especifico de esta lectina a nivel peritoneal limita el crecimiento de las lesiones, lo cual lleva
a sugerir que en un futuro esta lectina podria convertirse un blanco terapéutico potencial
que permita desarrollar tratamientos mas eficaces para combatir la progresiéon y la

sintomatologia de esta enfermedad.

PALABRAS CLAVE: endometriosis, Galectina-1, fisiopatologia, vascularizacion.



STUDY OF THE ROLE OF GALECTIN-1 IN THE ONSET AND DEVELOPMENT OF

ENDOMETRIOSIS

Endometriosis is a benign gynecologic disease with a high prevalence among women
of reproductive age. It is characterized by the presence of endometrial tissue outside the
uterine cavity reassembled as ectopic lesions which are generally located on the ovaries,
intestinal peritoneum or rectovaginal septum. The pathophysiologic mechanisms involved in
its multifactorial etiology are not yet entirely known. In addition, the current therapeutic
treatments are not completely effective to counteract the endometriotic lesions
development and are not totally successful in mitigating the clinical symptoms of the
disease: chronic pelvic pain and infertility. This background reveals the importance to
conduct studies aimed to investigate the potential mechanisms involved in the
pathophysiology of the endometriosis and the consequent symptoms associated to this
disease.

Galectin-1 (Gal-1) is an endogenous lectin that recognizes and binds to B-galactosides
containing multiple units of the disaccharide: galactose-B-1-4-N-acetylglucosamine (LacNAc)
disposed on branched N- and O-glycans complexes present on the cell surface glycoproteins
or glycolipids, and it coordinates a variety of physiologic and pathologic processes. This lectin
is upregulated in tumor and inflammatory microenvironments, where it plays essential roles
in angiogenesis and immune evasion mechanisms. Dysregulated angiogenesis and
unbalanced inflammation are key components of the pathogenesis of endometriosis, which
recapitulate cellular and molecular networks of the tumor microenvironment. However, the
pathophysiologic role of this endogenous lectin in endometriosis is still uncertain. This
background prompted us to study the role of Gal-1 in the pathogenesis of endometriosis, as
well as, the potential therapeutic value of neutralizing the pathophysiologic processes
mediated by this lectin in endometriosis. To carried out these objectives, tissue expression

pattern of Gal-1 in endometriotic lesions and in eutopic endometrium from patients with
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endometriosis was analyzed, the levels of protein expression of this lectin were compared
between ectopic lesions and eutopic endometrium from patients affected by different
degrees of severity of endometriosis, and also it was evaluated the effect of knockdown Gal-
1 expression on in vitro proliferation of endometrial stromal cells from patients with
endometriosis or controls. On the other hand, we also studied the contribution of Gal-1 to
vascular development and growth of autologous and heterologous endometriotic lesions
experimentally-induced in wild-type and Gal-1-defficient (Lgalsl‘/') female mice, and
validated the therapeutic effects of Gal-1 blockade in vivo using a neutralizing anti-Gal-1
monoclonal antibody.

In this study, it was demonstrated that tissue expression of Gal-1 in endometriotic
lesions and eutopic endometrium was restricted to stromal and endothelial cells and it was
absent in epithelial cells. Besides, Gal-1 protein expression levels were higher in the
endometriotic lesions than eutopic endometrium from patients with minimal or mild degree
of endometriosis, suggesting that Gal-1 could be playing a key role in the onset and
development of this pathology at early stages. There were no substantial differences in the
expression levels of Gal-1 in the endometrium or peritoneal fluid from patients with
endometriosis and controls. However the knockdown of Gal-1 expression had a differential
functional effect in vitro: there was a decreased cellular proliferation rate in endometrial
stromal cells from patients with endometriosis, but no significant effect was observed on
cellular proliferation rate in endometrial cells from control patients, although the surface
glycophenotype of these cells was equally permissive for binding of Gal-1.

In addition, by means of an experimental endometriosis model induced in wild-type
and Lgalsl'/' mice we showed that this lectin orchestrates the formation of vascular
networks in endometriotic lesions in vivo, facilitating their ectopic growth independently of
vascular endothelial growth factor (VEGF) and the keratinocyte-derived CXC-motif (CXCL2-
KC) cytokine. Targeted blockade of Gal-1 within mouse peritoneal cavity using a specific anti-
Gal-1 neutralizing antibody reduced the size and vascularized area of endometriotic lesions.

In summary, these results highlight the pivotal role of Gal-1 in endometriosis. It was
found that the presence of Gal-1 is crucial for in vitro proliferation of eutopic endometrial
stromal cells, for the vascular development and consequent growth of endometriotic lesions
in vivo, and it was also demonstrated that the specific blockade of Gal-1 at peritoneal level

restricts the growth of endometriotic lesions, suggesting that in the future this endogenous
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lectin could become in a potential therapeutic target that allows to develop new effective

treatments to mitigate the progression and symptoms of this disease.

KEY WORDS: endometriosis, Galectin-1, pathophysiology, vascularization.
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Bax: ligando pro-apoptético denominado

Proteina X asociada a Bcl-2

Bcl-2: ligando anti-apoptético derivado de

linfoma de células B
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CD1a: receptor de CDi

CD36: receptor macrofagico de tipo

“scavenger”

CDi: célula dendritica inmadura

CGRP: péptido relacionado con el gen de

la calcitonina

COX-2: ciclo-oxigenasa 2

CXCL2-KC: citoquina CXC derivada de

queratinocitos

DAB: 3,3'-diaminobenzidina
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modificado por Dulbecco / F-12 de Hams
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EDTA: acido etildiaminotetraacético
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EGCG: galato de epigalocatequina

ELISA: ensayo de inmunoabsorcidn ligado

a enzimas



ER: receptor de estrégenos
F8.G7: anticuerpo monoclonal anti-Gal-1
FaslL: ligando del receptor Fas

FGF,: factor de crecimiento de

fibroblastos- 2

Gal: galectina

GnH: hormonas gonadotréficas

GnRH: factor liberador de GnH
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HLA-G: antigeno leucocitario humano G
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IFN-y: interferén gama

IgG: inmunoglobulina G

IL: Interleuquina

KIRs: receptores inhibidores de los
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LB: linfocito B

Lgalsl'/': ratones transgénicos que tienen

delecionado el gen de Gal-1
LP: liquido peritoneal
LTctx: linfocito T citotdxico

LTh: linfocito T colaborador
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PGE;: prostaglandina E,



PHA-L: Fitohemaglutinina-L

PPARs: receptores de proliferacién

activados por peroxisomas

PR: receptor de progesterona

RMN: resonancia magnética nuclear

SDF-1: factor derivado de células

estromales 1

SERMs: moduladores selectivos de los

receptores de estrégeno

SFB: suero fetal bovino

sICAM-1: fraccidn soluble de la molécula

de adhesion intercelular 1

SNA: aglutinina de Sambucus nigra
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SP: sustancia P

TA: temperatura ambiente

TBS: buffer Tris salino

TGF-B: factor de crecimiento

transformante beta

TH: hidroxilasa de tirosina

TIMPs: inhibidores tisulares de las MMPs

TNF-a:: factor de necrosis tumoral alfa

Trl: linfocitos T regulatorios tipo 1

VEGF: factor de crecimiento del endotelio

vascular

VEGFR2: receptor de tipo 2 de VEGF

VWF: factor de von Willebrand
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(QUE ES LA ENDOMETRIOSIS?

La endometriosis es una de las patologias ginecoldgicas benignas mas frecuentes. Se

caracteriza por la presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina formando
lesiones endometridsicas [1-3]. Estas lesiones pueden estar constituidas por glandulas
secretoras rodeadas de estroma celular, o bien, pueden estar conformadas sélo por estroma
celular que puede ser compacto o laxo de acuerdo a la naturaleza histolégica de la lesion [4].

Si bien la etiopatogenia de la endometriosis es multifactorial, las lesiones
endometridsicas se caracterizan por su dependencia de estrégenos para desarrollarse y
prosperar en los diversos sitios ectdpicos. Estas lesiones se encuentran principalmente en los
ovarios, los ligamentos Uterosacros, la fosa ovarica peritoneal, el peritoneo pélvico de fondo
de saco, el septo rectovaginal y el espacio retroperitoneal [5,6] (Figura 1.1). Sin embargo,
también se ha reportado la presencia de lesiones endometridsicas en sitios ectdpicos poco
frecuentes como la vejiga urinaria, los pulmones, la pleura, el apéndice, el recto, los

intestinos, el cérvix y la vagina [7].



INTRODUCCION | 19

Posibles Localizaciones de la Endometriosis

Revestimiento

Uréter de la Pelvis
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Ligamento
Redondo
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Figura 1.1. Sitios ectopicos donde se establecen las lesiones endometridsicas. Imagen

modificada de: http://www.uchospitals.edu/online-library/content=503666.

La presencia de las lesiones endometridsicas generalmente dan lugar a un proceso
inflamatorio crénico en la cavidad peritoneal que en gran medida es responsable de los
intensos, y en muchos casos inhabilitantes dolores pélvicos que sufren las pacientes. La

infertilidad, es el otro sintoma importante asociado a esta enfermedad [8].

|PRE VALENCIA

Si bien en nuestro pais no contamos con datos estadisticos oficiales que nos permitan
conocer o estimar la prevalencia de esta patologia en la poblacién femenina, en diversos

estudios realizados en el dmbito internacional se ha reportado que la endometriosis afecta a
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aproximadamente un 10% en la poblacion de mujeres en edad reproductiva [9,10]. Es
importante resaltar que la prevalencia de esta enfermedad puede incrementarse hasta un
40% en las mujeres que presentan problemas de infertilidad [11-13], y hasta un 50% en las
mujeres que ademas presentan una dismenorrea moderada a severa [13]. También existen
casos aislados de mujeres postmenopdusicas y nifias prepuberes con anomalias uterinas que
padecen esta enfermedad [14,15].

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 [16,17].

Ademas, es importante mencionar que en los ultimos afios son cada vez mas
concluyentes los estudios que reportan un incremento significativo en el riesgo de
desarrollar cdncer epitelial de ovario en las pacientes con endometriosis, principalmente
carcinomas de tipo endometrioide y de células claras [18,19].

Esta elevada prevalencia a nivel poblacional ha transformando a esta patologia en un
problema relevante de salud publica que debe ser considerado apropiadamente, dado que
por ejemplo en Estados Unidos de América es la tercera causa de internacion ginecoldgica
en la poblacién de mujeres adultas menores de 45 afios de edad [20]. También se debe tener
en cuenta que por ejemplo en los Estados Unidos de América genera un costo anual en
servicios de atencidon médica de aproximadamente unos €49.6 billones, en Alemania de unos
€12.5 billones, en el Reino Unido de unos €9.9 billones y en Francia de unos €9.5 billones
[21], sélo por mencionar algunos de los paises donde se realizan anadlisis estadisticos que
permiten evaluar y poner en relevancia el costo econdmico asociado a la elevada prevalencia

de esta enfermedad.

| ETIOLOGIA

Si bien los griegos en tiempos ancestrales ya habian dejado escritos donde se hacia
mencidon a sintomas que pueden atribuirse actualmente a esta enfermedad, Ia
endometriosis fue descrita por primera vez como entidad patoldgica en el afio 1860 por el

patdlogo austriaco Carl F. von Rokitansky [22], y a pesar del tiempo transcurrido desde
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entonces, aun no se conocen completamente los mecanismos etiopatogénicos involucrados
en el establecimiento y progresion de la enfermedad. Se han formulado diversas hipotesis,
algunas de ellas mejor aceptadas que otras, con la intencidén de explicar la etiologia de la

endometriosis. A continuacidn se exponen algunas de las mas importantes:

Metapldsia celomica: esta fue la primera hipotesis, propuesta en 1919 por R. Meyer.
Se fundamenta en el hecho que tanto el tejido endometrial como el tejido peritoneal, y las
células del epitelio superficial que recubre los ovarios, se diferencian a partir de un tejido
embrionario comun: el epitelio celémico embrionario. En base a esto, Meyer propuso que la
endometriosis se originaba a partir de la membrana celdmica mediante un proceso de
transformacién del tejido peritoneal o del epitelio ovarico en tejido endometrial ectdpico,
aungue no se tiene en claro aun cudles serian los factores que inducen dicha transformacion
metaplasica. Si bien actualmente esta no es la hipdétesis mds aceptada para explicar la
formacidn de los diversos tipos de lesiones peritoneales, bien podria explicar la formacién de
las lesiones endometridsicas ovaricas, también denominadas endometriomas, las cuales
podrian originarse como consecuencia de la transformacién metaplasica del epitelio

superficial ovarico en tejido de tipo endometrial [23,24].

Propagacion vascular: en la década de 1920 dos médicos patdlogos: J. Halban en
1924 y J.A. Sampson en 1927 [25], propusieron en forma independiente una hipétesis que
intentaba explicar la aparicion de focos endometridsicos en sitios distantes de la cavidad
peritoneal. Si bien la endometriosis es una enfermedad benigna, en dicha hipdtesis
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
metastasis, a sitios ectdpicos distantes. Si bien esta hipdtesis es también cuestionada, bien
podria explicar la formacidon de las lesiones endometridsicas en sitios anatdmicos inusuales

como el térax, el cerebro o en las extremidades [24,26].

Teoria de la implantacion: esta hipdtesis fue propuesta por J. A. Sampson en 1927
[27]. La misma postula que las lesiones endometridsicas encontradas en la cavidad
peritoneal se originan como resultado del flujo de tejido menstrual en sentido retrégrado a

través de las trompas de Falopio, el cual transporta y disemina fragmentos endometriales en



INTRODUCCION | 22

la cavidad peritoneal [28]. Estas células endometriales ectépicas tienen la capacidad de
sobrevivir en el ambiente peritoneal, implantarse y proliferar en la superficie de diversos
organos o tejidos hasta formar una lesion endometridsica [24] (Figura 1.2).

Se han reportado diversas evidencias que sustentan esta hipdtesis, entre las cuales
las mas relevantes son:

v'  aproximadamente el 90% de las mujeres en edad reproductiva presentan algin
grado menstruacion retrograda, siendo comun la observacién de reflujo menstrual
en la cavidad peritoneal [29].

v' se han encontrado células endometriales viables en el liquido peritoneal de mujeres
gue padecen endometriosis [30,31].

v' se ha corroborado experimentalmente que las células endometriales pueden
implantarse y formar lesiones endometridsicas en la cavidad peritoneal de ratones
hembra inmunosuprimidos [32-34].

v' se ha reportado un aumento de la incidencia de endometriosis en mujeres con

obstrucciones anatdmicas en las vias de salida del flujo menstrual [35,36].

Si bien esta es la hipdtesis mejor aceptada para explicar el establecimiento de
lesiones endometridsicas en la cavidad peritoneal, es importante resaltar que el reflujo de
tejido menstrual en sentido retrégrado es un fendémeno fisiolégico normal en la mayoria de
las mujeres, y s6lo un 10% de las mismas desarrolla endometriosis, por lo tanto el sélo hecho
de que el tejido endometrial se encuentre presente 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, como ser: factores y condiciones de
naturaleza hormonal e inmunolégica, que sumados a las caracteristicas intrinsecas del
endometrio eutdpico de las pacientes con endometriosis les permiten a las células
endometriales ectdpicas evadir los sistemas de inmunovigilancia y sobrevivir en la cavidad
peritoneal, para luego implantarse en un tejido u érgano en el cual logran proliferar hasta
convertirse en una lesién endometridsica que desarrolla sus propia vasculatura para

autosustentarse [37,38] (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Mecanismo propuesto para explicar 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 [39].

Células madres progenitoras: es la hipdtesis mas reciente dado que se postuld a
mediados de la década pasada. En ella se considera el hecho de que el endometrio humano
es un tejido dindmico, el cual se somete a ciclos de crecimiento y regresidn con cada fase
menstrual. Las células madre progenitoras presentes en el Utero son probablemente las
responsables de esta notable capacidad regenerativa [40]. Pero también estas mismas
células podrian originar lesiones endometridsicas si son diseminadas en la cavidad peritoneal
mediante el flujo menstrual retrégrado [41]. Recientemente se publicd un estudio que

aporta evidencia crucial para sustentar esta hipdtesis, dado que en el mismo se ha
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corroborado la presencia de células madres endometriales en muestras de sangre menstrual
de pacientes con endometriosis [42].

Pero no sélo las células madres progenitoras que residen en el Utero pueden dar
lugar a la formacién de lesiones endometridsicas, ya que también se ha postulado que las
células madres mesenquimales pueden trasladarse por el torrente sanguineo desde otros
tejidos tales como la médula ésea, y bajo determinados estimulos tendrian el potencial de
reprogramase Yy diferenciarse en células endometriales ectépicas que dan lugar a la
formacidn de las lesiones endometridsicas, ya sea en la cavidad peritoneal como asi también

en sitios ectdpicos inusuales [43,44].

|SINTOMA TOLOGIA

Si bien se conocen casos de pacientes asintomaticas, los principales sintomas
comunmente asociados a la endometriosis son el dolor pélvico y la infertilidad [13,45].

El dolor pélvico que afecta generalmente de un 50 a 65% de las pacientes con
endometriosis [45], puede manifestarse en forma de dismenorrea (dolor menstrual atipico),
dispareunia (dolor durante las relaciones sexuales) o bien como un dolor crénico que puede
ser moderado o severo. Algunas pacientes, si las lesiones se ubican sobre la vejiga o sobre el
recto, pueden tener episodios de disuria o proctalgia respectivamente [46]. Cualquiera sea la
forma en que el dolor asociado a la endometriosis se manifieste, interfiere sin duda alguna
en el desempefio social de las mujeres afectadas, como asi también en su sexualidad vy
bienestar psicolégico, menoscabando sustancialmente su calidad de vida [47,48]. El dolor
pélvico intenso es muchas veces motivo de consulta de las pacientes que buscan aliviar su
padecimiento, pero lamentablemente también se debe mencionar que debido a criterios
equivocados o a desconocimiento por parte de algunas mujeres, como asi también por parte
de algunos médicos ginecélogos, es aceptado que el dolor pélvico intenso previo o durante
el periodo menstrual es un evento normal. Esta situacion retrasa la consulta, evita el estudio
de sus causas y por consiguiente el diagndstico de la enfermedad, dando lugar a que la

endometriosis sea con frecuencia una patologia subdiagnosticada.
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Otro de los principales sintomas asociados a la endometriosis es la infertilidad,
llegando a afectar aproximadamente al 50% de las pacientes [8,49]. Los mecanismos
fisiopatoldgicos responsables de que la mitad de las mujeres con endometriosis sean
infértiles [50], o bien presenten una capacidad de concebir significativamente reducida, no
se conocen aun con certeza pero desde hace mucho tiempo son el blanco de una activa
tarea de investigacion cientifica orientada a contrarrestarlos. Algunas de las causas
propuestas para explicar el origen de la infertilidad en las pacientes con endometriosis son:

v la presencia de adherencias que causan distorsiones anatdmicas y/o impedimentos
mecdnicos que imposibilitan la correcta fertilizacién del ovocito [51].

v alteraciones inmunoldgicas, como el incremento en nimero y estado de activacién
de los macréfagos peritoneales, lo cual resulta en un aumento de la condicién
inflamatoria a nivel local que altera la funcién espermdtica o la supervivencia
embrionaria [52,53].

v' defectos endometriales que provocarian fallas en la implantacién y/o defectos en la

calidad ovocitaria de las pacientes con endometriosis [54,55].

Asimismo, la calidad de vida de las pacientes que sufren esta enfermedad muchas
veces se ve afectada debido al hecho que deben someterse a tratamientos de fertilizacion

asistida largos e invasivos, los cuales no siempre resultan realmente efectivos [56].

|DIAGNO’STICO

En lo que respecta al diagndstico de esta patologia, el mismo resulta ser un tanto
complejo debido a la naturaleza no especifica de los sintomas, dado que por ejemplo la
ocurrencia de dolores pélvicos o la infertilidad también suelen ser frecuentes en mujeres
que no padecen endometriosis. Estos sintomas pueden ser compartidos con otras
patologias, como por ejemplo el sindrome inflamatorio pélvico o el sindrome de intestino
irritable [57,58].

Hasta el momento, el Unico diagndstico certero se basa en la visualizacién directa de

las lesiones endometridsicas mediante una cirugia translaparoscdpica o laparotémica y el
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posterior examen anatomo-patoldgico de las biopsias para confirmar su entidad.
Lamentablemente, no existe en la actualidad un método de diagndstico certero y no
invasivo, es por eso que para confirmar la presencia de la enfermedad es necesario extraer y
evaluar histolédgicamente los implantes endometridsicos [59].

Tampoco el diagndstico por imagenes, ya sea por medio de ecografia, ultrasonografia
transvaginal, tomografia computada o resonancia magnética nuclear (RMN), es del todo
completo o certero. Si bien algunas formas de lesiones como por ejemplo los
endometriomas suelen observarse mediante RMN o ecografia, o bien lesiones
retroperitoneales o del ligamento Uterosacro por ultrasonografia transvaginal, también se
han reportado casos de pacientes con estos mismos tipos de lesiones las cuales no se
detectaron al utilizar estos métodos de diagndstico por imagenes en los estudios previos a la
intervencion laparoscépica [58,60].

El hecho de que sea necesario recurrir a un método invasivo para lograr un
diagnéstico certero de la endometriosis, ha embarcado a los investigadores en una intensa
busqueda de una metodologia de evaluacién alternativa a la intervencién quirdrgica, como
por ejemplo a través de la valoracion de marcadores moleculares en plasma sanguineo [61-
63]. Sin embargo, hasta el momento estas técnicas de diagndstico no invasivo no se han

estandarizado.

| CLASIFICACION

La clasificacidn clasica 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.

En el afio 1979 la Sociedad Americana de Fertilidad (AFS), luego devenida en la ASRM,
determiné el criterio para la clasificacion de la endometriosis. La Ultima actualizacién de esta
sistematizacidn se realizé en el afio 1996 [64]. Segun esta clasificacidon, al momento de la
cirugia laparoscdpica, se debe realizar una evaluacién de la localizacién, tipo, tamafio vy
numero de las lesiones endometridsicas, como asi también de las adherencias causadas por

las mismas. En base a estos datos, se ha establecido un sistema de puntuaciéon que pondera
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el grado de severidad de la enfermedad. De acuerdo a los pardmetros propuestos por esta
clasificacién, la enfermedad se puede presentar en cuatro estadios: estadio | o
endometriosis minima; estadio Il o endometrios leve; estadio Ill o endometriosis moderada,
y estadio IV o endometriosis severa.

En la Figura 1.3 se presenta un esquema donde se describen y ejemplifican las
principales caracteristicas a evaluar por el médico al momento de clasificar la severidad de la

enfermedad.



ESTADIO | (MiNIMO)

Peritoneo

Superficial endo (1-3 cm) 2
Ovario derecho

Superficial endo < 1 cm

1
Adhesiones delgadas < 0.33 cm 1_

ESTADIO Il (MODERADO)

Peritoneo

Profundo endo (> 3cm) 6
Cul de sac

Obliteracién parcial 4

Ovario izquierdo
Superficial endo <1-3cm _16
26

ESTADIO IV (GRAVE)

Peritoneo
Superficial endo > 3 cm 4
Ovario lzquierdo

Profundo endo 1-3 cm
Adhesiones densas < 0.33 cm
Tubo izquierdo

Adhesiones densas < 0.33 cm

8
8.
52
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ESTADIO Il (LEVE)

P

Peritoneo

Profundo endo (1-3 cm)
Ovario derecho

Superficial endo < 1 cm
Adhesiones delgadas <0.33 cm
Ovario izquierdo

Superficial endo < 1cm

@|_a _-——

ESTADIO Il (MODERADO)

Peritoneo

Superficial Endo > 3 cm 4
Tubo derecho

Adhesiones firmes < 0-33 cm 1
Ovario derecho

Adhesiones delgadas < 0.33 cm 1
Tubo izquierdo

Adhesiones densas < 0.33 cm 16
Ovario lzquierdo

Profundoendo <1cm 4
Adhesiones densas < 0.33 cm 4

ESTADIO IV (GRAVE)

Peritoneo

Profundo endo > 3 cm 6
Cul de sac

Obliteracion completa 40
Ovario derecho

Profundo endo 1-3 cm 16
Adhesiones densas < 0.33 4
Tubo izquierdo

Adhesiones densas > 0.66 cm 16
Ovario izquierdo

Profundo endo 1-3 cm 16
Adhesiones densas > 0.66 cm 16

Figura 1.3. Parametros establecidos por la ASRM para clasificar la endometriosis. Imagen

tomada de: http://www.igb.es/ginecologia/atlas/utero/endometriosis/endometriosisO4.htm.
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Si bien este sistema definido por la ASRM sigue siendo en la actualidad el mas
utilizado en todo el mundo para clasificar el grado de severidad de la enfermedad, el mismo
presenta ciertas limitaciones, como por ejemplo el hecho de que no toma en cuenta las
estructuras anatdmicas retroperitoneales que presentan endometriosis infiltrante profunda
[65,66], y ademas la clasificacion de la ASRM tiene una baja capacidad de prediccién de la
tasa de embarazo posterior al tratamiento quirdrgico de la endometriosis [67]. Estas
limitaciones han generado un intenso debate en la ultima década a partir del cual se han
propuesto otros sistemas de clasificacién que tengan en cuenta estas limitaciones y

complementen satisfactoriamente el sistema definido por la ASRM [68,69].

| MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS

Si bien es un hecho conocido que aproximadamente el 90% de las mujeres en edad
reproductiva presentan cierto grado de menstruacién retrograda, también es igualmente
cierto que la mayoria de ellas no padecen de endometriosis [29,70]. Con el pasar de los anos,
se ha planteado y corroborado la existencia de diversos factores fisiopatolégicos
involucrados en la etiopatogenia multifactorial que caracteriza a esta enfermedad. Estos
factores contribuyen sustancialmente a que los fragmentos de tejido endometrial
diseminados en la cavidad peritoneal, sobrevivan, se implanten, invadan el peritoneo vy
proliferen hasta formar la lesion endometridsica [71,72].

En la actualidad, sabemos que las mujeres que padecen de endometriosis presentan
caracteristicas diferenciales en el endometrio eutdépico [73,74], que sumadas a las
alteraciones inmunoldgicas a nivel peritoneal, favorecen el establecimiento y crecimiento de
las lesiones endometridsicas [52,75]. Es por ello que desde hace varios anos, el estudio del
endometrio eutdpico de las pacientes con endometriosis ha intentado arrojar luz sobre
algunas de las caracteristicas genéticas, bioquimicas y funcionales de sus células, las cuales
les permiten sobrevivir en la cavidad peritoneal evitando la muerte celular, evadir al sistema
inmune, adherirse en un sitio ectdpico, invadir y proliferar hasta conformar la lesion

endometridsica [76,77].
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La apoptosis o muerte celular programada es un proceso fisiolégico fundamental
para el mantenimiento de la homeostasis de distintos tejidos en organismos multicelulares
[78,79]. El proceso de apoptosis también estd involucrado en el ciclo menstrual eliminando
las células senescentes de la capa funcional del endometrio durante la fase secretoria tardia
y en la fase menstrual [80]. Diversos estudios han demostrado que las pacientes con
endometriosis poseen indices de apoptosis disminuidos en el tejido endometrial eutdpico
[81-84], que se acompafia por un aumento significativo en la expresién de la proteina anti-
apoptotica Bcl-2, y una consecuente disminucion de su contraparte pro-apoptotica: Bax, en
el endometrio de las pacientes con endometriosis comparado al grupo control [85,86].
Asimismo, también se ha reportado un incremento de la muerte celular programada
mediada por el sistema pro-apoptdtico Fas - Fas ligando (FasL) en cultivos primarios de
células epiteliales endometriales eutdpicas provenientes de pacientes con endometriosis
[87]. Estos trabajos sugieren la existencia de una predisposicién de las células endometriales
eutodpicas a ser resistentes a la apoptosis, lo cual podria tener importantes consecuencias en
la supervivencia del tejido endometrial ectdpico en la cavidad peritoneal [88-91].

Desde hace varios afios se ha demostrado claramente que el sistema inmunolégico se
encuentra sustancialmente involucrado en la fisiopatologia de esta enfermedad [92-95].
Prueba de ello, es que las pacientes con endometriosis presentan alteraciones en diversos
componentes del sistema inmune a nivel peritoneal. Estas alteraciones vienen siendo
materia de un intenso debate para esclarecer si las mismas forman parte de las condiciones
causales de la enfermedad o si se producen como consecuencia de la presencia de tejido
endometrial en un sitio ectépico.

Las células endometriales provenientes del reflujo menstrual no son eliminadas de
manera eficiente en la cavidad peritoneal. Esta deficiencia se origina como consecuencia de
la incapacidad de determinadas células inmunolégicas para responder frente a los antigenos
endometriales, ya sea porque se reduce o “enmascara” la expresion de estos antigenos en la
superficie celular, o bien porque el reflujo menstrual es tan abundante que supera la
capacidad funcional de las células inmunoldgicas peritoneales [96,97].

Los macréfagos constituyen la poblacién de células inmunolégicas presente en mayor
numero en el liquido peritoneal y en el endometrio eutdpico de las mujeres con
endometriosis [98-100]. Ademas, los macrdfagos tisulares que se encuentran infiltrando las

lesiones endometridsicas muestran un incremento de su capacidad secretora liberando en la
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cavidad peritoneal una serie de factores inmunomoduladores como el Factor de Crecimiento
Transformante B (TGF-B) y la Prostaglandina E, (PGE,), ademas de citoquinas pro-
inflamatorias como Interleuquina (IL)-6, IL-1B y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a)
[101,102]. 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 [103]. Estas células inmunoldgicas son reclutadas
al sitio ectépico donde se establece la lesidon, mediante la accion de factores quimiotdcticos,
como la Proteina Quimiotactica de Monocitos (MCP-1) secretada por las células
endometridsicas y por los macréfagos activados [104,105]. Sin embargo, aunque su
capacidad secretora se encuentre incrementada, la capacidad fagocitica de los macrofagos
peritoneales se encuentra seriamente limitada dado que algunos de los receptores de
membrana que tienen a su cargo dicha funciéon, como por ejemplo el receptor “scavenger”
CD36, ven reducida su expresion de manera significativa, con la consecuente deficiencia en
el reconocimiento y eliminacién de las células endometriales ectépicas [106,107].

Asimismo, se han reportado defectos funcionales en la poblacién de células
citotoxicas naturales (NK, natural killer en inglés) provenientes de pacientes con
endometriosis [108]. Las células NK son linfocitos citotoxicos efectores que pueden
reconocer e inducir la lisis de células deletéreas [109,110]. Si bien aun no se conocen
completamente los mecanismos involucrados en la disminucién en la funcionalidad de las
células NK, algunos autores postulan que esta anormalidad se produce como resultado de un
estimulo antigénico prolongado, como es el caso del tejido endometrial implantado en un
sitio ectdpico [111], y que involucra a un grupo de receptores denominados Receptores
Inhibidores de las Células NK (KIRs). Estos receptores reconocen los antigenos presentados
por el Complejo Principal de Histocompatibilidad de clase | (MHC-I), e inhiben la
citotoxicidad de las células NK contra las células diana que expresan antigenos en el contexto
MHC-I. Consecuentemente, se ha reportado que la expresidon de KIRs en las células NK
peritoneales de mujeres con endometriosis se ve incrementada en relacion a mujeres
controles [112]. Otros autores consideran que la disminucién en la funcionalidad de las
células NK se debe a factores inmunomoduladores presentes en el liquido peritoneal
secretados por los macréfagos o las células endometridsicas, como el TGF-B y la PGE,, o la
fraccion soluble de la Molécula de Adhesion Intercelular 1 (sICAM-1), los cuales inhiben la

actividad citotoxica de las células NK [113].
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También la respuesta inmune adaptativa mediada por los linfocitos T citotdxicos,
colaboradores y reguladores, ademads de los linfocitos B, tiene un papel importante en la
fisiopatologia de la endometriosis [114]. Se ha reportado que la citotoxicidad de los
linfocitos T contra las células endometriales autdlogas se reduce significativamente en las
mujeres con endometriosis en relacidn al grupo de mujeres control [92,96,115], y uno de los
probables mecanismos involucrados en este fendmeno de escape inmunoldgico se basa en
la expresién del ligando pro-apoptético FaslL por parte de las células endometridsicas, el cual
al unirse a su receptor Fas expresado por los linfocitos T citotéxicos induce la muerte por
apoptosis de los mismos [116].

En otro sentido, varios autores han centrado su estudio en el balance de los niveles
entre las citoquinas de tipo Thl y las de tipo Th2 producidas por los linfocitos T
colaboradores. Controversialmente, diversos trabajos han reportado que en ligquido
peritoneal de pacientes con endometriosis, tanto la concentracién de citoquinas pro-
inflamatorias Thl como el Interferéon-y (IFN-y) e IL-2, y de citoquinas anti-inflamatorias Th2
como IL-4 e IL-10, se encuentran incrementadas en comparacidn con su concentracién en el
liquido peritoneal de mujeres controles [117-119]. Las citoquinas Th1 son bien conocidas por
promover la activacion de la respuesta inmune mediada por células, mientras que por otra
parte, las citoquinas Th2 tienen como funcién principal estimular la inmunidad mediada por
anticuerpos promoviendo la diferenciacion de los linfocitos B a células plasmaticas
[115,120]. Ademas, estudios recientes han puesto de manifiesto el papel de los linfocitos T
colaboradores Th17, que secretan elevados niveles de IL-17A e IL-17F, las cuales tienen un
rol importante durante el progreso de la endometriosis al estimular la expresién de otros
mediadores pro-inflamatorios como IL-8, y también de PGE, como resultado de incrementar
la expresién de la principal enzima responsable de su sintesis: la Ciclo-oxigenasa-2 (COX-2)
[121-123]. Asimismo, se ha reportado la presencia de linfocitos T reguladores en las lesiones
endometridsicas [124]. Esta poblacidn de linfocitos libera factores anti-inflamatorios como
IL-10 y TGF-B, los cuales inactivan células inmunolégicas fagociticas y citotoxicas
permitiéndole al tejido endometridsico evadir la respuesta inmune [125,126].

Por otra parte, se ha reportado un incremento del nimero de células B activadas
CD20" en las lesiones endometridsicas, las cuales podrian ser las responsables de la

produccién de los auto-anticuerpos detectados en esta patologia [114,127].
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Asimismo, es importante mencionar que las células dendriticas (CDs) que infiltran las
lesiones endometridsicas presentan un fenotipo inmaduro caracterizado por la elevada
expresion de CD1a y la baja expresidon del CMH clase 11 [128,129], las cuales a diferencia de
las CDs maduras, no tienen la capacidad de activar a los linfocitos T citotdxicos vy
colaboradores Thl o Th17, sino que cumplen una funcién inmunomoduladora activando a
los linfocitos T reguladores para que secreten IL-10 y asi promover la formacién de un
microambiente inmunosupresor que podria estar involucrado en la fisiopatologia de la
endometriosis [130,131].

Una vez que las células endometridsicas consiguen evadir la respuesta inmune en la
cavidad peritoneal y contrarrestar los mecanismos de apoptosis, deben activar mecanismos
celulares que les permitan establecer interacciones célula-célula y con la matriz extracelular
(MEC) para adherirse e invadir el tejido peritoneal y conformar las lesiones endometridsicas.
Uno de los principales mecanismos de adherencia consiste en incrementar la expresion de
moléculas de adhesion celular como ICAM-1, integrina B1, cadherina-E y lectinas; estas
moléculas interaccionan con componentes de la MEC como coldgeno tipo-1V, laminina,
vitronectina y fibronectina [72,132]. Conjuntamente, se ha reportado que en las mujeres con
endometriosis diversos factores pro-inflamatorios como IL-8, IL-18 y TNF-a incrementan la
expresion y la actividad de las metaloproteinasas de la matriz (MMPs), principalmente de las
isoformas 2 y 9, las cuales desempefian un rol decisivo al degradar la MEC [133,134];
sumado a esto los linfocitos T regulatorios reducen la expresién del Inhibidor Tisular de las
MMPs (TIMPs) [125,134], orquestandose de esta manera un mecanismo que le permite a las
células endometridsicas invadir el tejido peritoneal [72].

Una vez establecidas en el sitio ectépico, las células endometridsicas deben activar
mecanismos que les permitan proliferar y subsistir en la cavidad peritoneal. El principal
mecanismo de crecimiento es mediado por las hormonas esteroides, las cuales tienen un rol
imprescindible en la patogénesis de la endometriosis [71,135]. Dentro de las hormonas
esteroides, los estrégenos son esenciales para el crecimiento y subsistencia de las lesiones
endometridsicas en el sitio ectépico [136,137]. En ese sentido, uno de los hallazgos mas
relevantes en pacientes con endometriosis ha sido el incremento en la expresion de la
Aromatasa P450, enzima responsable de la conversion de los andrégenos a estrona en el

tejido endometrial eutdpico y mas aun en las lesiones endometridsicas [138], donde



INTRODUCCION | 34

finalmente la estrona es convertida a estradiol por la enzima 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 1 (17B-HSD-1) [139-142].

Por otro lado, estd ampliamente aceptado que la progesterona contrarresta el efecto
proliferativo que ejerce el estradiol en el endometrio secretor normal [143], dado que
induce la expresion de la enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2 (17B-HSD-2), la
cual convierte el estradiol en estrona, que es un estrégeno menos potente [136]. 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 17B-HSD-2, se encuentra
sensiblemente reducida dado que la presencia de los receptores de progesterona en las
células endometridsicas es practicamente inexistente, y como consecuencia de esto se
incrementan los niveles de produccidn de estradiol en las lesiones endometridsicas [71,144].

Ademas, se ha reportado que los estrégenos estimulan la expresion y actividad de
COX-2, y en consecuencia la sintesis de PGE,, siendo este ultimo uno de los factores pro-
inflamatorios caracteristico de esa enfermedad [145,146]. Por lo tanto se ha propuesto que
la produccién de estradiol en el tejido endometridsico induce un proceso de retro-
alimentacion 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
con lo cual se mantienen los elevados niveles locales de estradiol, promoviéndose asi el
crecimiento y supervivencia de las lesiones endometridsicas en el sitio ectépico
[135,147,148].

Considerando que el intenso dolor pélvico es uno de los sintomas principales
asociados a la endometriosis, se han realizado estudios a partir de los cuales se ha
demostrado que la inervacidon neuronal de las lesiones endometridsicas tiene un papel
relevante en la fisiopatologia de esta enfermedad [149,150]. El nimero de fibras nerviosas
identificadas en las lesiones endometridsicas es sustancialmente mayor que el observado en
el tejido peritoneal de mujeres sanas [151,152]. En relaciéon a la naturaleza de las fibras
nerviosas que inervan las lesiones y los factores neurales involucrados, se ha observado un
incremento de fibras sensoriales C y Ad positivas para el Péptido Relacionado con el Gen de
la Calcitonina (CGRP?) y la Sustancia P (SP*), ademés de fibras parasimpaticas positivas para
Acetilcolina (Ach®), y una disminucién de las fibras del sistema nervioso simpatico positivas
para la Hidroxilasa de Tirosina (TH') [152]. Asimismo, el dolor relacionado con la

endometriosis que tipicamente se lo asocia a los niveles elevados de PGE,, también podria
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ser causado por diversos agentes neuroactivos pro-inflamatorios como el Factor de
Crecimiento Nervioso (NGF) que sensibiliza los terminales de las fibras nerviosas sensoriales.
Curiosamente, se demostrod en las lesiones endometridsicas una intensa inmunorreactividad
para NGF y su receptor NGFRp75 [153,154].

Finalmente, la vascularizacion de las lesiones endometridsicas también tiene un rol
crucial en la fisiopatologia de la enfermedad, pero los mecanismos, factores y evidencias
experimentales que sustentan esta afirmacién se explican con mayor detalle en el apartado
siguiente.

En la Figura 1.4 se representan los mecanismos fisiopatoldgicos mds importantes, y

sus interacciones, involucrados el establecimiento y desarrollo de la enfermedad.
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Figura 1.4. Mecanismos fisiopatolégicos involucrados en el establecimiento y desarrollo de
las lesiones endometridsicas. Representacion esquemadtica de los mecanismos, células y factores
involucrados en la fisiopatologia del desarrollo de la lesién endometridsica y su interrelacién con el
ambiente peritoneal (panel superior). Detalle de los mecanismos fisiopatoldgicos que tiene lugar en
célula epitelial endometridsica (panel inferior). CGRP: péptido relacionado con el gen de la
calcitonina, SP: sustancia P, Ach: acetilcolina, TH: hidroxilasa de tirosina, NGF: factor de crecimiento
nervioso, PGE,: prostaglandina E,, MMPs: metaloproteinasas de la matriz, VEGF: factor de
crecimiento del endotelio vascular, FGF,: factor de crecimiento de fibroblastos, Ang-2:
angiopoyetina-2, IL: interleuquina, M¢: macréfagos, FaslL: ligando del receptor Fas, ICAM: molécula
de adhesidén intercelular, MHC: complejo principal de histocompatibilidad, NK: células asesinas
naturales, KIR: receptor inhibidor de células asesinas naturales, IFN-y: interferon-gama, TGF-8: factor
de crecimiento transformante-beta, TNF-a: factor de necrosis tumoral-alfa, MCP-1: proteina
quimiotdactica de monocitos, CD36: receptor macrofagico tipo “scavenger”, gAc: auto-anticuerpos,
CDi: célula dendritica inmadura, CD1a: receptor de célula dendritica inmadura, LTctx: linfocito T
citotoéxico, LTh: linfocito T colaborador, LTreg: linfocito T regulador, LB: linfocito B, Bcl-2: ligando anti-
apoptético derivado de linfoma de células B, Bax: ligando pro-apoptdtico denominado Proteina X
asociada a Bcl-2, MEC: matriz extracelular, TIMPs: inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de la
matriz, COX-2: ciclo-oxigenasa 2, P,: progesterona, PR: receptor de progesterona, E,: estradiol, E;:

estrona, 178-HSD: 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

| VASCULARIZACION DE LAS LESIONES ENDOMETRIOSICAS

Dentro de los mecanismos fisiopatolégicos comprendidos en una patologia de origen
multifactorial como es la endometriosis, la formacién de una red vascular funcional es un
proceso esencial para la supervivencia y el desarrollo de las lesiones en los sitios ectdpicos.
Esto se ve corroborado por el hecho de que las lesiones endometridsicas metabdélicamente

activas se encuentran densamente vascularizadas (Figura 1.5) [2,155,156].
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Figura 1.5. Lesiones endometridsicas vascularizadas. Las flechas blancas rellenas sefialan las
lesiones vascularizadas que presentan focos hemorragicos localizadas en la regién posterior del
Ligamento Ancho, y la flecha negra sefiala una lesiéon sin vascularizar ubicada en el mismo sitio
anatomico. Imagen modificada de: “Pathogenesis and pathophysiology of endometriosis”. R. O.

Burney y L. Giudice. Fertility & Sterility 2012 [2].

Si bien estd ampliamente aceptado que la angiogénesis es el mecanismo principal
involucrado en la vascularizaciéon de las lesiones endometridsicas, recientemente se ha
propuesto, y sustentado con sélidas evidencias experimentales, que la vascularizacion de las
lesiones se lleva a cabo a partir de dos mecanismos que actian en forma combinada, uno de
ellos es la angiogénesis y el otro la vasculogénesis post-natal [157].

La angiogénesis se define como el proceso biolégico mediante el cual un
determinado tejido, normal o patoldgico, consigue establecer nuevos vasos sanguineos a
partir de vasos pre-existentes, de manera que los nuevos vasos le posibiliten al tejido en
cuestion obtener los nutrientes y el oxigeno necesario para su crecimiento y/o supervivencia
[158,159].

El otro de los mecanismos importantes que se encuentra involucrado en la formacién
de vasos sanguineos es el proceso conocido como vasculogénesis, mediante el cual se

originan vasos sanguineos de novo durante el desarrollo embriolégico a partir de células
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endoteliales progenitoras (angioblastos) procedentes de la médula dsea. En estudios
recientes se ha reportado que este proceso no sélo sucede durante la etapa embrionaria
sino que también se lleva a cabo en la etapa post-natal contribuyendo, en forma asociada al
proceso de angiogénesis, a la formacion de nuevos vasos sanguineos en condiciones
patoldgicas como cancer, diabetes mellitus y endometriosis [157,160,161].

Como ya se menciond anteriormente, los fragmentos y/o células endometriales que
se diseminan en la cavidad peritoneal como consecuencia de flujo retrégrado del tejido
menstrual a través de las trompas de Falopio, pueden implantarse en un sitio ectépico [28].
Pero en esta instancia inicial el tejido endometrial ectdpico no cuenta con una red vascular
asociada que le permita obtener nutrientes y oxigeno, por lo tanto se produce una condicion
de hipoxia en el seno de la lesion incipiente, que sumada a la condicién inflamatoria de la
cavidad peritoneal, resulta de primordial importancia para gatillar el proceso angiogénico. En
esta instancia, las células endometriales ectépicas comienzan a expresar factores de
crecimiento como el Factor Inducido por Hipoxia 1a (HIF-1a), el Factor Derivado de Células
Estromales (SDF-1), 17-B estradiol (E,), el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular
(VEGF) y el Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF-2), los cuales son cruciales para
promover la movilizacién de células endoteliales progenitoras desde la médula ésea hacia el
torrente sanguineo y su posterior reclutamiento en los vasos sanguineos adyacentes a la
lesion endometridsica. Estas células endoteliales progenitoras, y las células endometriales
ectdpicas, tienen la capacidad de promover el proceso de angiogénesis al liberar factores
como la Angiopoyetina-2 (Ang-2), ademas de inhibir proteinas de unién intercelular como
Z0-1 y cadherinas, para favorecer el desprendimiento de las células perivasculares: pericitos
y células de la musculatura lisa vascular, las cuales recubren los vasos sanguineos del tejido
adyacente al sitio de implantacién de los fragmentos o células endometriales ectépicas.
Ademas, tanto las células endoteliales progenitoras, como las células endometriales
ectdpicas, secretan factores pro-angiogénicos como VEGF, FGF-2, Ang-2 y Neuropilina-1 para
promover la activacion de las células endoteliales residentes que se encuentran
conformando los vasos sanguineos del tejido u drgano peritoneal afectado para que éstas
ultimas liberen enzimas, como las MMPs, que degradan la MEC permitiendo que las células
endoteliales residentes como asi también las progenitoras, comiencen a invadir el tejido
adyacente y proliferar hasta formar el tubo endotelial, el cual al ir extendiéndose también se

va ramificando. Una vez que estos nuevos vasos sanguineos penetran y se establecen en la
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lesion endometridsica, las células endoteliales liberan factores como Angiopoyetina-1 (Ang-
1) y el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas tipo B (PDGF-B) para reclutar células
peri-endoteliales, las cuales recubren y estabilizan dichos vasos confiriéndoles madurez
funcional (Figura 1.6). Mediante estos mecanismos asociados de angiogénesis vy
vasculogénesis post-natal, las lesiones endometridsicas consiguen sobrevivir y nutrirse de los

factores de crecimiento que les permiten impulsar su desarrollo [157,162].
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Figura 1.6. Mecanismos implicados en la formacion de los vasos sanguineos en las lesiones
endometridsicas. Imagen modificada de: “Vasculogenesis: a new piece of the endometriosis

puzzle”. M. W. Laschke y col. Human Reproduction Update 2011 [157].

Este modelo de vascularizacion de las lesiones endometridsicas se sustenta en
trabajos en los que se ha reportado que algunos de los factores pro-angiogénicos
mencionados, y sus correspondientes receptores, se encuentran presentes en el liquido
peritoneal y/o en el tejido endometrial ectépico de mujeres con endometriosis [163].

Se ha demostrado convincentemente que el VEGF esta implicado en la fisiopatologia
de la endometriosis [164,165], dado que su expresion se incrementa significativamente en el

endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis y dicho incremento es mayor aun en
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las lesiones endometridsicas; ademas su concentracidn en el liquido peritoneal de mujeres
con endometriosis estd aumentada con respecto al liquido peritoneal de mujeres controles
[166-168]. Por otro lado, en trabajos realizados en modelos de endometriosis inducida
experimentalmente en ratones, se observd que cuando se bloquea la funcién biolédgica de
VEGF con compuestos andlogos o por medio de un anticuerpo neutralizante, se produce una
disminucion significativa en el nimero de lesiones endometridsicas desarrolladas [169,170],
poniendo de manifiesto la importancia de este factor pro-angiogénico en la fisiopatologia de
la endometriosis.

También las angiopoyetinas son importantes factores de crecimiento del endotelio
vascular cuya funcién principal es promover la maduracién y remodelacion de los vasos
sanguineos [171]. Se ha demostrado que tanto Ang-1 y Ang-2 incrementan su expresion en
cultivos de explantos de lesiones endometridsicas [172].

Como ya se explicd, una de las principales caracteristicas de la endometriosis es su
naturaleza inflamatoria, motivo por el cual se ha reportado que las citoquinas liberadas por
las células inmunes juegan un papel importante en su patogénesis. Algunas de estas
citoquinas inducen también la expresion de factores pro-angiogénicos que son esenciales
para el desarrollo de vasos sanguineos en las lesiones endometridsicas [52].

Los macréfagos y neutréfilos peritoneales desempeiian un rol importante en la
secrecion de estas citoquinas que estimulan la actividad pro-angiogénica en la endometriosis
[163,173]. Por ejemplo, la IL-1B producida principalmente por los macréfagos peritoneales
activados, y también por las lesiones, incrementa los niveles de expresion in vitro de VEGF en
cultivos de células estromales endometridsicas [174].

Ademas, se ha reportado que el liquido peritoneal de pacientes con endometriosis
contiene elevados niveles de IL-8, una citoquina con propiedades pro-angiogénicas, y esta
citoquina es capaz de estimular la angiogénesis en el tejido endometrial eutépico y en las
lesiones endometridsicas [175,176].

Se ha observado también, en un modelo de endometriosis experimental en ratén,
qgue IL-6 y TNF-a, ambos secretados por los macréfagos peritoneales, incrementan la
expresion de VEGF en los neutrofilos y macréfagos que se encuentran infiltrando las lesiones

endometridsicas [173].



INTRODUCCION | 41

| TERAPEUTICA

Si bien hasta el momento no existe ningln tratamiento que resulte completamente
efectivo para erradicar la endometriosis como entidad patoldgica per se, es posible tratar los
principales sintomas que genera esta enfermedad vy restringir transitoriamente el
crecimiento de las lesiones endometridsicas. La probabilidad de que los tratamientos logren
tener un efecto favorable mitigando la enfermedad propiamente dicha y/o la sintomatologia
de la paciente es muy variable, dado que pueden ser efectivos en mayor o menor medida en
algunas pacientes o, lamentablemente, no producir beneficio alguno en otras [177,178].

Si bien el tratamiento primario para la endometriosis es sin duda la remocion
quirargica de las lesiones, desde hace ya varios afos, es aceptada la administracion de
determinados farmacos para tratar principalmente el intenso dolor pélvico que suele
asociarse a la enfermedad [14,179,180]. La estrategia terapéutica adoptada depende
principalmente del tipo y gravedad de los sintomas que se desean 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 [58].

Las estrategias terapéuticas existentes para tratar los sintomas asociados a la

endometriosis las podemos clasificar arbitrariamente de la siguiente manera:

Tratamiento quirdrgico: tiene como objetivo la remocién completa o la
citorreduccidon parcial 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 laparoscépica. La cirugia puede ser conservadora si se tiene
como finalidad extirpar o reducir el implante ectépico y las adherencias, o bien puede ser
radical si se extrae el Utero junto a las trompas de Falopio y los ovarios, este ultimo
procedimiento sdélo estd indicado en mujeres con un grado de endometriosis vy
manifestaciones sintomaticas severas, que no desean concebir en un futuro [46,181].

Se recurre a esta estrategia terapéutica no soélo para evitar el continuo crecimiento
de las lesiones, sino también para intentar reducir el dolor pélvico y el grado de infertilidad.

En ambos casos deben considerarse la localizacion de las lesiones endometridsicas, dado
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que la extraccion o reduccidn de las mismas puede afectar por ejemplo la reserva ovarica en
los casos de intervenciones por endometriomas; también pueden verse afectados otros
drganos importantes como la vejiga o los intestinos en los casos de lesiones endometridsicas
localizadas en otros sitios de la cavidad peritoneal [58,182]. Ademas, debe considerarse el
hecho que mediante la técnica quirdrgica muchas veces es complicado erradicar por
completo las lesiones de tamaino microscépico, y esta limitacién, entre otras condiciones
propias de la fisiopatologia de la enfermedad, tiene como consecuencia que la tasa de
recurrencia puede llegar a un 25% en los primeros 2 afos e incrementarse a un 40-50% a los

5 afios de culminado el tratamiento [16].

Tratamiento farmacoldgico: consiste en la administracion de farmacos con el
objetivo de suprimir temporalmente la actividad fisiopatoldgica de los implantes ectdpicos,
reducir la inflamaciéon 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. Esta estrategia
terapéutica obviamente no es la adecuada para las mujeres que deseen concebir, dado que
los farmacos administrados promueven principalmente la inhibicién de la sintesis de las
hormonas ovaricas, o bloguean su accién en los tejidos donde estas hormonas desempaian
su funcién [179,183]. Estos medicamentos se suelen administrar como terapia
complementaria post-quirurgica.

Actualmente, como primera opcién de terapia farmacolégica se eligen
principalmente a los anticonceptivos orales combinados (AOC), conformados por derivados
de estréogenos y progestagenos (andlogos funcionales de la progesterona). Los AOC se han
utilizado desde hace muchos afios con una aceptable tasa de efectividad para tratar los
dolores pélvicos y la dismenorrea asociada a la endometriosis; y dado que en la mayor parte
de las pacientes no generan efectos secundarios adversos, se pueden administrar en forma
sencilla y durante periodos de tiempo prolongados de manera continua o ciclica, y no
representan un costo econdmico elevado [183]. Los AOC inducen un estado de
hipoestrogenemia al reducir los niveles de gonadotrofinas lo cual inhibe la ovulacion, y en
algunos casos disminuyen la intensidad de la menstruacién, e inducen la atrofia no solo del
endometrio eutdpico sino también de las lesiones endometridsicas [180].

Una terapéutica alternativa a la administraciéon de AOCs, consiste en administrar

Unicamente progestagenos, que en la mayor parte de los casos por ser analogos sintéticos



INTRODUCCION | 43

de la progesterona se los denomina progestinas. Estos analogos funcionales de la
progesterona tienen la capacidad de generar un estado hipoestrogénico como consecuencia
de la disminucidn de los niveles séricos de estrégenos y la anovulacién que tienen lugar al
suprimir el eje endocrino: hipotalamo-hipdfisis-ovarios [177,184]. Este efecto tiene como
resultado una reduccion significativa del dolor pélvico crénico en un 70 a 90% de las mujeres
con endometriosis [185]. Esta estrategia terapéutica por ser similar al uso de AOCs cuenta
con las mismas ventajas, dado que no presenta efectos adversos considerables, por lo que se
puede administrar por periodos prolongados, y es econdmicamente viable.

Otra opcién terapéutica independiente de los AOC consiste en la administracién de
analogos de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH, segun las siglas en inglés), los
cuales tienen como funcién inhibir el eje enddcrino hipotdlamo-hipodfisis-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 disminucidn de los niveles de estrégenos puede
generar hipotrofia genital y/o la desmineralizacién del tejido 6seo, motivo por el cual no es
recomendable administrarlo por periodos de tiempo mayores a 6 meses [180,183].

Como terapia farmacolégica complementaria a las ya mencionadas, también suelen
administrarse drogas anti-inflamatorias no esteroideas (AINEs) para mitigar los dolores, si
bien se ha reportado que su mecanismo de accién se basa, en parte, en la inhibicion de la
sintesis de PGE, por medio de la inhibicidn de las enzimas COX [186], su eficacia para tratar
los dolores asociados a la endometriosis aln es materia de controversia [183].

Asimismo, se han evaluado tratamientos farmacoldgicos alternativos, mucho de los
cuales aun se encuentran en la fase experimental, como por ejemplo la administracién de
inhibidores de la enzima Aromatasa P450, enzima clave en la biosintesis de estrégeno
[187,188]; inhibidores selectivos de la enzima COX-2, crucial para la sintesis de
prostaglandinas [189]; drogas que bloquean la accidon del factor pro-inflamatorio TNF-a
[178,183]; drogas anti-angiogénicas como inhibidores de VEGF o agentes angioestaticos
[170,190]; moduladores selectivos de los receptores de estrogeno (SERMs, segun sus siglas
en inglés) que antagonizan el efecto de los estrégenos al bloquear la unién de éstos a sus

receptores [177,191].
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En la Figura 1.7 se resumen los tratamientos farmacoldgicos, indicdndose el érgano o

el blanco molecular sobre el cual actian los farmacos mencionados.
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Figura 1.7. Tratamientos farmacoldgicos para la endometriosis. Representacion esquematica
de los mecanismos fisiopatolégicos sobre los que actlan los agentes terapéuticos destinados al
tratamiento farmacolégico de la endometriosis. AOCs: anticonceptivos orales combinados, GnRH:
hormona liberadora de gonadotrofinas, GnH: hormonas gonadotréficas, SERMs: moduladores
selectivos de receptores de estrégenos, AINEs: anti-inflamatorios no esteroideos, COX-2: ciclo-
oxigenasa 2, PGE,: prostaglandina E,, 17 8-HSD: 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa, E,: estradiol,
E;: estrona, ER: receptor de estrégenos, TNF-a: factor de necrosis tumoral-alfa, VEGF: factor de

crecimiento del endotelio vascular.

Desde hace poco mas de una década se han realizado estudios experimentales a
partir de los cuales se ha propuesto el uso de compuestos de origen natural, como por

ejemplo el galato de epigalocatequina (EGCG): una catequina derivada de las hojas del té
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verde; o el resveratrol: un componente de la piel de las uvas rojas, los cuales tienen efectos
terapéuticos beneficiosos para restringir el avance de la endometriosis. Esta hipdtesis se
sustenta en diversos estudios llevados a cabo en modelos in vitro utilizando lineas celulares
endometriales o cultivos primarios de células endometriales, como asi también en
experimentos realizados in vivo utilizando modelos murinos de endometriosis experimental,
a partir de los cuales se ha comprobado que estos compuestos de origen natural tienen la
capacidad de reducir la tasa de proliferacién celular y la secrecién de factores pro-
angiogénicos como VEGF o bien de inducir la apoptosis de las células endometriales, y
ademads logran restringir significativamente el crecimiento in vivo de las lesiones

endometridsicas [192-194].

| GALECTINAS

Las galectinas constituyen una amplia, y evolutivamente conservada, familia de
proteinas que poseen la capacidad de unirse a diversos residuos sacaridicos presentes en las
glicoproteinas o glicolipidos de la membrana celular y de la matriz extracelular. Esta
caracteristica convierte a esta familia de proteinas en lectinas enddgenas que reconocen en
forma especifica a los B-galactésidos presentes en los N- y O-glicanos presentes en las
glicoproteinas o glicolipidos de la superficie celular. Para ello cuentan en su estructura con
un dominio de unos 135 aminoacidos altamente conservado, denominado Dominio de
Reconocimiento de Carbohidratos (DRC) [195]. Los miembros de esta familia de lectinas se
clasifican de acuerdo a sus caracteristicas estructurales en: galectinas “prototipo”, de tipo
“repeticiones en tandem” y de tipo “quimera” (Figura 1.8). Las galectinas “prototipo”,
corresponden a los miembros: galectinas-1, -2, -5, -7, -10, -13, -14 y -15, poseen un Unico
DRC y pueden formar homodimeros mediante interacciones no covalentes, generando de
este modo lectinas funcionalmente bivalentes. Las galectinas de tipo “repeticiones en
tandem” como las galectinas-4, -6, -8, -9 y -12, poseen dos DRCs en la misma cadena
polipeptidica, por lo cual si bien son bivalentes cada DRC que la integra puede reconocer
estructuras sacaridicas diferentes. La Unica galectina de tipo “quimera” que se ha

identificado hasta el momento es galectina-3 (Gal-3), la cual posee un DRC en el extremo C-
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terminal y un dominio N-terminal involucrado en la formacion de la estructura pentamérica
que caracteriza a esta lectina [196,197].

La capacidad deformar dimeros bivalentes, o pentameros en el caso de Gal-3, les
confiere a estas lectinas la propiedad de establecer interacciones galectinas-glicanos en la
superficie celular y formar estructuras complejas pero relativamente ordenadas
denominadas “lattices” (Figura 1.8) [197]. Estas estructuras tienen implicancias bioldgicas
importantes dado que promueven la estabilizacién e incrementan el tiempo de vida media
de las glicoproteinas de membrana, como por ejemplo receptores, permitiendo que las
mismas activen sus respectivas vias de sefializacidn intracelular que pueden estar mediando

mecanismos de proliferacién, diferenciacion o supervivencia celular, entre otros [198].
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Figura 1.8. Clasificacion estructural de las galectinas y funciones biolégicas asociadas a la

formacidn de los “lattices”. Imagen modificada de: “Functions of cell surface galectin-glycoprotein

lattices”. Rabinovich y col. Curr. Opin. Struct. Biol. 2007 [197].

Se han reportados varios trabajos en los que se demuestra el papel de estas lectinas

endogenas como reguladores claves en determinados mecanismos fisiopatoldgicos, como

por ejemplo la homeostasis de la respuesta inmune, la progresién tumoral y la

neovascularizacidon tumoral [198,199].
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| GALECTINA-1

Durante las dos ultimas décadas se han publicado numerosas evidencias
experimentales que le asighan a Gal-1 propiedades inmunorreguladoras que resultan
trascendentales para actuar como un factor clave en la regulacidon de la homeostasis de la
respuesta inmune [200]. Es asi que se ha demostrado que esta lectina tiene la capacidad de
inducir la apoptosis de los linfocitos T citotdxicos o de los linfocitos T colaboradores de tipo
Thl y Th17 [201]. Ademas se ha establecido que Gal-1 al ser secretada por las células
tumorales, puede actuar sobre los linfocitos T colaboradores para invertir el perfil de
secrecion de citoquinas pro-inflamatorias tipo Thl como TNF-a e IFN-y hacia un perfil de
citoquinas anti-inflamatorias tipo Th2 como IL-4 e IL-10, generando de esta manera un
microambiente de caracteristicas inmunosupresoras en el estroma asociado al tumor [202].
Asimismo, se ha demostrado que las células T regulatorias CD4"CD25 FoxP3" (Treg) expresan
y secretan niveles elevados de Gal-1, dejando asi en claro el potencial inmunosupresor
asociado a esta lectina [203]. Estas propiedades anti-inflamatorias de Gal-1 han sido
ampliamente demostradas en numerosos modelos experimentales de inflamacién crénica y
autoinmunidad, como por ejemplo la artritis inducida por colageno Il, la colitis inducida por
acido sulfénico-trinitrobenzeno, la hepatitis inducida por concanavalina A, la diabetes
espontanea en ratones NOD vy la uveitis autoinmune experimental [204].

Ademas en un elegante trabajo realizado por llarregui y col. quedé claramente
establecido que Gal-1 activa un circuito inmunosupresor mediante el cual induce la
maduracion de las células dendriticas hacia un perfil tolerogénico caracterizado por la
secrecion de IL-27, y esta citoquina es la responsable de activar a una poblacién particular de
linfocitos T regulatorios, los linfocitos Trl, para que secreten grandes cantidades de IL-10,
contribuyendo asi a la resolucién de un proceso fisiopatolégico como lo es la encefalomielitis
autoinmune experimental [205].

En este contexto de regulacion de la homeostasis inmunoldgica por parte de Gal-1 es
importante resaltar que diversos tipos de tumores tales como melanoma, préstata, ovario y
mama expresan y secretan Gal-1 al estroma asociado al tumor, lo cual les confiere una
condicion de inmunoprivilegio que les permite evadir la repuesta inmune antitumoral, hecho

que se refleja en los trabajos que demuestran que en estos tumores la expresion de Gal-1 se
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correlaciona positivamente con el grado de malignidad y el potencial metastdsico de los

mismos [206].

|GALEC TINA-1 EN EL PROCESO ANGIOGENICO

Hace ya aproximadamente una década que se demostré que Gal-1 se expresa en
endotelios tumorales en respuesta a estimulos inflamatorios, y que especificamente esta
lectina enddgena esta implicada en diversas etapas de la vascularizacién tumoral [207]. Las
evidencias que sustentan el rol pro-angiogénico de Gal-1 en la biologia de las células
endoteliales se basan principalmente en que la expresion de esta lectina se correlaciona
positivamente con un incremento en la proliferacién y migracién de estas células [208]. En
este sentido, en una serie de trabajos llevados a cabo por Thijssen y col. identificaron a Gal-1
como posible receptor en las células endoteliales de un péptido con propiedades anti-
angiogénicas: Anginex (Phoenix Pharmaceuticals, Inc.) [209]. Ademds, estos autores
encontraron que las células endoteliales pueden unir e incorporar las moléculas de Gal-1
secretadas por las células tumorales, y que esta lectina promueve especificamente la
activacion de las células endoteliales a través de la via de sefializacion de H-Ras/Raf [208].

Recientemente, en un estudio publicado por Croci y col. se ha demostrado
contundentemente que Gal-1 tiene la capacidad de activar las vias de sefializacién
intracelular dependientes del receptor acoplado a tirosina quinasa VEGFR2,
independientemente de la unién de su ligando candnico: VEGF [210]. De esta manera, Gal-1
estaria modulando la biologia de las células endoteliales de modo tal de preservar el
fenotipo angiogénico tumoral. Estos resultados tienen implicancias terapéuticas muy
importantes ya que uno de los mayores obstaculos de las terapias anti-angiogénicas
tendientes a bloquear la accién de VEGF radica en el hecho que se generan mecanismos
compensatorios que les permiten a los tumores ignorar la falta de este factor de crecimiento
y que consecuentemente los vuelve mds agresivos e invasivos [211,212]. A su vez, en el
estudio de Croci y col. se demuestra que el bloqueo de la interaccién entre Gal-1 y los N-
glicanos complejos presentes en la estructura molecular del VEGFR2 es suficiente a los fines

de promover un proceso de remodelado de la vasculatura que restaura los niveles de O, en
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el tumor y amplifica la respuesta inmune anti-tumoral al permitir el ingreso de células T
efectoras, limitar la generacidon de células T regulatorias y bloquear la apoptosis de células T

efectoras CD8" y de células T colaboradoras CD4" de tipo Th1y Th17 [210].

| GALECTINA-1 EN LA FISIOLOGIA Y FISIOPATOLOGIA REPRODUCTIVA

Desde hace algunos afios se han reportado trabajos en los cuales se determind
fehacientemente que Gal-1 se expresa en los tejidos placentarios y embrionarios [213,214],
en donde promueve la tolerancia materno-fetal siendo éste un mecanismo elemental para la
correcta implantacion y desarrollo del embrién [215,216]. En relacién a esto, se ha
observado que ratones deficientes de Gal-1 (Lgalsl'/') mostraron mayores tasas de pérdida
fetal inducidas por estrés en comparacién con los ratones de tipo salvaje, mientras que el
tratamiento con Gal-1 recombinante evité la pérdida fetal en los ratones deficientes de Gal-
1 y restaurd la tolerancia materno-fetal a través de la inducciéon de células dendriticas
tolerogénicas que promueven la expansion de células T secretoras de IL-10 [217]. Por otro
lado, también se ha observado que una poblacién particular de células NK que residen en la
decidua presentan caracteristicas fenotipicas Unicas que les permiten regular el diversos
procesos involucrados en la interfase materno-fetal [218]. Una de las caracteristicas que les
confieren un fenotipo regulatorio a esta poblacidn particular de células NK uterinas consiste
en el hecho de que presentan elevados niveles de expresidon de Gal-1, por lo tanto se sugiere
gue esta lectina podria estar regulando tanto la arquitectura vascular como los mecanismos
de inmunotolerancia presentes en la interfase materno-fetal [219]. Asimismo, se ha
postulado que Gal-1 tiene un rol importante en los mecanismos de evasién inmunoldgica de
la fase materno-fetal modulando los niveles de expresién del antigeno HLA-G en las células
del trofoblasto [220].

Al igual que el estudio del rol de Gal-1 en la fisiologia reproductiva, también ha
atraido un gran interés el estudio del rol de esta lectina en los mecanismos fisiopatoldgicos
involucrados en enfermedades de gran relevancia en el campo de la medicina reproductiva.
Una de ellas es la pre-eclampsia, donde se ha demostrado que durante el tercer trimestre

del embarazo existe un incremento en la expresion de Gal-1 en el tejido placentario de las
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pacientes con pre-eclampsia en comparaciéon con la placenta de mujeres que cursan
embarazos normales [221]. Por otro lado, en un trabajo reciente se reporté que Gal-1
desempeiia funciones pro-angiogénicas vitales durante las etapas tempranas del embarazo
promoviendo la expansién de la red vascular en la decidua a través de sefalizacién mediada
por el receptor tipo-2 de VEGF. El bloqueo de Gal-1 resulté en una reduccién de la
angiogénesis y el consecuente desarrollo de un sindrome analogo a la pre-eclampsia en un
modelo experimental murino, causado principalmente por la desregulacién del proceso de
placentacién como consecuencia del remodelado defectuoso de las arterias espiraladas
maternas [222]. Otras de las patologias de indole reproductiva estudiadas son los abortos
recurrentes espontaneos, donde se ha observado que la reduccion de la expresion de Gal-1
en el trofoblasto se traduce en una diferenciacién defectuosa del mismo que puede conducir
a la pérdida temprana del embarazo [223]. Ademas, se ha reportado que la unién de Gal-1 a
la glicoproteina endometrial Mucina-1 podria contribuir a los mecanismos de transformacién
neoplasica en las células endometriales que pueden conllevar a la formacién de carcinomas
endometriales [224].

En base a estos antecedentes queda claro que Gal-1 es un factor clave involucrado en
el desarrollo placentario adecuado y en la regulacién de tolerancia materno-fetal, sugiriendo
a esta lectina como potencial herramienta terapéutica en el tratamiento de las diversas

patologias asociadas a complicaciones gestacionales.

| GALECTINA-1 Y ENDOMETRIOSIS

Considerando que hasta el momento no se han reportado trabajos que estudien el
rol de Gal-1 en la fisiopatologia de la endometriosis, y menos aun se ha develado la
relevancia biolégica potencial de Gal-1 en el proceso de crecimiento y neovascularizacion de
las lesiones endometridsicas, creimos necesario plantear estudios que aporten evidencias
experimentales, tanto in vitro como in vivo, acerca de la contribucion de Gal-1 en los eventos
fisiopatoldgicos involucrados en la etiopatogenia de la endometriosis. Estos estudios estan
destinados a conocer, al menos en parte, el proceso fisiopatoldgico asociado a esta

enfermedad con la finalidad de lograr en un futuro disenar estrategias terapéuticas
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racionales capaces de restringir el progreso de esta patologia y mitigar los sintomas clinicos
que afectan a las mujeres con endometriosis.

Finalmente, es importante destacar que la investigacidn bdsica aplicada a la clinica es
la mejor herramienta con la que contamos para esclarecer los procesos que conducen al
desarrollo de la endometriosis y lograr en un futuro, mejores alternativas terapéuticas para

mejorar la calidad de vida de las pacientes afectadas por esta patologia.



| HIPOTESIS

En base a los antecedentes mencionados en la introduccion de este trabajo de tesis

doctoral, nos planteamos las siguientes hipdtesis de trabajo:

> Galectina-1 se expresa en las lesiones endometridsicas y esta implicada en la

promocion del crecimiento de estas lesiones en un sitio ectépico.

» El bloqueo especifico de Galectina-1 en la cavidad peritoneal reduce el crecimiento
y vascularizacion de las lesiones endometridésicas en un modelo murino de

endometriosis experimental.

Para verificar estas hipotesis se expondran a continuacion el objetivo general y los

objetivos especificos de trabajo.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS | 54

| OBJETIVO GENERAL

Es nuestra intencién aportar evidencia experimental relevante que contribuya a la
caracterizacidon de los mecanismos que posibilitan el desarrollo del tejido endometrial en un
sitio ectépico, con el propdsito de mejorar nuestro entendimiento sobre la etiopatogenia de

la endometriosis. Siendo asi, nos planteamos como objetivo general:

» Estudiar el rol de Galectina-1 en la fisiopatologia de la endometriosis, evaluando su
funcion en la regulacion de los procesos de crecimiento y vascularizacion de las

lesiones asociadas a esta enfermedad.

Este objetivo se encuadra dentro de los esfuerzos realizados desde hace varios anos
por el laboratorio donde realicé este trabajo de tesis doctoral, que tienen como propdsito
revelar algunos los mecanismos involucrados en la etiopatogenia de la endometriosis, con el
anhelo de que en un futuro permitan el desarrollo de estrategias terapéuticas mas eficientes

para tratar a las mujeres afectadas por esta patologia.
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| OBJETIVOS ESPECIFICOS

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

objetivos especificos:

a) Evaluar la expresién de Gal-1 en las lesiones y en el endometrio eutdpico de pacientes
afectadas por diferentes grados de severidad de endometriosis, como asi también en el

endometrio de pacientes controles.

b) Evaluar la concentraciéon de Gal-1 en el liquido peritoneal de pacientes afectadas por

diferentes grados de severidad de endometriosis y en pacientes controles.

c) Evaluar in vitro la expresion de Gal-1 en cultivos primarios de células epiteliales y

estromales eutdpicas y ectdpicas de pacientes con endometriosis.

d) Evaluar in vitro el efecto que tiene la inhibicion de la expresién proteica de Gal-1 sobre la
tasa de proliferacién celular en cultivos primarios de células estromales eutdpicas de

pacientes con endometriosis y controles.

e) Estudiar in vivo en un modelo murino de endometriosis experimental el rol de Gal-1 en el

crecimiento de las lesiones endometridsicas.

f) Evaluar en el modelo murino de endometriosis experimental el rol de Gal-1 en el

desarrollo angiogénico de las lesiones endometridsicas.

g) Evaluar in vivo el efecto del bloqueo especifico de Gal-1 a nivel peritoneal sobre el
crecimiento y vascularizacién de las lesiones endometridsicas inducidas

experimentalmente en el modelo murino.



EXPERIMENTOS CON MUESTRAS DE PACIENTES

|PACIEN TES

Se utilizaron muestras de biopsias endometriales, biopsias de lesiones
endometridsicas y liquidos peritoneales provenientes de pacientes con endometriosis, o
bien de pacientes infértiles intervenidas por miomas uterinos, obstruccion tubaria y/o
infertilidad sin causa aparente (estas pacientes corresponden al grupo control). En todos los
casos las pacientes no recibieron tratamiento hormonal en los 3 meses previos a la
intervenciéon quirdrgica. Todas las muestras se obtuvieron de pacientes en edad
reproductiva, de 18 a 44 afios de edad, que se sometieron a laparoscopias diagndsticas y/o
terapéuticas en el Instituto Argentino del Diagndstico y Tratamiento (IADT), ubicado en la
Cuidad Auténoma de Buenos Aires. Estas biopsias son tomadas de rutina con la finalidad de
realizar su evaluacidn anatomo-patolégica, y parte de ese material fue derivado a nuestro
laboratorio en condiciones de esterilidad para su posterior cultivo y/o procesamiento. El
médico a cargo de realizar las intervenciones quirurgicas fue el Dr. Javier Singla (MN: 74001 /
MP: 221334). Se obtuvieron los correspondientes consentimientos informados firmados por
todas las pacientes que fueron incluidas en este estudio. Tanto el consentimiento informado
como los protocolos experimentales que involucran el uso de muestras humanas fueron

debidamente aprobados por el Comité de Etica del IBYME-CONICET (Res.: CE 053-1/2012).
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|INM UNOFLUORESCENCIA DOBLE E INMUNOHISTOQUIMICA

Las muestras de biopsias fueron fijadas en una solucidén tamponada de formaldehido
al 4%, se incluyeron en parafina y se cortaron en secciones de 5 um. Para los ensayos de
inmunofluorescencia doble, las secciones se desparafinaron durante toda la noche en xileno
y se hidrataron gradualmente a través de soluciones de alcoholes en concentraciones
decrecientes y finalmente en agua. La recuperacion del antigeno se llevd a cabo con citrato
de sodio 10 mM (pH 6,0) en un horno de microondas a 600 Watts de potencia. Todas las
secciones se bloquearon durante 2 h a temperatura ambiente (TA) en buffer fosfato salino
(PBS) con 10% de suero normal de cabra (NGS) y 0,3% de Triton X-100. A continuacién, las
secciones se incubaron durante toda la noche a 4 °C con una dilucién 1:500 de un anticuerpo
policlonal de conejo anti-Gal-1 (provisto y validado por el Laboratorio de Inmunopatologia
del IBYME-CONICET, dirigido por el Dr. Gabriel Rabinovich [225]), y con una dilucién 1:50 de
un anticuerpo monoclonal de ratén anti-CD31 (Dako Inc.). Ambos anticuerpos primarios se
diluyeron conjuntamente en PBS con 1% de NGS y 0,3% Triton X-100. Al dia siguiente, los
cortes se lavaron extensivamente con PBS, y se incubaron durante 2 h a TA con los
anticuerpos secundarios: anti-lgG de conejo conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor488
(Life Technologies) y anti-IgG de raton conjugado con el fluorocromo Alexa Fluor568 (Life
Technologies), ambos diluidos 1:100 en PBS con 0,15% de Triton X-100. Luego de varios
lavados con PBS, se montaron los cortes y se guardaron a -20 °C hasta ser evaluados y
fotografiados con un microscopio confocal (Nikon Eclipse EB00/Nikon D-Eclipse C1).

El ensayo de inmunohistoquimica para detectar Gal-1 se realizé utilizando el mismo
anticuerpo policlonal de conejo anti-Gal-1 diluido 1:2000. Todos los cortes histoldgicos se
desparafinaron en xileno y se hidrataron gradualmente a través de soluciones de alcoholes
en concentraciones decrecientes y finalmente en agua. Se inactivd la actividad de la
peroxidasa enddgena con una solucién al 3% de H,0, durante 30 min, y la recuperacion de
antigeno se llevé a cabo con citrato de sodio 10 mM (pH 6,0) en un horno de microondas a
600 Wats de potencia. A continuacion, todos los cortes se bloquearon durante 2 h a TA con
una soluciéon al 4% de albumina sérica bovina (BSA) diluida en PBS, y luego se incubaron
durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario diluido en PBS con 1% de BSA.

Posteriormente, las secciones se incubaron durante 1 h a TA con una mezcla comercial de
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anticuerpos secundarios biotinilados (Dako Inc.), seguido por una incubacion de 30 min con
un conjugado de estreptavidina-peroxidasa (Dako Inc.). Se revelé la marca utilizando como
sustrato de la peroxidasa: 3,3'-Diaminobenzidina (DAB — Dako Inc.). Por ultimo, los cortes se
colorearon con hematoxilina de Gill, se deshidrataron gradualmente a través de soluciones
de alcoholes en concentraciones crecientes, se aclararon en xileno y se montaron con
Balsamo de Canada. Como control negativo, una seccién de cada portaobjetos se incubd sin
el anticuerpo primario. Las imagenes se adquirieron con una camara digital Nikon E5

acoplada a un microscopio estandar de campo claro (Nikon - Eclipse E200).

| CULTIVOS CELULARES

Las biopsias de endometrio o de lesiones endometridsicas se lavaron con una mezcla
de medios de cultivo DMEM/F12 (Gibco, Invitrogen) suplementado con una solucién de
antibidtico-antimicoticos (Gibco, Invitrogen), luego de lo cual se corté el tejido en
fragmentos pequefios que se incubaron con 0.5 mg/ml de colagenasa tipo IA (Sigma-Aldrich)
durante 2 h a 37 °C. La suspensidn celular resultante se centrifugd a 100 xg durante 5 min, y
por un lado se recuperd el sobrenadante conteniendo las células estromales en un tubo
conico de 50 ml; por otro lado se resuspendié con medio de cultivo el pellet conteniendo las
células epiteliales y se centrifugd nuevamente a 100 xg durante 5 min. El sobrenadante se
combind con el sobrenadante de la primera centrifugacion y esta fraccion que contiene
principalmente células estromales se centrifugd a 400 xg durante 5 min, se recuperd el pellet
celular con medio de cultivo y se filtré a través de un filtro de nylon con poros de 40 um de
didmetro (BD Biosciences) para retener los cimulos de células epiteliales. Se centrifugd este
filtrado nuevamente a 400 xg durante 5 min, se descarté el sobrenadante y se
resuspendieron las células estromales en 1 ml de medio DMEM/F12 suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB, Gibco, Invitrogen) y con una mezcla de antibidtico-antimicéticos
(Gibco, Invitrogen). Las células epiteliales obtenidas previamente se resuspendieron en 1 ml
de medio de cultivo MEM/D-valina (US Biological) suplementado con 10% de SFB (Gibco,
Invitrogen) y con una mezcla de antibidtico-antimicdticos (Gibco, Invitrogen). A

continuacion, se determind el numero de células viables agregando una solucién de azul
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Tripan al 0.04% y contando en un hemocitémetro. Finalmente, se sembraron 1 x 10° células
en placas de 35 mm para los ensayos de inmunocitoquimica o bien 2 x 10* células en placas
de 96 pocillos para los ensayos de silenciamiento génico de Gal-1 y proliferacién celular en

los cultivos de células estromales.

|INM UNOCITOQUIMICA

Los cultivos primarios de células estromales endometriales ectépicas y eutdpicas, y
de células epiteliales endometriales eutdpicas, se llevaron a cabo como se describié en el
apartado anterior.

Para el ensayo de inmunocitoquimica se utilizaron los siguientes anticuerpos
primarios: anti-Gal-1 producido en conejo diluido 1:5000 [225], anti-vimentina producido en
ratén (clon V9, Dako Inc.) diluido 1:5000, y anti-citoqueratina producido en ratén (clon
AE1/AE3, Dako Inc.) diluido 1:500.

Se fijaron las células con una solucién de paraformaldehido al 4% en PBS durante 15
min a TA, luego se lavaron varias veces con PBS y se permeabilizaron durante 10 min a TA
con una solucién de Triton X-100 al 0.2% en PBS. A continuacidn se inactivo la peroxidasa
enddgena durante 10 min a TA con una solucién de H,0,; al 3% en PBS. Se realizé el bloqueo
de las placas durante 1 h a TA con una solucién de BSA al 4% en PBS, y se incubd durante 1 h
a TA con los anticuerpos primarios diluidos en PBS con 1% de BSA. Luego, las células se
lavaron con PBS y se incubaron durante 30 min con una mezcla de anticuerpos secundarios
biotinilados (Dako Inc.), seguido de otra incubaciéon por 30 min con un conjugado de
estreptavidina-peroxidasa (Dako Inc.). Finalmente, se reveld la sefial utilizando DAB como
sustrato de la peroxidasa. Los nucleos fueron coloreados con hematoxilina de Gill, y luego se
montaron los cubreobjetos en las placas. Las imagenes se adquirieron con una camara digital
Nikon E5 acoplada a un microscopio estdandar de campo claro (Nikon Eclipse E200). Como

control negativo, un sector de la placa del cultivo se traté sin el anticuerpo primario.
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| WESTERN BLOT DE GALECTINA-1

Se prepararon los homogenatos de las biopsias obtenidas de pacientes utilizando un
homogenizador eléctrico para disgregar mecanicamente el tejido en 1 ml de buffer de lisis
cada 100 mg de tejido (buffer de lisis: Tris-HCI 50 mM (pH: 7.5), NaCl 150 mM, MgCl, 1mM,
EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NP-40 1%, SDS 0.1%, Glicerol 10% y una dilucién 1:500 de
inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich)). Luego se centrifugaron los homogenatos a 10000
rom durante 10 min a 4 9C, y se guardé el sobrenadante a -80 2C. La concentracién de
proteinas de las muestras se determind mediante un ensayo de Bradford, utilizando
patrones de concentraciones conocidas de BSA.

Se resolvieron 30 pg de proteinas totales en geles desnaturalizantes de poliacrilamida
al 15% (SDS-PAGE), y se electrotransfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa.

Se bloquearon las membranas durante 1 h a TA con una solucién de leche en polvo
descremada diluida al 5% en buffer Tris salino (TBS) con 0.1% de Tween-20 (TBS-T). A
continuacion, las membranas se incubaron toda la noche a 4 °C en agitaciéon con el
anticuerpo primario anti-Galectina-1 producido en conejo [225] diluido 1:3000 en TBS-T.
Luego de 3 lavados de 5 min en TBS-T, se incubaron las membranas durante 1 h a TA en
agitacion con el anticuerpo secundario anti-lgG de conejo (Calbiochem) diluido 1:2000 en
TBS-T. Se realizaron 3 lavados de 5 min en buffer TBS-T, se incubaron las membranas
durante 1 min con el reactivo de quimiluminiscencia ECL (Pierce) y se adquirieron las
imagenes de las bandas en un equipo de revelado digital (G-Box, SynGene). Se utilizé el
programa informatico Imagel (NIH) para llevar a cabo el andlisis de densitometria dptica de
las bandas obtenidas.

Conjuntamente, se realizaron ensayos de Western blot para inmunodetectar -
actina, que se utilizd como control de carga y para relativizar la densidad o6ptica de las
bandas del Gal-1. Siguiendo el mismo procedimiento descripto para la inmunodeteccién de
Gal-1, se incubaron las membranas durante toda la noche a 4 2C en agitacién con un
anticuerpo primario anti B-actina producido en ratén (Abcam) diluido 1:500 en TBS-T, y
luego de los correspondientes lavados se incubaron durante 1 h a TA con un anticuerpo

secundario anti-IgG de ratén (R&D Systems) diluido 1:1000 en TBS-T.
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|ELISA DE GALECTINA-1 EN LOS LIQUIDOS PERITONEALES

Los liquidos peritoneales se centrifugaron a 1500 rpm durante 10 min a 4 2C y el
sobrenadante se guardd a -20 2C.

Se determind la concentracion de Gal-1 usando una técnica de ELISA puesta a punto
en el Laboratorio de Inmunopatologia dirigido por el Dr. Gabriel Rabinovich (IBYME-
CONICET) [225]. En resumen, placas High Binding (Costar, Corning) de 96 pocillos se
recubrieron incubando durante 18 h a 4 °C con el anticuerpo de captura anti-Gal-1 de conejo
(2 mg/ml) diluido en 0.1 M de carbonato de sodio, pH 9.5. Luego se lavaron los pocillos 3
veces con 0.05% de Tween-20 en PBS y se incubaron durante 1 h a TA con la solucién de
bloqueo (2% de BSA en PBS). A continuacién, se incubaron 100 pl de las muestras
previamente diluidas 1:5 en PBS con 1% de BSA durante 18 h a 4 °C. Luego las placas se
lavaron y se incubaron durante 1 h a TA con 100 ng/ml del anticuerpo de deteccidn
biotinilado anti-Gal-1 de conejo (R&D Systems). A continuacion las placas se lavaron 3 veces
y se incubaron durante 30 min con 0.33 g/ml de estreptavidina conjugada a peroxidasa
(Sigma-Aldrich). Luego de un nuevo lavado, se afadié a las placas 100 pl de solucién de TMB
(0.1 mg/ml tetrametilbencidina y 0.06% de H,0, en buffer de citrato-fosfato, pH 5.0). La
reaccion se detuvo mediante la adicion de H,SO; 4N. Las densidades opticas se
determinaron en un lector de placas Multiskan MS (Thermo Fisher Scientific) a una longitud
de onda de 450 nm. Se realizé en paralelo una curva de concentraciones conocidas de Gal-1

recombinante en un rango que va desde 2.5 a 160 ng/ml.

SILENCIAMIENTO TRANSITORIO DE LA EXPRESION DE GALECTINA-1 EN
CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS ESTROMALES ENDOMETRIALES

Se utilizaron vectores plamidicos pSIREN-RetroQ (Clontech) conteniendo las

siguientes secuencias de ARNsh antisentido para silenciar la expresién de Gal-1:

Vector 1 (p1): 5'-CATCCGCTGCCAGATGGATACGAATTCAAGAGATTCGTATCCA
TCTGGCAGCTTTTTTG-3'.
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Vector 2 (p2): 5'-CATCCGACGGTGACTTCAAGATCAAATTCAAGAGATTTGATCT
TGAAGTCACCGTCTTTTTTG-3'.

Vector control (pC) con una secuencia de ARN aleatoria: 5’GATCCCCTCCATATCTCG
CGCGTCTTCAAGAGAGACGCGCGAGATATGGAGGTTTTTTG3'.

Estos vectores fueron provistos y validados por el Laboratorio de Inmunopatologia
dirigido por el Dr. Gabriel Rabinovich (IBYME) [225].

Se realizaron transfecciones transitorias con los mencionados vectores en cultivos
primarios de células estromales endometriales siguiendo el protocolo reportado en el
trabajo de Castro y col. [226]. Brevemente, se cultivaron las células estromales
endometriales aisladas de las muestras de biopsias de pacientes con endometriosis o
controles hasta que los cultivos alcanzaron un 50-60% de confluencia. Entonces, se preparé
una mezcla de transfeccion para cada uno de los vectores en 100 pl de medio de cultivo
DMEM/F-12, sin suplementar con SFB ni antibidticos/antimicdticos, pero conteniendo 6 pl
del reactivo de transfeccion Genelammer (Agilent technologies) y 2 ug de cada vector
plasmidico. A continuacidén, los cultivos fueron transfectados agregando los 100 ul de esta
mezcla de transfeccién a cada pocillo de una placa de 6 pocillos que contenia 900 pl de
medio de cultivo DMEM/F-12 sin SFB ni antibidticos/antimicéticos. Luego de incubar por 4-5
h a 37 2C, se agregd 1 ml mas de medio de cultivo por pocillo y se continud el cultivo por 24
h, tiempo en el que se cambié a medio de cultivo suplementado con 10% de SFB y se
continud el cultivo por otras 48 h, completando asi un tiempo de transfeccidn transitoria de
72 h.

Para evaluar los niveles de expresién proteica de Gal-1 en dichos cultivos, se lisaron
las células en 50 pl de buffer de lisis y se determind la concentracién de proteinas mediante
un ensayo de Bradford utilizando patrones de concentraciones conocidas de BSA.

Se resolvieron 10 ug de proteinas totales en geles desnaturalizantes de poli-
acrilamida al 15% (SDS-PAGE), y se electrotransfirieron las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa, sobre las cuales se llevd a cabo la inmunodetecciéon de Gal-1 y de B-actina

siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para las muestras de biopsias
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|ENSA YO DE PROLIFERACION CELULAR IN VITRO

Luego de 72 h de transfeccién de los cultivos primarios de células estromales
endometriales con los vectores que tienen las secuencias de ARNsh que inhiben la expresion
de Gal-1 (p1y p2) o la secuencia aleatoria (pC), se determind la tasa de proliferacion celular
in vitro mediante un ensayo colorimétrico utilizando el kit de proliferacién celular Cell Titer
Aqueous One Solution (Promega). Se ainadié a cada pocillo 100 ul de reactivo y se incubd
durante 2 h a 37 2C, luego se midid la absorbancia en un lector de placas Multiskan MS
(Thermo Fisher Scientific) a una longitud de onda de 490 nm. El reactivo consiste en una
solucién de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio
(MTS), el cual es reducido por las células para formar un producto: formazan, cuya
absorbancia es directamente proporcional al nimero de células vivas. Se tomaron los valores
promedios correspondientes a 4 réplicas por condicion experimental. La proliferacién celular
se expresa como el porcentaje relativo a los pocillos tratados con el vector control de

secuencia aleatoria (pC) establecido como 100%.

MARCACION DE CELULAS ESTROMALES ENDOMETRIALES CON LECTINAS Y SU
ANALISIS POR CITOMETRIA DE FLUJO

Se establecieron cultivos primarios de células estromales aisladas de biopsias
endometriales de pacientes con endometriosis o controles. Al momento en que los cultivos
alcanzaron un 90% de confluencia, se levantaron las células y se extrajeron de las placas de
cultivo tratandolas durante 10 min a 37 2C con una solucion de EDTA 0.5 mM en PBS. Se
determind el nimero de células viables utilizando una solucidon de azul Tripan al 0.04% en
PBS y contando con un hemocitdmetro. A continuacion se lavaron las células 2 veces en
buffer de lectinas (NaCl 150 mM, HEPES 10 mM y 1% de BSA), y se incubaron 1 x 10° células
viables durante 1 h a 4 2C con las lectinas biotiniladas: Fitohemaglutinina-L (PHA-L, 2 pg/ml,
Vector Labs) o Aglutinina de Sambucus nigra (SNA, 5 pug/ml, Vector Labs). Luego, se lavaron
las células 2 veces en buffer de lectinas y se incubaron durante 45 min a 4 2C con una
diluciéon 1:150 de estreptavidina conjugada al fluorocromo Alexa Fluor488 (Vector Labs).

Finalmente, se lavaron las células nuevamente 2 veces en buffer de lectinas y se fijaron en



MATERIALES Y METODOS | 64

200 pl de una solucién de paraformaldehido al 1% en PBS. Las células marcadas con estas
lectinas, se analizaron en un citémetro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences), se adquirieron
los datos utilizando el programa FACSDiva 6.0 (BD Biosciences) y se analizaron con el
programa informatico Cyflogic 3.0 (Cyflogic). La capacidad de unién de estas lectinas a sus
respectivos glicanos blanco en la superficie celular se calculé como la intensidad de
fluorescencia media relativa (IFMr = [IFM de la marca con lectina — IFM del control sin

marcar] / IFM del control sin marcar)
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EXPERIMENTOS CON EL MODELO MURINO DE ENDOMETRIOSIS
EXPERIMENTAL

|ANIMALES

Se utilizaron ratones hembra C57BL/6 de 2 meses de edad, de tipo salvaje (wild-type)
o genéticamente modificados: Lgalsl'/', los cuales no expresan Gal-1 en todo el organismo
(knock-out de Gal-1). Ambos grupos de ratones fueron gentilmente suministrados por el
Laboratorio de Inmunopatologia dirigido por el Dr. Gabriel Rabinovich (IBYME-CONICET).

Los animales fueron alojados en las instalaciones del Bioterio Central del IBYME-
CONICET, donde fueron mantenidos con un ciclo 12 h de luz y 12 h de oscuridad, con
alimento y agua ad libitum, en condiciones de temperatura y limpieza adecuadas. Todos los
procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a las directrices del NIH para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, y todos los protocolos utilizados en este estudio
que involucraron el uso de animales fueron aprobados por el Comité de Etica del IBYME-

CONICET (Res.: CE 053-1/2012).

|INDUCCIéN QUIRURGICA DE LAS LESIONES ENDOMETRIOSICAS

Las lesiones endometridsicas fueron inducidas experimentalmente en los ratones
llevando a cabo trasplantes autdlogos o heterélogos de fragmentos de cuerno uterino al
mesenterio intestinal, tal como se ha descrito en trabajos previos de nuestro laboratorio
[170,227-229].

Para explicarlo en forma resumida, los ratones fueron anestesiados con una inyeccién
intraperitoneal de ketamina y xilacina (110 mg/kg y 10 mg/kg de peso corporal,
respectivamente) e inmediatamente se realizd6 una laparotomia para exponer los cuernos

uterinos y los intestinos.
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Para conformar los cuatro grupos experimentales que se utilizaron en una parte de
esta tesis doctoral se realizaron los siguientes procedimientos quirurgicos: en los dos grupos
autélogos denominados wild-type (WT) y knock-out de Gal-1 (KO), el cuerno uterino derecho
fue removido (sin quitar el ovario), se abrié longitudinalmente y se cortd en 3 fragmentos de
~ 4 mm? gue fueron suturados al mesenterio intestinal del mismo animal, colocando el
tejido endometrial en contacto con la capa serosa del mesenterio. En el tercer grupo
denominado wild-type heterdlogo (WTh), los cuernos uterinos fueron removidos de ratones
donantes Lgalsl'/' y se trasplantaron al mesenterio intestinal de ratones receptores wild-
type singeneicos. Finalmente, en el cuarto grupo denominado knock-out heterdlogo (KOh),
los cuernos uterinos fueron removidos de ratones donantes wild-type y se trasplantaron al
mesenterio intestinal de ratones receptores Lgalsl'/' singeneicos (Figura 3.1).

En todos los grupos se dejoé que el tejido endometrial ectopico forme las lesiones
endometridsicas durante el transcurso de 4 semanas, en ese momento los ratones fueron
sacrificados por dislocacién cervical.

grupos autélogos grupos heterdélogos
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Figura 3.1. Grupos autdlogos y heterdlogos de ratones con endometriosis experimental. En
la figura se esquematiza el procedimiento de trasplante quirdrgico autdlogo o heterdlogo de los
fragmentos de cuernos uterinos llevado a cabo para conformar cada grupo experimental. WT: grupo
wild-type, KO: grupo knock-out de Gal-1, WTh: grupo wild-type heterdlogo y KOh: grupo knock-out
heterdlogo. Modificado de: “Targeting galectin-1-induced angiogenesis mitigates the severity of

endometriosis”, Baston y col. The Journal of Pathology 2014 [229].
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|BLOQUEO DE GALECTINA-1 EN LA CAVIDAD PERITONEAL

Para realizar este experimento, primero se indujeron lesiones endometridsicas
autdlogas en ratones wild-type tal como se describe en el apartado anterior.

Pasada una semana de la cirugia de induccién de endometriosis, a un grupo de
ratones (grupo anti Gal-1) se les inyectd 2 veces por semana por via intraperitoneal una
dosis de 15 mg/kg de peso corporal del anticuerpo monoclonal neutralizante anti-Gal-1
(también denominado F8.G7), el cual fue producido y validado por el Laboratorio de
Inmunopatologia dirigido por el Dr. Gabriel Rabinovich (IBYME-CONICET) [225]. Este
tratamiento se realiz6 hasta finalizar la cuarta semana post-inducciéon quirdrgica de la
endometriosis, momento en el cual los ratones fueron sacrificados por dislocaciéon cervical.

A otro grupo de ratones con endometriosis experimental se les inyectd en iguales

condiciones la misma dosis de un anticuerpo 1gG como control de isotipo (grupo control).

|E VALUACION MACROSCOPICA DE LAS LESIONES ENDOMETRIOSICAS

Inmediatamente después de sacrificar los animales, se realizé una pequefa incisién
en la pared abdominal y se lavd la cavidad peritoneal una sola vez con 1.5 ml de solucién
fisioldgica para recuperar los factores solubles presentes en la cavidad. Seguidamente, el
liquido peritoneal se centrifugd a 1000 rpm durante 10 min a 4 °C y los sobrenadantes se
guardaron a -20 °C.

A continuacidn, se abrié completamente la cavidad peritoneal realizando una gran
incision en la linea medioventral de la pared abdominal, y se procedié a identificar y contar
las lesiones endometridsicas desarrolladas. Posteriormente, se midieron dos didmetros
perpendiculares de cada lesidon con un calibre milimetrado y se calculd el volumen de las
mismas aplicando la siguiente férmula: V = (%) nt r> R, donde r < R [170,227,229]. Los
resultados de este andlisis se expresaron como la media del nimero de lesiones establecidas

por ratén y como la media del volumen (en mm?) de las lesiones por ratén.
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| EVALUACION MICROSCOPICA DE LAS LESIONES ENDOMETRIOSICAS

Se extrajeron las lesiones y se fijaron durante 24 h a 4 °C en una solucién tamponada
de formaldehido al 4%. Luego se deshidratd el tejido en un gradiente de concentraciones
crecientes de alcoholes, se incluyd en tacos de parafina y se cortd en secciones seriadas de 5
pum 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 de endometriosis: la presencia de glandulas y estroma.

|PERF USION VASCULAR PARA MARCAR LOS VASOS SANGUINEOS

Los ratones fueron anestesiados con una inyeccion intraperitoneal de ketamina y
xilacina (110 mg/kg y 10 mg/kg de peso corporal, respectivamente), y se les administrd
inmediatamente una inyeccion intracardiaca de 70 pl de una solucion conteniendo 2 mg/mi
de la lectina derivada del tomate Lycopersicon esculentum, conjugada con el fluorocromo
isotiocianato de fluoresceina (Vector Labs). Esta lectina tiene la capacidad de unirse a
determinados glicanos que forman parte de las glicoproteinas de la superficie de las células
endoteliales y por lo tanto marca los vasos sanguineos de color verde [230]. Luego de 7 min
de haber administrado la lectina, se inyectd por via intracardiaca solucién fisioldgica estéril y
se dejo actuar por 5 min para quitar del torrente sanguineo los restos de lectina circulante.
Finalmente se fijaron los vasos sanguineos inyectando una solucidn tamponada de
paraformaldehido al 4%, luego de lo cual se sacrificaron los animales por dislocacidn cervical
y se extrajeron las lesiones endometridsicas. Estas lesiones se congelaron inmediatamente
en nitrogeno liquido y se incluyeron utilizando el compuesto OCT (Optimum Cutting
Temperature, Tissue-Tek) para luego cortarlas en secciones de 20 um de grosor con un

criostato (Cryotome E, Thermo Scientifics). Los cortes obtenidos se guardaron a -70 2C.
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|INM UNOFLUORESCENCIA

Los cortes se descongelaron durante 15 min a TA y se lavaron 2 veces con PBS. Todas
las secciones se bloquearon durante 2 h a TA con SFB diluido al 10% en PBS. A continuacion,
las secciones se incubaron durante toda la noche a 4 °C con un anticuerpo policlonal de
conejo anti-Gal-1 [225] diluido 1:100 en PBS con 1% de SFB y 0.3% de Tritédn X-100. Luego,
las secciones fueron lavadas con PBS, y se incubaron durante 2 h a TA con un anticuerpo
anti-lgG de conejo conjugado con el fluorocromo Cy3 (Life Technologies) diluido 1:300 en
PBS con 0.15% de Tritén X-100. Por ultimo, se lavaron los cortes con PBS, se montaron los
cubreobjetos con Vecta-Shield (Vector Labs) y se guardaron a -20 °C. Las microfotografias se

adquirieron con un microscopio confocal (Nikon Eclipse E800/Nikon D-Eclipse C1).

| INMUNOHISTOQUIMICA

Para realizar los ensayos de inmunohistoquimica se utilizaron los siguientes
anticuerpos primarios: anti-Gal-1 producido en conejo [225] diluido 1:500, anti-CD34
producido en rata (Abcam) diluido 1:50, anti-Factor de von Willebrand (VWF) producido en
conejo (Dako Inc.) diluido 1:400, anti-VEGF producido en conejo (R&D Systems) diluido 1:50,
anti-VEGFR2 producido en conejo (Cell Signaling) diluido 1:150, y anti-F4/80 producido en
rata (eBioscience) diluido 1:500.

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 inactivd la actividad de la peroxidasa endégena durante 30 min con
una solucion de H,0; al 3%. La recuperacion de antigeno para Gal-1 y VEGF se llevé a cabo
con citrato de sodio 10 mM (pH 6,0) en un horno de microondas a 600 Watts de potencia; y
para el VWF, VEGFR2 y F4/80 con tratamientos sucesivos de 30 min con 0.1% de Tritén X-100
seguido por 30 min con 20 pg/ml de proteinasa-K diluida en PBS. A continuacién, todos los
cortes se bloquearon durante 2 h a TA con BSA al 4% en PBS, y luego se incubaron durante
toda la noche a 4 °C con los respectivos anticuerpos primarios diluidos en PBS con 1% de

BSA. Posteriormente, las secciones se incubaron durante 1 h a TA con un anticuerpo
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biotinilado anti-IlgG de conejo (Sigma-Aldrich) diluido 1:200 en PBS, o con un anticuerpo
biotinilado anti-IgG de rata (Sigma-Aldrich) diluido 1:500 en PBS, segun corresponda. A
continuacion se incubd durante 30 min a TA con un conjugado de estreptavidina-peroxidasa
(Dako Inc.) y se reveld la sefial con DAB (Dako Inc.) como sustrato de la peroxidasa. Por
ultimo, las secciones se colorearon con hematoxilina de Gill, se deshidrataron 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, una seccién de cada muestra se ensayo sin el respectivo
anticuerpo primario.

En todos los casos, se fotografiaron 5-6 campos por seccidon con una camara digital
Nikon E5 acoplada a un microscopio estdandar de campo claro (Nikon - Eclipse E200). Se
determind el area vascular relativa por campo midiendo el drea de los vasos sanguineos
inmunomarcados con el VWF o VEGFR2 mediante el uso del software ImagelJ (NIH), la suma
del area vascular de cada campo se relativizé por el drea total del tejido observado en el
mismo campo, y luego se promediaron los valores relativos obtenidos para cada grupo
experimental.

El porcentaje de macréfagos se calculd a partir del nimero de células
inmunomarcadas con F4/80 en un total de 100 células contadas en cada uno de los 5-6
campos analizados para cada muestra, luego se promediaron los valores porcentuales

obtenidos para cada grupo experimental.

|ELISA DE VEGF-A Y CXCL2-KC EN EL LIQUIDO PERITONEAL

Las concentraciones de VEGF-A y CXCL2-KC en el liquido peritoneal recolectado de los
ratones con endometriosis experimental se midieron utilizando kits comerciales de ELISA y
siguiendo las instrucciones de los fabricantes (Calbiochem QIA52 para VEGF-A y R&D
Systems DY453 para CXCL2-KC). Todas las muestras se analizaron por duplicado y los valores

de las concentraciones se expresan en pg/ml.
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|ANA’ LISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico se realizd utilizando el programa informdtico Prism 5.0
(GraphPad). Las comparaciones estadisticas entre los grupos autélogos y heterdlogos (WT,
KO, WTh y KOh) en los casos en que la distribucidn de los datos cumple con los supuestos de
normalidad y homogeneidad de varianza se realizaron aplicando el andlisis unidireccional de
varianza (ANOVA) seguido por la prueba de comparaciones multiples de Bonferroni; y en los
casos en que estos supuestos no se cumplen se aplico el analisis no paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido por la prueba de comparaciones multiples de Dunn. En los experimentos de
neutralizacidon de Gal-1 en la cavidad peritoneal, las comparaciones estadisticas entre los
grupos anti-Gal-1 vs control, se realizaron aplicando la prueba de t-Student no pareada
cuando los datos presentaban una distribucion normal y las varianzas eran homogéneas; y
cuando estos supuestos no se cumplieron se recurrié a la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney. En todos los andlisis realizados se considerd que existia significancia estadistica

cuando p < 0.05.



RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS CON MUESTRAS DE
PACIENTES

LOCALIZACION TISULAR DE GALECTINA-1 EN LAS LESIONES ENDOMETRIOSICAS Y
EN EL ENDOMETRIO EUTOPICO

En principio, decidimos analizar la expresion de Gal-1 en las lesiones endometridsicas
y en el endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis, como asi también en el
endometrio de pacientes intervenidas por otras patologias no asociadas a la endometriosis
(pacientes controles) como por ejemplo: miomas uterinos, obstruccién tubaria e infertilidad
sin causa aparente. Para lo cual se llevo a cabo una inmunomarcacion especifica de Gal-1y
de CD31, como marcador de células endoteliales, mediante técnicas de inmunofluorescencia
doble e inmunohistoquimica.

En todos los casos analizados se observd una expresién selectiva de Gal-1
principalmente en las células estromales y con menor intensidad también en las células
endoteliales, ya sea que se trate de las lesiones endometridsicas o bien del endometrio
eutdpico de pacientes con endometriosis o controles (Figura 4.1A y 4.1B). Ademas, es
importante destacar que las marcaciones por inmunofluorescencia e inmunohistoquimica
revelaron que Gal-1 no se expresa en las células epiteliales ectépicas ni eutdpicas de
pacientes con endometriosis, como asi tampoco en las células epiteliales endometriales de

pacientes controles (Figura 4.1A y 4.1B).
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Figura 4.1. Expresion de Gal-1 en las lesiones endometridsicas, en el endometrio eutdpico
de pacientes con endometriosis y en el endometrio de pacientes controles. (A) Las

microfotografias son representativas del ensayo de inmunofluorescencia doble para la deteccion de



RESULTADOS | 74

Gal-1 (verde) y el marcador de células endoteliales CD31 (rojo) en secciones de tejido de lesiones
ectépicas, de endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis y de endometrio de pacientes del
grupo control (n = 3 por grupo). Barra de escala: 50 um. Inserto: control negativo sin anticuerpos
primarios. G: glandula, E: estroma, v: vasos sanguineos. Las flechas blancas rellenas indican las
células endoteliales inmunomarcadas para Gal-1 y CD31, y las flechas blancas abiertas indican la
presencia de marca no especifica en las células epiteliales. (B) Las microfotografias son
representativas del ensayo de inmunohistoquimica para la deteccién de Gal-1 en secciones de tejido
de lesiones endometridsicas, de endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis y de
endometrio de pacientes control (n = 5 por grupo). Barra de escala: 50 um. Inserto: control negativo

sin anticuerpo primario. G: glandula, E: estroma.

Para corroborar el patrén de expresion tisular de Gal-1 observado en los cortes
histoldgicos de las biopsias, realizamos a continuacién una separacidn selectiva de las células
estromales y epiteliales a partir de las muestras de biopsias de lesiones ectdpicas y
endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis, las cultivamos en las condiciones
adecuadas para obtener ambas poblaciones celulares con un alto grado de pureza y
analizamos la expresion de Gal-1 en estos cultivos primarios mediante una técnica de
inmunocitoquimica.

Al igual que lo observado en los cortes histolégicos de las muestras de biopsias
obtenidas de pacientes con endometriosis, también en los cultivos celulares primarios Gal-1
se expresa intensamente en las células estromales ectdpicas y eutdpicas (Figura 4.2A, panel
superior). Se corroboré la pureza celular de estos cultivos inmunodetectando la expresion de
vimentina, un marcador por excelencia de células estromales (Figura 4.2A, panel inferior).
Ademas, puede corroborarse la ausencia de expresién de Gal-1 en los cultivos primarios de
células epiteliales eutdpicas (Figura 4.2B, izquierda). Para confirmar el fenotipo epitelial de
estas células se utilizd un anticuerpo anti-citoqueratina, por ser esta molécula un marcador

caracteristico de células epiteliales (Figura 4.2B, derecha).
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Figura 4.2. Expresion de Gal-1 en cultivos primarios de células estromales ectdpicas y
eutdpicas, y de células epiteliales eutdpicas, provenientes de pacientes con endometriosis.
Las microfotografias son representativas del ensayo de inmunocitoquimica para la deteccion de Gal-1
en cultivos primarios de (A) células estromales ectdpicas y eutdpicas, y de (B) células epiteliales
eutdpicas de pacientes con endometriosis (n = 5 por grupo). Magnificacion: x100. Inserto: control

negativo sin anticuerpo primario.
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NIVELES DE EXPRESION PROTEICA DE GALECTINA-1 EN BIOPSIAS DE LESIONES
ENDOMETRIOSICAS Y DE ENDOMETRIO EUTOPICO

Teniendo en cuenta que observamos una intensa expresion de Gal-1 en las lesiones
endometridsicas y en el endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis, como asi
también en el endometrio de pacientes sin endometriosis (pacientes controles), decidimos
evaluar en forma semicuantitativa los niveles de expresion proteica de Gal-1 en estos tejidos
mediante un ensayo de Western blot.

Si bien no se observaron diferencias significativas en los niveles de expresién proteica
de Gal-1 entre el endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis y el tejido
endometrial de pacientes controles (p = 0.1037, Figura 4.3A); es sumamente importante
destacar que existe un incremento significativo en los niveles de expresidon proteica de Gal-1
en las lesiones endometridsicas respecto del endometrio eutépico de pacientes con

endometriosis (p = 0.0320, Figura 4.3B).

1.2 4 1.2 1

1.0 1 —|— 1.0

< <

D 0.8+ D 0.8+

© ©

= =

S 0.6- S 0.6-

T 0.4 T 0.4-

3 0.4 | 3 0.4
0.2 0.2+

0.0

0.0

T ] 1 T
control  endometriosis endometrio lesion

Gal-1 Gal-1

Figura 4.3. Niveles de expresion proteica de Gal-1 en biopsias de pacientes con
endometriosis y controles. Los graficos muestran los niveles de expresién proteica de Gal-1
determinados por Western blot en (A) homogenatos de biopsias de tejido endometrial de pacientes

con endometriosis y pacientes controles (n = 27 por grupo) y en (B) homogenatos de biopsias de
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tejido endometrial (n = 27) y de lesiones (n = 41) de pacientes con endometriosis. U.A.: unidades
arbitrarias. En el grafico de box-plot el rectangulo representa el rango de valores comprendidos
entre los cuartiles de 25% a 75%, la linea que lo divide representa el valor de la mediana y los
corchetes inferiores y superiores representan el valor minimo y maximo respectivamente. Los
asteriscos indican diferencias significativas: *p < 0.05 vs endometrio. Las imagenes del panel inferior
son representativas de los ensayos de Western blot llevados a cabo para inmunodetectar Gal-1y B-

actina.

A continuacion, decidimos evaluar si el grado de severidad de esta patologia tiene
relacién alguna con el incremento observado en la expresién de Gal-1 en las lesiones
endometridsicas respecto del tejido endometrial eutdpico. Para lo cual, en los casos en los
que fue posible basarnos en los criterios de clasificacion de la severidad de esta patologia
establecidos por la ASRM [64], agrupamos por un lado las muestras de biopsias
endometriales y lesiones endometridsicas provenientes de pacientes con un grado minimo y
leve de endometriosis (estadios | y Il), y por otro lado las de pacientes con un grado
moderado y severo de endometriosis (estadios Il y 1V); luego comparamos mediante un
ensayo de Western blot la expresion de Gal-1 entre el endometrio eutdpico y las lesiones en
cada grupo, como asi también en el tejido endometrial o en las lesiones entre ambos grupos.

De esta manera, pudimos determinar que el incremento significativo en los niveles de
expresion proteica de Gal-1 observado en las lesiones endometridsicas, comparado con los
niveles de expresion en el tejido endometrial, se produce principalmente en las pacientes
con un grado de severidad minimo o leve de endometriosis (p = 0.0368, Figura 4.4A), dado
gue en las pacientes con un grado moderado o severo de esta patologia los niveles de
expresion de Gal-1 entre las lesiones y el endometrio eutdpico no varian sustancialmente (p
= 0.5573, Figura 4.4A). Ademas, si bien no hallamos diferencias significativas en los niveles
de expresidon de Gal-1 en el endometrio eutdpico entre pacientes con endometriosis minima
y leve respecto de las pacientes con endometriosis moderada y severa (p = 0.6582, Figura
4.4B), es relevante destacar que los niveles de Gal-1 se reducen significativamente en las
lesiones de pacientes con endometriosis moderada o severa en comparacion con las lesiones

de pacientes con endometriosis minima o leve (p = 0.0378, Figura 4.4B).
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Figura 4.4. Niveles de expresion proteica de Gal-1 en las lesiones y en el endometrio
eutopico de pacientes con diferentes grados de severidad de endometriosis. (A) Los
graficos comparan los niveles de expresidn proteica de Gal-1, determinados por Western blot, entre
el tejido endometrial eutdpico y las lesiones en pacientes con endometriosis minima y leve (grados
I-1l, n = 10 para endometrio y n = 15 para las lesiones) y en pacientes con endometriosis moderada y
severa (grados llI-IV, n = 5 para endometrio y n = 8 para las lesiones). (B) Los graficos comparan los
niveles de expresién proteica de Gal-1 de acuerdo al grado de severidad de la endometriosis en el
tejido endometrial eutdpico (n = 10 para grados I-ll y n = 5 para grados IlI-IV) y en las lesiones
endometridsicas (n = 15 para grados I-1l y n = 8 para grados IlI-IV). U.A.: unidades arbitrarias. En el
grafico de box-plot el rectangulo representa el rango de valores comprendidos entre los cuartiles de
25% a 75%, la linea que lo divide representa el valor de la mediana y los corchetes inferiores y
superiores representan el valor minimo y mdaximo respectivamente. Los asteriscos indican

diferencias significativas: *p < 0.05 vs grado I-Il.
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|NI VELES DE GALECTINA-1 EN EL LIQUIDO PERITONEAL

Galectina-1 es secretada al espacio intersticial por la mayoria de células que la
producen, y en este medio se comporta como un factor soluble dotado de propiedades
principalmente inmunomudoladoras y pro-angiogénicas [38,196,197]. Es por tal motivo que
decidimos evaluar mediante un ensayo de inmuno-absorcién ligado a enzimas (ELISA) la
concentracion de esta lectina en el liquido peritoneal de pacientes con distintos grados de
endometriosis y en pacientes controles.

Contrario a lo esperado, no se encontraron diferencias significativas en Ia
concentracion de Gal-1 en el liquido peritoneal entre pacientes con endometriosis: 348.5 +
20.34 ng/ml y pacientes controles: 341.6 + 22.39 ng/ml (p = 0.8397, Figura 4.5A). Como asi
tampoco se observaron cambios en la concentracién de esta lectina en el liquido peritoneal
de pacientes con endometriosis minima y leve en comparacién con pacientes que presentan

endometriosis moderada y severa (p = 0.3295, Figura 4.5B).
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Figura 4.5. Concentracion de Gal-1 en el liquido peritoneal de pacientes con endometriosis
y controles. Los graficos muestran la concentracién de Gal-1 determinada mediante un ensayo de
ELISA en (A) el liquido peritoneal de pacientes con endometriosis (n = 26) y de pacientes controles (n
=29), y en (B) el liquido peritoneal de pacientes con endometriosis minimay leve (grado I-ll, n = 16) o
endometriosis moderada y severa (grado lll-IV, n = 10). En el grafico de box-plot el rectangulo
representa el rango de valores comprendidos entre los cuartiles de 25% a 75%, la linea que lo divide
representa el valor de la mediana y los corchetes inferiores y superiores representan el valor minimo

y maximo respectivamente. LP: liquido peritoneal.
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SILENCIAMIENTO TRANSITORIO DE LA EXPRESION DE GALECTINA-1 EN
CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS ESTROMALES ENDOMETRIALES

Considerando que las células estromales que conforman las lesiones
endometridsicas, y también el tejido endometrial eutdpico, expresan selectivamente
elevados niveles de Gal-1, nos propusimos silenciar la expresidon de esta lectina enddgena en
cultivos primarios de células estromales endometriales eutdpicas de pacientes con
endometriosis y de pacientes controles. Para lograr este objetivo utilizamos una técnica de
transfeccion transitoria de las células estromales con dos vectores plasmidicos que codifican
cada uno de ellos una secuencia corta de ARNsh diferente, la cual es complementaria a la
secuencia ARN mensajero de Gal-1, al cual se unen e impiden que se traduzca en el
ribosoma, reduciéndose asi los niveles proteicos de esta lectina endégena.

Luego de 72 h de transfeccion transitoria se observd que ambos vectores de
silenciamiento redujeron significativamente la expresidn proteica de Gal-1 en los cultivos de
células estromales endometriales de pacientes con endometriosis (p < 0.001 vs. vector
control, Figura 4.6A), lograndose una reducciéon de un 40% con el vector 1 (p1) y de un 30%
con el vector 2 (p2) en relacion al vector control (pC) que codifica una secuencia de ARNsh
aleatoria que no afecta el transcriptoma celular. Sin embargo, en los cultivos de células
estromales endometriales de pacientes controles sélo el vector 1 redujo significativamente
la expresion proteica de Gal-1 en un 23% en relacion al vector control (p < 0.0198 vs. vector
control, Figura 4.6B), mientras que el vector 2 no modificé los niveles de expresion de Gal-1
en comparacion con los cultivos transfectados con el vector control (p > 0.05 vs. vector

control, Figura 4.6B).
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Figura 4.6. Silenciamiento transitorio de la expresion de Gal-1 en cultivos primarios de
células estromales endometriales de pacientes con endometriosis y controles. Los graficos
muestran los porcentajes de expresion proteica de Gal-1 determinados por Western blot en lisados
celulares obtenidos de cultivos primarios de células estromales endometriales de (A) pacientes con
endometriosis (n = 5) y (B) pacientes controles (n = 5) tratados por 72 h con los vectores de
silenciamiento de Gal-1 (p1 o p2) o con el vector control (pC). Los valores representan la media + 1
EEM, y son expresados como porcentajes de expresion relativos al tratamiento con el vector control,

establecido como 100%. Los asteriscos indican diferencias significativas: *p < 0.05 y ***p < 0.001 vs

vector control.

EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE LA EXPRESION DE GALECTINA-1 SOBRE LA
PROLIFERACION IN VITRO DE CELULAS ESTROMALES ENDOMETRIALES

Para dilucidar si la expresién de Gal-1 tiene algun efecto fisioldgico sobre las células
estromales endometriales, ya sea que éstas provengan de pacientes con endometriosis o de
pacientes controles, a continuacién evaluamos in vitro la tasa de proliferacién celular en los
cultivos primarios de dichas células, luego de 72 h de transfeccidon transitoria con los
vectores de silenciamiento o con el vector control.

Sorprendentemente, si bien la reduccidn transitoria de la expresion proteica de Gal-1

observada en los cultivos de células estromales de pacientes controles transfectados con el
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vector pl no tiene un efecto aparente sobre la tasa de proliferacién celular in vitro (p =
0.2335 vs. vector control, Figura 4.7A); es importante destacar que la disminucién transitoria
de la expresion de esta lectina endégena en los cultivos de células estromales de pacientes
con endometriosis redujo significativamente la tasa de proliferacidon celular in vitro (p =

0.0061 vs. vector control, Figura 4.7B).
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Figura 4.7. Proliferacion in vitro de células estromales endometriales de pacientes
controles o con endometriosis a las que se le silencié en forma transitoria la expresion de
Gal-1. Los graficos muestran los porcentajes de proliferacion celular determinados mediante un
ensayo con MTS en cultivos primarios de células estromales endometriales de (A) pacientes controles
(n = 4) y de (B) pacientes con endometriosis (n = 7) tratados por 72 h con los vectores de
silenciamiento de Gal-1 (p1 o p2) o con el vector control (pC). Los valores representan la media + 1
EEM, y son expresados como porcentajes de proliferacidon relativos al tratamiento con el vector
control, establecido como100%. Los asteriscos indican diferencias significativas: *p < 0.05 vs vector

control.

|GLICOFENOTIPO DE LAS CELULAS ESTROMALES ENDOMETRIALES

Dado que Gal-1 es una lectina enddgena que reconoce unidades multiples del
disacdrido galactosa-pB-1-4-N-acetilglucosamina (LacNAc) dispuesto principalmente en las

ramificaciones de los N- y O-glicanos complejos presentes en las glicoproteinas de la
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superficie celular [197], decidimos evaluar si las células estromales endometriales de
pacientes con endometriosis o controles presentan en su superficie celular un glicofenotipo
“permisivo” para la union de Gal-1, el cual podria ser en parte responsable del efecto
diferencial de Gal-1 sobre la proliferacion de las células endometriales eutdpicas de las
pacientes con endometriosis.

Para evaluar el glicofenotipo de las células estromales endometriales de pacientes
con endometriosis o controles, establecimos cultivos primarios puros de estas células, y
luego analizamos mediante un ensayo de citometria de flujo si la dotacién de glicanos
presentes en su superficie celular son reconocidos por la lectina Fitohemaglutinina-L (PHA-L)
gue se une a los N-glicanos complejos tri- y tetra-antenarios con ramificaciones B-1-6, los
cuales también son el blanco de unién para Gal-1; o bien si son reconocidos por la lectina
Aglutinina de Sambucus nigra (SNA) que se une a los residuos terminales de acido sialico
unidos por enlaces a-2-6 en N-y O-glicanos que son refractarios a la uniéon de Gal-1 [210].

Como puede observarse, la unidon de PHA-L a las células estromales endometriales es
significativamente mayor que la uniéon de SNA, tanto en las células aisladas y cultivadas a
partir de las biopsias de pacientes controles (p < 0.0001, Figura 4.8A) como de pacientes con
endometriosis (p = 0.0040, Figura 4.8B). Sin embargo no se detectaron diferencias
significativas si se compara la unidon de PHA-L entre las células de pacientes con
endometriosis y controles (p = 0.9470), como asi tampoco para la unién de SNA entre estos

grupos (p = 0.8862).
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Figura 4.8. Glicofenotipo de células estromales endometriales de pacientes con
endometriosis y controles. Los histogramas del panel superior representan la detecciéon mediante
un ensayo de citometria de flujo de las lectinas PHA-L y SNA unidas a la superficie de células
estromales endometriales de (A) pacientes controles (n = 3) y de (B) pacientes con endometriosis (n
= 4). El histograma color gris representa el control negativo sin tratamiento con las lectinas. Los
graficos del panel inferior muestran el grado de unién de estas lectinas (determinado como la
intensidad de fluorescencia media relativa = IFMr) a sus respectivos glicanos en la superficie celular.

Los valores representan la media + 1 EEM. Los asteriscos indican diferencias significativas: **p < 0.01

y ***p < 0.001 vs PHA-L.
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RESULTADOS DE LOS EXPERIMENTOS REALIZADOS CON EL MODELO
MURINO DE ENDOMETRIOSIS EXPERIMENTAL

EFECTO DE GALECTINA-1 SOBRE EL CRECIMIENTO IN VIVO DE LAS LESIONES
ENDOMETRIOSICAS MURINAS

En principio se evalud el efecto de Gal-1 sobre el establecimiento y desarrollo de las
lesiones endometridsicas inducidas experimentalmente en ratones hembra C57BL/6 adultos.
Para lo cual se realizd un trasplante autélogo de 3 fragmentos de cuerno uterino al
mesenterio intestinal en ratones de tipo salvaje (grupo WT) o en ratones genéticamente
modificados: Lgalsl'/' (grupo KO), los cuales no expresan Gal-1 en todo el organismo.
Asimismo, para evaluar la contribucidon parcial de Gal-1 en el desarrollo de las lesiones
endometridsicas, ya sea que esta lectina se encuentre exclusivamente en la lesidon y no en el
ambiente peritoneal, o viceversa, se realizaron trasplantes heterdlogos de fragmentos de
tejido uterino de ratones KO donantes al mesenterio de ratones WT receptores singeneicos
(grupo WTh), o bien desde ratones WT donantes al mesenterio de ratones KO receptores
singeneicos (grupo KOh). Luego de 4 semanas de realizar la induccién quirldrgica de
endometriosis experimental en este modelo murino, se sacrificaron los animales y se
procedid a contar el nimero de lesiones establecidas, a las cuales se les midié su didmetro
mayor y menor para calcular su volumen aplicando la férmula: V = (%) it r* R, donde r < R
[170,227-229].

El promedio de lesiones establecidas por raton fue de 2.6 + 0.16 para el grupo WT,
1.5 £ 0.70 para el KO, 2.0 £ 0.67 para el WTh y 2.9 + 0.38 para el KOh; y como puede
observarse disminuyd de forma estadisticamente significativa en el grupo KO en
comparacion con los grupos WT y KOh (p = 0.001, Figura 4.9A). Ademas, es importante
resaltar que el tamano de las lesiones, representado por el volumen de las mismas, se redujo
significativamente en los grupos KO, WTh y KOh en comparacién con los ratones WT,
correspondiendo esta disminucion a un 72.6%, 78.3% y 59.7% respectivamente (p < 0.0001,

Figura 4.9B). Este resultado pone de manifiesto la relevancia fisiopatoldgica de Gal-1 en el
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establecimiento y desarrollo de tejido endometrial ectdpico, al menos en este modelo

murino de endometriosis experimental.
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Figura 4.9. Numero y tamafio de las lesiones endometridsicas inducidas
experimentalmente en ratones. Los graficos muestran (A) el nimero de lesiones desarrolladas
por ratén y (B) el volumen promedio de las lesiones por ratén. Para los grupos WT, KO y WTh (n =
10) y para el grupo KOh (n = 7). Los valores representan la media + 1 EEM. Los asteriscos indican

diferencias significativas: *p < 0.05; **p < 0.01y ***p < 0.001.

EFECTO DE GALECTINA-1 SOBRE LA ARQUITECTURA HISTOLOGICA DE LAS
LESIONES ENDOMETRIOSICAS MURINAS

Para evaluar si Gal-1 tiene algun efecto sobre la arquitectura histolégica de las
lesiones endometridsicas, realizamos una coloracién estandar con hematoxilina-eosina en
cortes histoldgicos de las lesiones inducidas experimentalmente en los grupos autélogos WT
y KO.

Como puede observarse, el andlisis histolégico cualitativo de las lesiones demuestra
gue la presencia (grupo WT) o la ausencia (grupo KO) de Gal-1 en las lesiones no tiene como
consecuencia ningun efecto aparente en su estructura histolégica, dado que en ambos

grupos experimentales las lesiones presentan las caracteristicas tipicas y representativas que
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las definen como tal, y éstas son las gldndulas secretoras tapizadas por un epitelio cubico

simple o cilindrico rodeadas de un estroma celular compacto o laxo (Figura 4.10).

wild-type (WT)

Figura 4.10. Arquitectura histoldgica de las lesiones endometridsicas inducidas en los
grupos experimentales autélogos WT y KO. Las microfotografias son representativas de cortes
histolégicos de lesiones endometridsicas tratadas con hematoxilina-eosina (n = 5 por grupo). Los
recuadros representan la regién del corte histolégico presentado en la imagen de mayor
magnificacién. Las barras indican la escala de tamafio. G: glandula endometridsica, E: estroma

endometridsico.
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LOCALIZACION  HISTOLOGICA DE GALECTINA-1 EN LAS LESIONES
ENDOMETRIOSICAS MURINAS

Teniendo en cuenta el patron de expresion tisular de Gal-1 en lesiones
endometridésicas humanas que analizamos anteriormente, decidimos evaluar mediante
técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia el patrén de expresion tisular de
esta lectina en las lesiones endometridsicas de nuestro modelo experimental murino.

Como podemos observar en el ensayo de inmunohistoquimica, Gal-1 se expresa
exclusivamente en el compartimento estromal de la lesién, no observdandose expresién de
dicha lectina en el epitelio glandular (Figura 4.11A). Asimismo, mediante su deteccidn por
inmunofluorescencia puede observarse una intensa expresion de Gal-1 en las células
estromales de la lesidn, y aunque con menor intensidad pero igualmente positiva, también
se observa la expresion de Gal-1 en las células endoteliales que forman parte de los vasos
sanguineos que irrigan la lesiéon (Figura 4.11B), los cuales se marcaron inyectando en el
torrente sanguineo de los animales la lectina Lycopersicon esculentum conjugada con
fluoresceina. Esta lectina derivada del tomate, reconoce y se une a determinados grupos de
glicanos presentes en las glicoproteinas de la superficie celular de las células endoteliales

[230].

Figura 4.11. Patron de expresion histolégica de Gal-1 en las lesiones endometridsicas
murinas. Las microfotografias son representativas de la localizacion histoldgica de Gal-1 en las
lesiones endometridsicas inducidas experimentalmente en ratones WT (n = 3). (A) Ensayo de
inmunohistoquimica y (B) de inmunofluorescencia indirecta. Barras de escala: 30 um en Ay 75 um en

B. Insertos: controles negativos sin el anticuerpo primario. G: glandula endometridsica, E: estroma



RESULTADOS | 89

endometridsico, v: vasos sanguineos. CE: células endoteliales. Las flechas sefialan la expresion de

Gal-1 en las CE marcadas con la lectina Lycopersicon esculentum.

LOCALIZACION HISTOLOGICA DE GALECTINA-1 EN EL TEJIDO ENDOMETRIAL
MURINO

Para evaluar el patron de expresion tisular de Gal-1 en el tejido uterino de ratén y
cotejarlo con el patron observado en las lesiones murinas, o en las lesiones y en el
endometrio humano, realizamos un ensayo de inmunohistoquimica en iguales condiciones al
realizado para determinar la localizacion tisular de Gal-1 en las lesiones endometridsicas
murinas.

Al igual que el patrén de expresién tisular de Gal-1 observado en las lesiones
endometridsicas murinas, como asi también en las lesiones y en el endometrio eutdpico de
pacientes con endometriosis, esta lectina enddgena se expresa exclusivamente en el
estroma del tejido endometrial murino, dado que no se inmunodetectd su presencia en las

células epiteliales glandulares o luminales que forman parte de dicho tejido (Figura 4.12).

B
1t

o

Figura 4.12. Patron de expresion histologica de Gal-1 en el tejido endometrial murino. Las
microfotografias son representativas de un ensayo de inmunohistoquimica para detectar la
expresion Gal-1 en el tejido endometrial de ratones WT (n = 3). Insertos: controles negativos sin el
anticuerpo primario. Las barras indican la escala de tamafio. L: lumen endometrial, G: glandula

endometrial, E: estroma endometrial.
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GALECTINA-1 PROMUEVE EL DESARROLLO VASCULAR IN VIVO DE LAS LESIONES
ENDOMETRIOSICAS MURINAS

Teniendo en cuenta la expresién de Gal-1 en el endotelio de las lesiones
endometridsicas humanas o murinas, y sumado a esto, la comprobada capacidad que tiene
esta lectina de promover el desarrollo angiogénico en tumores de diversa naturaleza
[208,225]; decidimos estudiar el efecto potencial de Gal-1 en el desarrollo vascular de las
lesiones endometridsicas inducidas experimentalmente en el modelo murino. Para tal fin,
comenzamos evaluando el porcentaje de area vascularizada de las lesiones endometridsicas
mediante una técnica de inmunohistoquimica a partir de la cual identificamos los vasos
sanguineos con el marcador endotelial CD34.

Como puede observarse, el porcentaje de area vascularizada inmunomarcada para
CD34 en las lesiones endometridsicas se reduce significativamente en el grupo de ratones

deficientes de Gal-1 (grupo KO) en comparaciéon con el grupo WT (p = 0.002, Figura 4.13).

% area vascularizada CD34%

Figura 4.13. Efecto de Gal-1 en la vascularizacion de las lesiones endometridsicas murinas.
En el grafico se representa el porcentaje de area vascular inmunomarcada con CD34 en las lesiones

inducidas experimentalmente en el grupo WT (n = 7) y en el grupo KO (n = 6). Los valores
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representan la media £ 1 EEM. Los asteriscos indican diferencias significativas: **p < 0.01 vs WT. Las
microfotografias son representativas de los ensayos de inmunohistoquimica. Barra de escala: 50 um.
Inserto: control negativo sin el anticuerpo primario. G: glandula endometridsica, E: estroma

endometridsico. Las flechas sefialan los vasos sanguineos marcados para CD34.

Este resultado si bien pone de manifiesto la relevancia fisiopatolégica de Gal-1 al
promover el desarrollo vascular de las lesiones endometridsicas, también puede resultar un
tanto controversial si se considera que CD34 no es un marcador exclusivo de células
endoteliales, dado que también puede ser expresado por otras estirpes celulares como
células progenitoras hematopoyéticas y por algunos leucocitos que podrian estar infiltrando
las lesiones endometridsicas [231]. Para evitar tal controversia y corroborar el resultado
obtenido, a continuacién evaluamos en los 4 grupos experimentales el porcentaje de area
vascularizada mediante una técnica de inmunohistoquimica utilizando un marcador
especifico de células endoteliales: el Factor de von Willebrand (VWF) [232].

En correspondencia con el resultado observado en las lesiones inmunomarcadas
previamente con CD34, el porcentaje de area vascular inmunomarcada con el vWF en las
lesiones endometridsicas se redujo significativamente en los grupos KO, WTh y KOh en
comparacion con el grupo de ratones WT, en una magnitud relativa de: 63.5%, 38.0% y

43.5% respectivamente (p < 0.0005, Figura 4.14).
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Figura 4.14. Efecto de Gal-1 en la vascularizacion de las lesiones endometridsicas. En el
grafico se representa el porcentaje de drea vascular inmunomarcada para el vVWF (n = 6-8 por grupo).
Los valores representan la media £ 1 EEM. Los asteriscos indican diferencias significativas: *p < 0.05y
***p < 0.001 vs WT. Las microfotografias son representativas de los ensayos de inmunohistoquimica.
Barra de escala: 50 pum. Insertos: control negativo sin el anticuerpo primario. G: glandula
endometridsica, E: estroma endometridsico. Las flechas sefalan los vasos sanguineos

inmunomarcados para el vVWF.

ANALISIS DE LOS FACTORES PRO-ANGIOGENICOS VEGF Y CXCL2-KC EN EL
MODELO MURINO DE ENDOMETRIOSIS EXPERIMENTAL

Para investigar si otro factor pro-angiogénico por excelencia, como el VEGF [211],
tiene algun efecto en la reduccion de la vascularizacion observada en las lesiones
endometridsicas correspondientes a los ratones que carecen completamente (grupo KO) o
parcialmente (grupos WTh y KOh) de Gal-1; decidimos evaluar mediante una técnica de
inmunohistoquimica la distribucion histolégica de VEGF en las lesiones endometridsicas de
los diferentes grupos experimentales. También evaluamos mediante una técnica de
inmunohistoquimica el porcentaje de area vascular inmunomarcada para el receptor

candnico de tipo 2 de VEGF (VEGFR2) en las lesiones [133], y finalmente determinamos la
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concentracion de este factor pro-angiogénico en el liquido peritoneal de los cuatro grupos
experimentales mediante un ensayo de ELISA.

No se observan diferencias notorias en cuanto a la distribucidn tisular de VEGF en las
lesiones endometridsicas murinas entre los grupos experimentales analizados, dado que
este factor pro-angiogénico presenta un patrén de expresion tisular similar en los cuatro
grupos estudiados que comprende tanto el compartimento estromal como el glandular de

las lesiones endometridsicas (Figura 4.15).

Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)

Figura 4.15. Distribucion histolégica de VEGF en las lesiones endometriésicas murinas. Las
microfotografias son representativas de los ensayos de inmunohistoquimica para VEGF en las
lesiones murinas (n = 3 por grupo). Barra de escala: 50 um. Insertos: control negativo sin el

anticuerpo primario. G: glandula endometridsica, E: estroma endometridsico.
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Asimismo, tampoco se encontraron diferencias significativas entre los grupos
experimentales estudiados en cuanto al porcentaje de area vascular inmunomarcada para
VEGFR2 en las lesiones endometridsicas murinas (p = 0.2660, Figura 4.16). Cabe mencionar

que en todos los grupos experimentales observamos que las células estromales y epiteliales

también expresan el VEGFR2.
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Figura 4.16. Expresion vascular del receptor tipo 2 de VEGF (VEGFR2) en las lesiones

murinas. En el gréfico se representa el porcentaje de area vascular inmunomarcada para VEGFR2 (n
= 6-8 por grupo). Los valores representan la media + 1 EEM. Las microfotografias son representativas
de los ensayos de inmunohistoquimica. Barra de escala: 50 um. Insertos: control negativo sin el

anticuerpo primario. G: glandula endometridsica, E: estroma endometridsico. Las flechas sefalan los

vasos sanguineos inmunomarcados para VEGFR2.

Al igual que lo observado en lo respectivo a la distribucidn histoldgica de VEGF vy la
expresion vascular de su receptor de tipo 2 en las lesiones endometridsicas, tampoco existen
diferencias significativas en las concentraciones de VEGF-A en el liquido peritoneal entre los
diferentes grupos experimentales (p = 0.1130, Figura 4.17A).

Por otro lado, considerando que VEGF no es el Unico factor pro-angiogénico

relevante, también se evalué mediante un ensayo de ELISA la concentracion de la citoquina
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pro-angiogénica murina CXCL2-KC en el liquido peritoneal de los ratones. Se ha reportado
que esta citoquina tiene un papel relevante en la angiogénesis murina inducida por procesos
de tipo inflamatorios [233]. Este factor pro-angiogénico murino es un analogo funcional de la
IL-8 humana, sobre la cual se ha demostrado que desempefa un rol esencial en los procesos
angiogénicos involucrados en la fisiopatologia de la endometriosis [176,234].

Al igual que VEGF-A, tampoco se observaron alteraciones significativas en la
concentracion peritoneal de este factor pro-angiogénico murino entre los grupos

experimentales estudiados (p = 0.6099, Figura 4.17B).
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Figura 4.17. Concentracion de los factores pro-angiogénicos VEGF-A y CXCL2-KC en el
liquido peritoneal murino. En los gréficos se representan las concentraciones de (A) VEGF-A (n =
7-10 por grupo) y (B) CXCL2-KC (n = 6-7 por grupo) en el liquido peritoneal murino, determinadas

mediante ensayos de ELISA. Los valores representan la media + 1 EEM. LP: liquido peritoneal.

Estos resultados novedosos sugieren convincentemente que el efecto pro-
angiogénico sustancial que tiene Gal-1 en el desarrollo vascular de las lesiones
endometridsicas se produce de manera independiente al efecto angiogénico mediado por

VEGF y CXCL2-KC, al menos en este modelo murino de endometriosis experimental.
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INFILTRACION DE MACROFAGOS EN LAS LESIONES ENDOMETRIOSICAS MURINAS

Teniendo en cuenta que ademds de su rol pro-angiogénico, Gal-1 también es un
factor inmunomodulador sumamente importante en diversas patologias [235], decidimos
evaluar si la presencia de esta lectina (grupo WT), o bien su ausencia en todo el organismo
(grupo KO), en la lesién (grupo WTh), o en el ambiente peritoneal (grupo KOh), tiene algun
efecto sobre la infiltracidon de las lesiones por los macréfagos. Como ya se menciond en la
introduccidn, los macréfagos representan la principal poblacion de células inmunoldgicas
involucradas en la fisiopatologia de la endometriosis [98], y en particular en promover el
desarrollo angiogénico de las mismas tal como se corroboré en un modelo murino de
endometriosis experimental similar al utilizado en este trabajo de tesis [173]. Por tal motivo
realizamos un ensayo de inmunohistoquimica para determinar el porcentaje de macroéfagos
infiltrantes, los cuales se identificaron inmunodetectando la expresién de un marcador
ampliamente reportado para reconocer esta estirpe celular: F4/80 [236].

Como resultado de este anadlisis se determind que el porcentaje de macréfagos que
infiltran las lesiones endometridsicas murinas no muestra cambios significativos entre los

diversos grupos experimentales estudiados (p > 0.05, Figura 4.18).
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Figura 4.18. Infiltracion de macréfagos en las lesiones endometriésicas murinas. En el
grafico se representa el porcentaje de células inmunomarcadas con el marcador de macréfagos

F4/80 (n = 6-7 por grupo). Los valores representan la media + 1 EEM. Las microfotografias son
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representativas de los ensayos de inmunohistoquimica. Barra de escala: 50 um. Insertos: control
negativo sin el anticuerpo primario. G: glandula endometridsica, E: estroma endometridsico. Las

células inmunomarcadas se ven de color marrén.

EFECTO DEL BLOQUEO DE GALECTINA-1 EN LA CAVIDAD PERITONEAL SOBRE EL
CRECIMIENTO IN VIVO DE LAS LESIONES ENDOMETRIOSICAS MURINAS

En un futuro la inhibicién de los procesos fisiopatolégicos mediados por Gal-1 podria
conducir al desarrollo de una potencial estrategia terapéutica que les permita a las mujeres
afectadas por esta patologia limitar la progresion de la enfermedad y atenuar su
sintomatologia. Es por tal motivo que en este trabajo de tesis doctoral decidimos evaluar si
el bloqueo especifico de Gal-1 en la cavidad peritoneal reduce el tamafio de las lesiones
endometridsicas murinas. Para ello, hicimos uso de un anticuerpo monoclonal neutralizante
anti-Gal-1, denominado F8.G7 [237], el cual demostré tener efectos anti-angiogénicos
significativos sobre la vasculatura tumoral [210,225]. Este anticuerpo se inyectd 2 veces por
semana por via intraperitoneal en dosis de 15 mg/kg en ratones hembra C57BL/6 wild-type a
los cuales se les indujeron previamente lesiones endometridsicas. En forma paralela se
inyectd a otro grupo de ratones en iguales condiciones con la misma dosis de IgG de ratdn
como control de isotipo. En ambos grupos, el tratamiento se llevo a cabo desde la segunda
semana post-induccién de la endometriosis hasta la cuarta semana, momento en el cual los
animales se sacrificaron.

Como podemos observar, el blogqueo especifico de Gal-1 en la cavidad peritoneal de
los ratones tratados con el anticuerpo neutralizante F8.G7 (grupo anti-Gal-1) no disminuyd el
numero de lesiones establecidas por ratéon (p = 0.1004, Figura 4.19A) en comparacion con
los ratones que recibieron una dosis igual de IgG (grupo control). Sin embargo, es muy
importante destacar que el tamafio promedio de las lesiones, representado por su volumen,
se redujo significativamente en un 63,2% en el grupo de ratones tratados con el anticuerpo
neutralizante anti-Gal-1 en comparacién con los ratones del grupo control (p = 0.0148,

Figura 4.19B).
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Figura 4.19. Efecto del bloqueo de Gal-1 a nivel peritoneal en el nimero y tamaiio de las
lesiones endometridsicas en ratones tratados con el anticuerpo neutralizante F8.G7. Los
graficos muestran (A) el nimero de lesiones desarrolladas por ratén y (B) el volumen promedio de
las lesiones por raton en ambos grupos experimentales (n = 6). Los valores representan la media + 1

EEM. Los asteriscos indican diferencias significativas: *p < 0.05 vs control.

Este resultado confirma la importancia fisiopatolégica que tiene Gal-1 promoviendo
el crecimiento de las lesiones endometridsicas in vivo, y pone de manifiesto los beneficios
terapéuticos potenciales que podrian derivarse del hecho de bloquear el efecto de esta

lectina a nivel peritoneal para mitigar la severidad de la endometriosis.

EFECTO DEL BLOQUEO DE GALECTINA-1 EN LA CAVIDAD PERITONEAL SOBRE LA
ARQUITECTURA HISTOLOGICA Y EXPRESION TISULAR DE ESTA LECTINA EN LAS
LESIONES ENDOMETRIOSICAS MURINAS

Para evaluar si el bloqueo de Gal-1 a nivel peritoneal tiene algun efecto sobre la
arquitectura histoldgica de las lesiones endometridsicas o bien sobre la distribucién tisular
de esta lectina en dichas lesiones, realizamos una coloracién estandar con hematoxilina-

eosina y una inmunohistoquimica para detectar Gal-1, en cortes histoldgicos de lesiones
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endometridsicas inducidas experimentalmente en el grupo de ratones tratados con el
anticuerpo neutralizante F8.G7 como asi también en ratones del grupo control.

Luego de realizar un andlisis histolégico cualitativo, se observd que el tratamiento
con el anticuerpo neutralizante de Gal-1 no tiene como consecuencia ningun efecto
aparente sobre la estructura histolégica de las lesiones endometridsicas (Figura 4.20A).
Ademas, tal como se observé anteriormente en los grupos autélogos y heterdlogos, también
en estos dos grupos experimentales puede observarse que Gal-1 se expresa en el
compartimento estromal de la lesidn, pero no se expresa en el epitelio glandular en ninguno
de los dos grupos estudiados (Figura 4.20B). Estos resultados nuevamente reflejan el patrén

de expresion tisular de Gal-1 observado anteriormente en las lesiones humanas (Figura 4.1).

A

control

Figura 4.20. Analisis histoldogico de las lesiones endometriésicas de los ratones tratados
con el anticuerpo neutralizante de Gal-1 (F8.G7) y de los ratones del grupo control. Las

microfotografias son representativas de cortes histoldgicos de lesiones endometridsicas (A) tratados

con hematoxilina-eosina o (B) inmunomarcados para Gal-1 en ambos grupos experimentales (n = 3
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por grupo). Las barras indican la escala de tamafio. Insertos: controles negativos sin el anticuerpo

primario. G: glandula endometridsica, E: estroma endometridsico. H-E: hematoxilina-eosina.

EFECTO DEL BLOQUEO DE GALECTINA-1 EN LA CAVIDAD PERITONEAL SOBRE LA
VASCULARIZACION DE LAS LESIONES ENDOMETRIOSICAS MURINAS

En base a la manifiesta relevancia fisiopatolégica que demostrd tener la presencia
de Gal-1 en el desarrollo de la vasculatura endometridsica, a continuacién estudiamos el
efecto que tiene el bloqueo selectivo de esta lectina en la cavidad peritoneal utilizando el
anticuerpo neutralizante F8.G7 sobre el desarrollo de la red vascular en las lesiones. Para
ello, evaluamos el porcentaje de area vascularizada de las lesiones realizando una
inmunohistoquimica para marcar los vasos sanguineos con un anticuerpo anti-vWF.

Determinamos asi que el porcentaje de area vascular inmunomarcada para VWF se
reduce significativamente en un 62,3% en las lesiones endometridsicas de los ratones
tratados con el anticuerpo neutralizante anti-Gal-1 en comparacién con los ratones tratados

con el control de isotipo (p = 0.0003, Figura 4.21).
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Figura 4.21. Efecto del bloqueo especifico de Gal-1 a nivel peritoneal en la vascularizacion
de las lesiones endometridsicas murinas. En el grifico se representa el porcentaje de darea
vascular inmunomarcada para el VWF (n = 5-6 por grupo). Los valores representan la media + 1 EEM.
Los asteriscos indican diferencias significativas: ***p < 0.001 vs control. Las microfotografias son
representativas de los ensayos de inmunohistoquimica. Barra de escala: 50 um. Insertos: control
negativo sin el anticuerpo primario. G: glandula endometridsica, E: estroma endometridsico. Las

flechas sefialan los vasos sanguineos inmunomarcados para el vWF.

EFECTO DEL BLOQUEO DE GALECTINA-1 EN LA CAVIDAD PERITONEAL SOBRE LOS
FACTORES PRO-ANGIOGENICOS VEGF Y CXCL2-KC

Para investigar si el bloqueo de Gal-1 en la cavidad peritoneal tiene algun efecto
sobre la expresidn y secrecidon de otros factores pro-angiogénicos involucrados en la
fisiopatologia de la endometriosis, a continuacién utilizando wuna técnica de

inmunohistoquimica evaluamos la distribucion histolégica de VEGF en las lesiones
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endometridsicas y el porcentaje de drea vascular inmunomarcada para su receptor VEGFR2,
y posteriormente determinamos la concentracién de este factor pro-angiogénico en el
liquido peritoneal murino mediante un ensayo de ELISA.

En principio no se observaron diferencias aparentes en la distribucién histoldgica de
VEGF en las lesiones endometridsicas entre los ratones tratados con el anticuerpo
neutralizante anti-Gal-1 y los ratones tratados con el control de isotipo. Como puede
observarse, la expresion de este factor pro-angiogénico se distribuye homogéneamente
tanto en el compartimento estromal como en el epitelial de las lesiones endometridsicas

inducidas experimentalmente en ambos grupos (Figura 4.22).

Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)

Figura 4.22. Distribucion histolégica de VEGF en las lesiones endometridsicas de los

ratones tratados con el anticuerpo F8.G7 o con el control de isotipo. Las microfotografias son
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representativas de los ensayos de inmunohistoquimica para VEGF en las lesiones murinas (n = 3 por
grupo). Barra de escala: 50 um. Insertos: control negativo sin el anticuerpo primario. G: glandula

endometridsica, E: estroma endometridsico.

En correspondencia con este resultado, tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los grupos experimentales estudiados respecto al porcentaje de area
vascular inmunomarcada para VEGFR2 en las lesiones endometridsicas (p = 0.3235, Figura
4.23). Como puede observarse, las células estromales y las epiteliales también expresan

VEGFR2 en ambos grupos experimentales.
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Figura 4.23. Expresion vascular del VEGFR2 en las lesiones de los ratones tratados con el
anticuerpo F8.G7 o con el anticuerpo control. En el grafico se representa el porcentaje de érea
vascular inmunomarcada para VEGFR2 (n = 4-5 por grupo). Los valores representan la media = 1 EEM.
Las microfotografias son representativas de los ensayos de inmunohistoquimica. Barra de escala: 50
pum. Insertos: control negativo sin el anticuerpo primario. G: glandula endometridsica, E: estroma

endometridsico. Las flechas sefialan los vasos sanguineos inmunomarcados para VEGFR2.
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Al igual que lo observado en relacién a la distribucion histolégica de VEGF y la
expresion vascular de su receptor de tipo 2, tampoco hubo diferencias sustanciales entre
ambos grupos experimentales en las concentraciones de VEGF-A en el liquido peritoneal (p =
0.1574, Figura 4.24A).

Ademas, se evalué la concentracidn de la citoquina CXCL2-KC en el liquido peritoneal
de los ratones mediante un ensayo de ELISA, y no se observaron cambios significativos en la
concentracion peritoneal de este factor pro-angiogénico murino entre ambos grupos

experimentales (p = 0.1526, Figura 4.24B).
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Figura 4.24. Concentracion de los factores pro-angiogénicos VEGF y CXCL2-KC en liquido
peritoneal de los ratones tratados con el anticuerpo F8.G7 o con el anticuerpo control. En
los graficos se representan las concentraciones en el liquido peritoneal de (A) VEGF-A (n = 6 por
grupo) y (B) CXCL2-KC (n = 4-5 por grupo) determinadas mediante un ensayo de ELISA. Los valores

representan la media + 1 EEM. LP: liquido peritoneal.

EFECTO DEL BLOQUEO DE GALECTINA-1 EN LA CAVIDAD PERITONEAL SOBRE LA
INFILTRACION DE MACROFAGOS EN LAS LESIONES ENDOMETRIOSICAS MURINAS

Finalmente, evaluamos si el bloqueo de Gal-1 inyectando el anticuerpo F8.G7 en la

cavidad peritoneal murina tiene algln efecto sobre la infiltracién de las lesiones por los
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macrofagos. Para ello, se llevo a cabo un ensayo de inmunohistoquimica en el que se
identificd a los macréfagos infiltrantes mediante el marcador F4/80.

Al igual que lo determinado anteriormente en los grupos autélogos y heterdlogos,
tampoco se observaron diferencias significativas en el porcentaje de macréfagos que
infiltraron las lesiones endometridsicas murinas entre el grupo de ratones tratados con el

anticuerpo anti-Gal-1 en comparacion con el grupo control (p > 0.05, Figura 4.25).
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Figura 4.25. Infiltracion de macréfagos en las lesiones endometridsicas de los ratones
tratados con el anticuerpo F8.G7 o con el anticuerpo control. En el grafico se representa el
porcentaje de células inmunomarcadas con el marcador de macréfagos F4/80 (n = 5-6 por grupo).
Los valores representan la media + 1 EEM. Las microfotografias son representativas de los ensayos de
inmunohistoquimica. Barra de escala: 50 um. Insertos: control negativo sin el anticuerpo primario. G:

glandula endometridsica, E: estroma endometridsico. Las células inmunomarcadas se observan de

color marrén.



Los dolores intensos que sufren las mujeres con endometriosis, sumado a la

incapacidad de concebir son los sintomas mas urgentes que motivan a los investigadores a
encontrar alternativas para mitigar esta enfermedad. Ademas, si bien no se considera a la
endometriosis como una patologia maligna, en los uUltimos afios se la ha asociando con el
aumento de la incidencia de contraer determinados tipos de cancer epitelial de ovario
[18,19], lo cual pone de manifiesto la necesidad de abordar el estudio de su etiopatogenia.

La endometriosis tiene una prevalencia relativa elevada en la poblacién femenina, y
esto la convierte en la tercera patologia ginecolégica en importancia que afecta a las
mujeres en edad reproductiva [9,10]. A pesar de ello, los mecanismos fisiopatolégicos
involucrados en su etiopatogenia multifactorial alin no se conocen completamente
[2,37,38]. Sumado a esto, es relevante sefalar la carencia de tratamientos que resulten
absolutamente eficaces en contrarrestar la formacidon y el desarrollo de las lesiones
endometridsicas. Ademas, los resultados de la terapéutica que se les propone actualmente a
las pacientes que sufren de endometriosis son muy variables al momento de atenuar los
sintomas clinicos caracteristicos de esta enfermedad [178,179]. Este conjunto de factores
nos motivé a indagar e intentar lograr una comprension mds profunda de los eventos
fisiopatoldgicos que intervienen en la complexién y en la consecuente sintomatologia
asociada a esta enfermedad.

Si bien hasta el momento no se conoce el rol potencial que Gal-1 podria estar
jugando en la fisiopatologia de la endometriosis, cabe senalar que estudios recientes
reportaron que esta lectina juega un papel importante en la patogénesis de otras
enfermedades relevantes en el drea de la medicina reproductiva, como por ejemplo, en los
abortos espontaneos recurrentes y en la pre-eclampsia [216,217,220,222]. Ademas, se ha
demostrado desde hace aproximadamente una década que Gal-1 desempena un rol
inmunomodulador y pro-angiogénico significativo en diversas variantes de cancer [199,206],
las cuales comparten mecanismos fisiopatoldgicos similares a los conocidos hasta el

momento para la endometriosis [18,19,133,238].
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Teniendo en cuenta estos antecedentes, en principio decidimos estudiar el patron de
expresion tisular de Gal-1 en las lesiones endometridsicas y en el endometrio eutdpico de
pacientes con endometriosis, como asi también en el endometrio de pacientes controles.
Luego comparamos los niveles de expresidn proteica de esta lectina entre las lesiones
endometridsicas y el endometrio eutépico de pacientes afectadas por diversos grados de
severidad de esta patologia; y posteriormente evaluamos el efecto diferencial que la
inhibicidn enddgena de la expresién de Gal-1 tiene sobre la tasa de proliferacién in vitro de
las células estromales endometriales de pacientes con endometriosis y de pacientes
controles. Asimismo, abordamos el estudio de uno de los principales eventos involucrados
en la fisiopatologia de la endometriosis: la angiogénesis. Este proceso da lugar al desarrollo
vascular de las lesiones endometridsicas y su consecuente crecimiento en el sitio ectépico, y
es por lo tanto un evento imprescindible en la progresiéon de la enfermedad [155,157,239].
Por tal motivo, estudiamos in vivo el efecto de Gal-1 en la vascularizacién y en el crecimiento
de las lesiones endometridsicas inducidas experimentalmente en un modelo murino, vy
evaluamos en este mismo modelo si el bloqueo especifico de esta lectina a nivel peritoneal
restringe el crecimiento de estas lesiones, de manera tal que nos permita vislumbrar si la
inhibicién de los mecanismos fisiopatolégicos mediados por Gal-1 puede tener a futuro un
eventual valor terapéutico que permita abordar las causas etiopatogénicas y por
consiguiente la sintomatologia caracteristica de esta patologia.

A partir de los primeros resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral,
podemos afirmar que Gal-1 se expresa de manera selectiva en las células estromales y con
menor intensidad en las células endoteliales, tanto en las lesiones endometriésicas como en
el endometrio eutépico de pacientes con endometriosis o controles. Este dato es muy
importante y sorpresivo dado que es poco comun hallar una especificidad tan clara de
expresion proteica en determinados tipos de células endometriales. Sin embargo, nuestros
resultados no concuerdan con las observaciones realizadas un trabajo previo en el cual se
reporté la expresion de esta lectina en el tejido endometrial de mujeres a las que se les
realizd una histerectomia a causa de patologias benignas como miomas e hipermenorrea. En
dicho trabajo se observd que Gal-1 no sdélo se expresa en el estroma endometrial si no que
también se expresa débilmente en las células epiteliales [240], este resultado difiere del
patrén de expresion tisular de Gal-1 observado en nuestro trabajo, en el cual no detectamos

la expresion de esta lectina en las células epiteliales. Cabe destacar que nuestros datos
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fueron confirmados tanto en cortes histoldgicos de las biopsias de pacientes como asi
también en cultivos primarios de dichas células.

Si bien no hallamos otros trabajos en los que se describa el patrén de expresion de
Gal-1 en el tejido endometrial ordinario, existen estudios en los que se evalud la expresion
de Gal-1 en el tejido endometrial decidualizado. En estos trabajos, de manera similar a lo
observado en nuestros resultados, se reporté una intensa expresion de Gal-1 en las células
estromales decidualizadas pero no se detecté la expresidon de esta lectina en el epitelio
decidualizado [213,221,241].

En cuanto a los niveles de expresidon proteica de Gal-1 semicuantificados por la
técnica de Western blot, no hemos observado diferencias significativas de la expresion de
esta lectina en el tejido endometrial entre pacientes con endometriosis y controles. Al
respecto, recientemente se publicd un trabajo en el cual se reporta un incremento en la
expresion proteica de Gal-1 en el endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis en
comparacion con el endometrio de pacientes que no presentan esta patologia [242]. Con la
intencién de aclarar esta discrepancia, cabe mencionar que en el citado trabajo de Vergetaki
y col. el nUmero de muestras analizadas es sustancialmente bajo: 3 muestras por grupo
experimental, lo cual cuestiona si los resultados obtenidos en dicho estudio son lo
suficientemente representativos como para llegar a una conclusién contundente. En cambio,
en nuestro trabajo realizamos la misma determinacién experimental en base a un niumero
de 27 muestras de tejido endometrial de pacientes con endometriosis y 27 muestras de
tejido endometrial de pacientes controles, lo cual nos permitid realizar un anilisis estadistico
mas contundente y llegar a resultados mas representativos, a partir de los cuales como ya
hemos mencionado, no observamos diferencias significativas de los niveles de expresion
proteica de Gal-1 en el tejido endometrial entre pacientes con endometriosis y controles.
Ademas, tampoco observamos diferencias en la concentraciéon de Gal-1 en el liquido
peritoneal de pacientes con endometriosis respecto del grupo control. Una explicacidon
factible para estos resultados estaria centrada en nuestro grupo de pacientes control. Dado
gue la toma de biopsia de tejido endometrial debe estar justificada médicamente, el grupo
control al que tenemos acceso estd compuesto por mujeres que por supuesto no sufren de
endometriosis, ni de alguna patologia de origen tumoral, pero se someten a intervenciones
laparoscopicas a causa de problemas de fertilidad asociados a patologias ginecoldgicas

benignas como miomas uterinos, obstrucciones tubarias o infertilidad sin causa aparente.
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Estas son patologias cuyas patogénesis estdn asociadas a factores de caracteristicas
inflamatorias [243-245], y como ya hemos mencionado en la introduccion de esta tesis, Gal-
1 desempena un rol inmunomodulador muy importante en los procesos inflamatorios
[204,235,246-248]. Por lo tanto, sugerimos que los niveles de expresidn de esta lectina
enddgena en el endometrio eutdpico, asi como su concentracion en el liquido peritoneal, se
encontrarian alterados en las pacientes correspondientes al grupo control como
consecuencia del efecto inflamatorio asociado a estas patologias, motivo por el cual es
probable que este grupo no refleje fehacientemente los niveles de Gal-1 esperados en el
caso de mujeres sanas. Sin embargo, resulta obvio aclarar que dado los impedimentos
bioéticos asociados a la intervencién de mujeres sanas nos resultd inviable contar con ese
tipo de muestras.

A su vez, Vergetaki y col. también observaron, al igual que en nuestro trabajo, que la
expresion proteica de Gal-1 en las lesiones ectdpicas es significativamente mayor que en el
endometrio eutépico de pacientes con endometriosis. Nuevamente se debe aclarar que en
el citado trabajo el nUmero de muestras evaluadas fue igual a 3 en cada grupo, mientras que
en nuestro trabajo fue de 27 muestras de endometrio eutépico y de 41 muestras de lesiones
endometridsicas, motivo por el cual consideramos que nuestro analisis estadistico y
resultados son mas representativos y contundentes.

Ademas, con la intencion de esclarecer si el grado de severidad de la endometriosis
tiene relacidon alguna con el incremento de la expresion de Gal-1 observado en las lesiones
ectdpicas respecto del tejido endometrial eutépico, en los casos en los que nos resulté
posible basarnos en los criterios de clasificacion de la severidad de esta patologia
establecidos por la ASRM [64], decidimos agrupar por un lado las biopsias endometriales y
de lesiones de pacientes con un grado minimo y leve de endometriosis (estadios | y 1l), y por
el otro las biopsias de pacientes con un grado moderado y severo (estadios lll y IV), para
comparar entre ambos grupos la expresion proteica de Gal-1. Fue de esta manera como
logramos comprobar que el incremento de los niveles de expresion de Gal-1 observado en
las lesiones endometridsicas, comparado con los niveles de expresiéon en el tejido
endometrial, se produce principalmente en las pacientes con un grado de severidad minimo
o leve de esta patologia, dado que los niveles de expresion de esta lectina en las lesiones
ectdpicas y en el endometrio eutdpico de las pacientes con un grado moderado o severo de

endometriosis son similares. Asimismo, si bien no hallamos diferencias en los niveles de
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expresion de Gal-1 en el endometrio eutdpico entre pacientes con endometriosis minima y
leve respecto de las pacientes con endometriosis moderada y severa, es importante destacar
que los niveles de Gal-1 son mayores en las lesiones provenientes de pacientes con
endometriosis minima o leve en comparacion con las lesiones de pacientes con
endometriosis moderada a severa.

Estos resultados novedosos aportan una nueva pieza al rompecabezas que
representa la etiopatogenia multifactorial que caracteriza a esta patologia, dado que las
pacientes con endometriosis minima o leve presentan lesiones que se encuentran en un
estadio temprano de su desarrollo, y durante el cual son metabdlicamente muy activas ya
que diversos mecanismos fisiopatolégicos como la invasion y la proliferacién celular, la
angiogénesis, y los mecanismos de evasidn del sistema inmunolégico, todos ellos
involucrados en el establecimiento y desarrollo de las lesiones endometridsicas en el sitio
ectdpico, alcanzan su pico maximo de actividad en esta etapa inicial [37,38,72]. En los
estadios mas avanzados, la enfermedad se vuelve crénica y los mecanismos que estan
involucrados en la proliferacion celular se encuentran atenuados. Por lo tanto no deberia
resultarnos extrano que la expresidon de Gal-1 se vea incrementada en las lesiones de las
pacientes que se encuentran en los estadios tempranos de la enfermedad coincidentes con
la etapa de mayor actividad inflamatoria de la misma, dado que esta lectina por sus ya
mencionadas propiedades inmunoldgicas y angiogénicas podria encontrarse involucrada en
todos estos eventos fisiopatolégicos que son propios de las etapas iniciales correspondientes
al establecimiento de la endometriosis.

En cuanto a la expresiéon de otros miembros de la familia de las galectinas en la
endometriosis, se ha reportado que Gal-3 se expresa en mayor medida en el tejido
endometridsico en comparacién con el endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis
[249]. Por otro lado, también se ha reportado que Gal-8 se expresa abundantemente en el
endometrio durante la fase secretora [250], y se ha propuesto a Gal-9 como un nuevo
marcador endometrial asociado al periodo denominado ventana de implantacion, durante el
cual el endometrio presenta caracteristicas bioquimicas y funcionales especificas que
permiten la implantacion del embridn, dado que la expresion selectiva de esta lectina en las
células epiteliales endometriales se incrementa pronunciadamente durante la fase secretora

media y tardia coincidiendo temporalmente con dicho periodo [251]. La contribucidén de
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estos miembros de la familia de las galectinas a la progresion y gravedad de la endometriosis
es un tépico que aun debe ser explorado.

Ademas de demostrar que Gal-1 es expresada intensamente en el estroma de las
lesiones endometridsicas, también logramos determinar que esta lectina se encuentra
presente en el liquido peritoneal de las pacientes con endometriosis en concentraciones que
rondan los 340 ng/ml, que resultan ser relativamente elevadas si se considera que la
concentracion de Gal-3 en el liquido peritoneal de pacientes con endometriosis reportada
recientemente en el trabajo de Caserta y col. ronda los 65 ng/ml [252]. Pero a diferencia del
citado trabajo, en el cual la concentracién de Gal-3 en el liquido peritoneal se correlaciona
positivamente con el grado de severidad de la endometriosis, en nuestro estudio el grado de
severidad de esta patologia no afecta los niveles de Gal-1 en el liquido peritoneal. Podemos
suponer que este resultado es una consecuencia del hecho que en la cavidad peritoneal de
las mujeres con endometriosis se genera un contexto inflamatorio severo que es
caracteristico de esta patologia y del cual forman parte varias estirpes celulares,
principalmente células inmunolégicas, que también tienen la capacidad de sintetizar y
secretar activamente Gal-1 al liquido peritoneal permitiendo alcanzar concentraciones
sustancialmente elevadas de esta lectina [93,96,253].

Con la intencién de indagar, al menos en parte, sobre el rol potencial que Gal-1
podria estar jugando la fisiopatologia de la endometriosis, decidimos analizar el efecto de
esta lectina endégena sobre la proliferacidn in vitro de las células estromales endometriales,
por ser esta estirpe celular la que expresa mayoritariamente Gal-1 en el tejido endometrial.
Para ello, utilizando un vector plasmidico que codifica un ARNsh de interferencia silenciamos
parcialmente la expresion génica de esta lectina enddgena en cultivos primarios puros de
células estromales endometriales aisladas de biopsias de pacientes con endometriosis y
controles. Notablemente, encontramos que la disminucion parcial de la expresién de Gal-1
reduce la tasa de proliferacion celular in vitro de las células estromales endometriales de
pacientes con endometriosis, mientras que no tiene efecto alguno sobre la tasa de
proliferaciéon de las células de pacientes controles. Este resultado es muy singular si tenemos
en cuenta que la distribucidon tisular y los niveles de expresién proteica de Gal-1 en el
endometrio de las mujeres que padecen endometriosis son similares a los observados en el
endometrio de las mujeres controles. Por lo tanto el hecho de que la inhibicion endégena de

Gal-1 reduzca la tasa de proliferacién celular sélo en las células endometriales de las
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pacientes con endometriosis podria implicar que esta diferencia manifestada por Gal-1 a
nivel funcional, forma parte del cimulo de evidencias experimentales que sustentan la
hipdtesis de que el endometrio eutdpico las pacientes con endometriosis presenta
caracteristicas fisiolégicas y bioquimicas distintivas que lo diferencian del endometrio de las
mujeres normales, las cuales dotarian a las células endometriales eutdpicas de mecanismos
que les permiten sobrevivir, implantarse y proliferar en el sito ectdopico para constituir las
lesiones endometridsicas [77,85,86].

Concordantemente, se ha reportado en varios trabajos que la inhibicidn parcial de la
expresion de Gal-1 mediante técnicas de silenciamiento génico reduce la tasa de
proliferacion celular in vitro en modelos tumorales como por ejemplo las lineas celulares
derivadas de cdncer epitelial de ovario: HeyA8 y SKOV3ipl [254], las lineas celulares
derivadas de cancer de cuello uterino: Hela y SiHa [255], y la linea celular derivada de glioma
de rata: L9 [256].

Considerando que Gal-1 es una lectina que reconoce y se une a determinados
glicanos que revisten a las glicoproteinas o glicolipidos presentes en la superficie celular
[196,197,257], analizamos las caracteristicas glicofenotipicas de las células estromales
endometriales tanto de pacientes con endometriosis como de pacientes controles, para
determinar si existe alguna diferencia en la dotacidén de glicanos dispuestos en su superficie
celular que nos permita explicar el efecto diferencial de Gal-1 al promover la proliferacién
s6lo en las células de pacientes con endometriosis. A diferencia de lo esperado, hallamos
gue tanto las células estromales endometriales de las pacientes con endometriosis como las
de pacientes controles presentan un glicofenotipo “permisivo” similar para la unién de Gal-
1, motivo por el cual el efecto observado de Gal-1 sobre la proliferacion de las células
estromales eutdpicas de pacientes con endometriosis no pareceria estar mediado por la
union de esta lectina a sus glicanos blanco dispuestos en la superficie celular.

Una probable explicacion para estos resultados podria consistir en el hecho de que
Gal-1 en lugar de estar promoviendo la proliferacion de las células estromales eutdpicas de
las pacientes con endometriosis a través de su interaccién a nivel extracelular con las
glicoproteinas de la superficie, pudiera estar activando diferencialmente a nivel intracelular
alguna de las vias proliferativas, dado que esta lectina también tiene la capacidad de
reconocer y unirse mediante interacciones proteina a proteina con mediadores

intracelulares involucrados en las vias de proliferacién celular [258,259]. Sin embargo, los
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mecanismos puntuales mediante los cuales Gal-1 estaria llevando a cabo esta funcion
intracelular aun no han sido esclarecidos completamente.

A continuacién, y teniendo siempre en mente el objetivo de investigar el papel
fisiopatologico asociado a la expresion de Gal-1 en las lesiones endometridsicas, recurrimos
al modelo murino de endometriosis experimental optimizado en nuestro laboratorio y para
el cual utilizamos ratones deficientes de Gal-1 [170,194,227-229]. Dicho modelo
experimental nos permitié estudiar in vivo el rol funcional de Gal-1 en la fisiopatologia de la
endometriosis, particularmente sobre el crecimiento y la vascularizaciéon de las lesiones
endometridsicas, como asi también evaluar el efecto del bloqueo especifico de esta lectina a
nivel peritoneal [229].

Cabe aclarar que los modelos murinos de endometriosis experimental se encuentran
ampliamente aceptados y han sido utilizados extensivamente para estudiar e intentar
comprender las causas o consecuencias asociadas a los variados y complejos mecanismos
fisiopatoldgicos implicados en la etiopatogenia de esta enfermedad humana, como asi
también, se han utilizado con el propdsito de evaluar diversas estrategias terapéuticas que
luego puedan trasladarse al tratamiento médico de las mujeres afectadas por esta
enfermedad [231,260-262].

Tal como puede observarse en los resultados obtenidos en los experimentos
realizados con el modelo murino de endometriosis experimental, la presencia de Gal-1 tanto
en las lesiones endometridsicas como en el entorno peritoneal es de vital importancia para
el crecimiento de las mismas, dado que la falta de expresion de Gal-1 en el tejido
endometrial ectépico que conforma las lesiones, su ausencia en el contexto peritoneal, o
bien en ambos a la vez, dio lugar a una marcada reduccién del tamano de las mismas. Este
resultado es de suma relevancia porque pone de manifiesto que esta lectina enddgena
ejerce un efecto fisiopatoldgico directo sobre las lesiones al promover su crecimiento.

Si bien no hallamos otros estudios que reporten el efecto de Gal-1 sobre el
crecimiento de las lesiones endometridsicas, si se han reportado trabajos concernientes a la
fisiopatologia de diversas formas de cancer en los que se establece claramente que la
expresion de esta lectina contribuye sustancialmente al crecimiento de los tumores
inducidos experimentalmente en modelos murinos [202,225,263-265].

Aunque la deficiencia completa o parcial de la expresion de Gal-1 en nuestro modelo

murino de endometriosis experimental demostrd tener un efecto claro sobre el crecimiento
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de las lesiones, no se observaron diferencias aparentes en la estructura histolégica de dichas
lesiones dado que en los grupos experimentales analizados las lesiones estan similarmente
conformadas por glandulas secretoras rodeadas por un estroma celular compacto o laxo.
Ademas, el patréon de expresion tisular de Gal-1 en las lesiones endometridsicas inducidas
experimentalmente en el modelo murino, refleja consistentemente el patrén de expresién
tisular observado en las lesiones de las pacientes con endometriosis, ya que en ambos casos
la expresidn de esta lectina se encuentra confinada principalmente a las células estromales y
en menor medida a las células endoteliales, pero no se detectd expresién de Gal-1 en las
células epiteliales. Este mismo patrén de expresion tisular de Gal-1 se observo en el tejido
endometrial eutdpico que tapiza la cara interna de los cuernos uterinos murinos, tal como ya
se habia reportado en trabajos anteriores al nuestro [266,267], y es equivalente al que
observamos en este trabajo de tesis en el endometrio eutdépico de pacientes con
endometriosis o controles. Esta semejanza entre las lesiones humanas y murinas en cuanto a
su estructura histolégica y a la localizacion tisular de Gal-1 nos permite en cierta medida
convalidar el modelo de endometriosis experimental que utilizamos en este trabajo.

A continuacion fue importante estudiar alguno de los multiples mecanismos
fisiopatoldgicos mediante los cuales Gal-1 pudiese estar promoviendo el crecimiento de las
lesiones endometridsicas murinas. En base a literatura previa reportada principalmente en
modelos de cancer, decidimos evaluar si esta lectina se encuentra mediando efectos
regulatorios pro-angiogénicos que promuevan el desarrollo de la red vascular requerida para
sustentar el crecimiento activo de las lesiones.

De acuerdo a los resultados que se desprenden de esta tesis, la presencia de Gal-1
tanto en las lesiones endometridsicas y como en el entorno peritoneal resulté ser de vital
importancia para sustentar el desarrollo vascular de las lesiones, dado que en los grupos
experimentales en los cuales no se expresa Gal-1 en las lesiones y/o en la cavidad peritoneal,
el desarrollo de la red vascular fue significativamente menor. Ademads es importante resaltar
qgue el efecto pro-angiogénico mediado por Gal-1 mostrd ser independiente del efecto
mediado por otros factores pro-angiogénicos como el VEGF y la citoquina murina CXCL2-KC,
esta Ultima es un andlogo funcional a la citoquina pro-angiogénica humana IL-8, ya que la
concentracion de ambos factores en el liquido peritoneal murino fue similar entre los cuatro

grupos experimentales estudiados.
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Estos resultados muestran concordancia con estudios recientes en los cuales se ha
demostrado fehacientemente que Gal-1 promueve activamente el proceso de angiogénesis
tumoral [207,208,225], y uno de los principales mecanismos inducidos por esta lectina en
dicho proceso es la activacién en forma independiente a la unién de su ligando candnico, de
la via de senalizacién intracelular mediada por el receptor tipo 2 de VEGF [210]. Por lo tanto,
si consideramos que en nuestro trabajo no se observaron cambios significativos entre los
grupos analizados en relacién a la expresién tisular de VEGF en las lesiones o en su
concentracién en el liquido peritoneal, como asi tampoco en la expresién vascular de su
receptor VEGFR2, y sin embargo el tamafio y la vascularizacion de las lesiones
endometridsicas se redujo acentuadamente en los grupos que no expresan Gal-1 ya sea en
las lesiones y/o en el entorno peritoneal, podriamos sugerir que la ausencia de esta lectina
en dichos grupos podria ser en gran medida la responsable de ocasionar una inhibicién de
las vias angiogénicas mediadas por el VEGFR2, y consecuentemente del menor desarrollo
vascular observado en las lesiones correspondientes a estos grupos experimentales en
comparacion con el grupo de ratones que expresan niveles fisioldgicos de Gal-1.

Ademas, se tiene conocimiento que los diferentes miembros de la familia de las
galectinas también pueden modular la biologia de las células endoteliales a través de
diferentes mecanismos. Gal-3 induce la morfogénesis de las células endoteliales a través de
la union a los N-glicanos de la integrina a,Bs [268]. Por otro lado, Gal-8 dispara la
sefializacion intracelular en las células endoteliales tumorales a través de la unién a la
molécula de adhesidn celular de leucocitos activados (ALCAM; CD166) [269]. Esto deja en
claro que, si bien no podemos descartar la existencia de vias compensatorias activadas por
diferentes miembros de la familia de las galectinas en los mecanismos angiogénicos, en
nuestro trabajo no parece que estas u otras potenciales vias compensatorias tengan un
efecto angiogénico significativo que permita compensar la falta o reduccion de Gal-1, dado
qgue en los grupos experimentales que presentan una deficiencia parcial o total de esta
lectina el desarrollo vascular de las lesiones no se compensa lo suficiente como para igualar
al desarrollo vascular observado en los ratones que expresan niveles normales de Gal-1.

Como ya se menciond en la introduccidn de este trabajo de tesis, los macréfagos
corresponden a la poblacién mayoritaria de células inmunoldgicas involucradas en la
fisiopatologia de la endometriosis [93], y ademds se ha reportado que estas células

inmunoldgicas pueden promover la angiogénesis al infiltrar y secretar VEGF en las etapas
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tempranas del desarrollo de las lesiones endometridsicas inducidas experimentalmente en
un modelo murino similar al nuestro [173].

Consecuentemente con los resultados obtenidos en relacidn a la expresion de VEGF
en las lesiones y su concentraciéon en el liquido peritoneal murino, tampoco hallamos
diferencias entre los grupos estudiados en cuanto al numero relativo de macrdéfagos que
infiltraron las lesiones y que presumiblemente, aunque no exclusivamente, podrian ser una
de las fuentes principales de secrecidn local de VEGF. Sin embargo, es importante dejar en
claro que el marcador de superficie con el que contamos para identificar a estas células
inmunoldgicas es expresado por la mayoria de las subpoblaciones macrofagicas y por lo
tanto si bien el nimero porcentual de macréfagos que infiltraron las lesiones no varia
significativamente entre los grupos estudiados, lamentablemente no contamos con
informacién en relacidn al fenotipo funcional que presentan esos macréfagos infiltrantes.

También debemos considerar, como ya se explicé en la introduccién de esta tesis,
gue Gal-1 posee propiedades inmunorreguladoras sumamente importantes entre las que
podemos mencionar: la promocién de la apoptosis de las células T, la induccién de células
dendriticas tolerogénicas, la expansion de las células T reguladoras, y la polarizacién de los
macrofagos hacia un fenotipo alternativo de tipo M2 [235,270,271]; motivo por el cual no
podemos descartar el rol potencial de esta lectina enddgena en el control de la respuesta
inmune inflamatoria asociada a la endometriosis. Es asi que podriamos sugerir que la
reduccion observada en el crecimiento de las lesiones endometridsicas en los grupos de
ratones que no expresan Gal-1 quizds no sea sélo consecuencia de la desregulacién del
fenotipo angiogénico de las lesiones, sino que también en parte se deba a la desregulacién
de los mecanismos de tolerancia inmunolégica mediados por Gal-1 [205,247]. Este es un
tépico de gran relevancia fisiopatoldgica y clinica en el campo de la endometriosis y requiere
de un estudio pormenorizado en un futuro.

Como ya se mencioné también en la introduccién de esta tesis, las terapias actuales
para tratar a las pacientes con endometriosis incluyen la citorreduccion de las lesiones por
cirugia laparoscopica y/o el tratamiento farmacoldgico [178,272]. Si bien ambas estrategias
terapéuticas estan dirigidas a mejorar los sintomas de la enfermedad, y en muchos casos lo
consiguen, ninguna de ellas logra erradicar eficientemente las lesiones [58]. Esto trae como
consecuencia que la tasa de recurrencia en las pacientes intervenidas quirdrgicamente sea

elevada, alcanzando hasta un 40-50% luego de los 5 afios de culminado el tratamiento [16].
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Asimismo, los tratamientos farmacolégicos prolongados que se les administran a las
pacientes con endometriosis suelen ser poco efectivos y provocan efectos secundarios
adversos, e incluso estdn contraindicados para las mujeres que desean logran un embarazo
[179,273].

Considerando esta problematica, sumado a los resultados concernientes al rol pro-
angiogénico que Gal-1 ejerce sobre la vascularizacion y el consecuente crecimiento de las
lesiones endometridsicas observados en nuestro modelo murino, ponen en relieve la
importancia de estudiar si el bloqueo especifico de los procesos fisiopatolégicos mediados
por esta lectina tiene potencial terapéutico. En ese sentido, decidimos evaluar en el modelo
murino de endometriosis experimental, si la neutralizacidon especifica de Gal-1 a nivel
peritoneal mediante el uso de un anticuerpo monoclonal anti-Gal-1 (F8.G7) restringe el
desarrollo de las lesiones endometridsicas y por lo tanto la progresiéon de la enfermedad.

Los resultados obtenidos en este trabajo son muy alentadores dado que el bloqueo
de Gal-1 a nivel peritoneal con el anticuerpo neutralizante F8.G7 dio lugar a una gran
disminucion del tamafio de las lesiones endometridsicas, y si bien no alterd la estructura
histoldgica de las mismas, si redujo sustancialmente la vascularizacion de dichas lesiones de
manera independiente al efecto pro-angiogénico potencial que puedan estar ejerciendo
VEGF o CXCL2-KC. Este resultado pone de manifiesto que la neutralizacién de los
mecanismos fisiopatolégicos mediados por Gal-1 podria resultar de gran implicancia
terapéutica para contener e incluso reducir el avance de la endometriosis.

Tal como ya se ha demostrado para enfermedades neopldsicas, la interrupcion
selectiva de las redes de seializacidn vasculares representan un desafio importante en
cuanto a su terapéutica. Lo mismo ocurre en el caso del tratamiento de la endometriosis. Es
asi que un nimero creciente de estudios se han centrado en la investigacion de estrategias
anti-angiogénicas para el tratamiento de esta patologia. Entre estos, se incluyen el bloqueo
selectivo de las vias de sefializacion de diversos factores de crecimiento, la administracion de
estatinas, de inhibidores de COX-2, de agonistas de la dopamina, y de agonistas de los
receptores de proliferacion activados por peroxisomas (PPARs) [170,228,239,274-282].

En relacién a la investigacion de las galectinas como blancos terapéuticos potenciales,
se han desarrollado recientemente inhibidores que bloguean el dominio de reconocimiento
de hidratos de carbono (DRC) de estas lectinas, que si bien pueden tener una amplia

capacidad inhibidora, no tienen especificidad para los miembros individuales de la familia.
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Por esta razon resulta dificil su aplicacién terapéutica dado que de acuerdo a la naturaleza
de la patologia a tratar puede requerirse el bloqueo especifico de alguno de los miembros de
la familia de las galectinas y estos compuestos no tienen la capacidad de distinguirlos
molecularmente [283,284]. Por otro lado, un grupo de investigacion de Bélgica desarrollé un
péptido sintético anti-angiogénico, denominado Anginex, que se une de manera muy
eficiente a Gal-1 y bloquea su efecto biolégico [207,209], por lo cual podria considerarse en
un futuro para el tratamiento de patologias tumorales o de caracteristicas inflamatorias
cronicas como por ejemplo la endometriosis.

A modo de sintesis, en la parte final de este trabajo de tesis doctoral abordamos el
estudio de la funcién de Gal-1 en la vascularizacién, uno de los eventos fisiopatolégicos
involucrados en la etiopatogenia de la endometriosis. También evaluamos si el bloqueo de
esta lectina a nivel peritoneal posee la capacidad para restringir el desarrollo de las lesiones
endometridsicas. Esperamos que estos datos puedan aportar evidencias cientificas para
establecer las bases que en un futuro permitan lograr un mejor conocimiento de la
fisiopatologia de esta enfermedad y el desarrollo de estrategias terapéuticas mas eficaces
para mitigar el crecimiento de las lesiones ectdpicas y por consiguiente la sintomatologia

asociada a la misma.



En base a los antecedentes presentados, a los novedosos resultados obtenidos y a

las consideraciones realizadas en la discusién de este trabajo de tesis doctoral, se puede
concluir que logramos demostrar que la expresidn tisular de Gal-1 en las lesiones
endometridsicas se limita particularmente a las células estromales y endoteliales dado que
no se expresa en las células epiteliales. Ademas el nivel de expresién de esta lectina
endogena es mayor en las lesiones endometriésicas que en el endometrio eutdpico de las
pacientes que presentan un grado de severidad minimo o leve de endometriosis, indicando
que Gal-1 podria jugar un papel primordial en los estadios tempranos concernientes al
establecimiento y desarrollo de esta patologia; y si bien no encontramos diferencias
sustanciales en los niveles de expresion de Gal-1 en el endometrio ni en su concentracién en
el liquido peritoneal entre las pacientes con endometriosis y las pacientes controles, si
logramos establecer que Gal-1 tiene un efecto funcional diferencial que promueve la
proliferaciéon in vitro de las células estromales endometriales de las pacientes con
endometriosis y no de las células endometriales de las pacientes controles, aunque el
glicofenotipo que presentan en su superficie celular es igualmente permisivo para la unién
de esta lectina en el endometrio control y en el de pacientes con endometriosis, se sugiere
que este efecto diferencial observado podria estar mediado por las interacciones
intracelulares que Gal-1 mantiene con algunos componentes de las vias asociadas a la
proliferacion celular, y que forma parte de las caracteristicas fisiopatoldgicas que se le
atribuyen al endometrio eutdpico de las mujeres que padecen de endometriosis.
Indudablemente, y mas alla de las limitaciones que implica la experimentacién con muestras
de pacientes, resta mucho trabajo por realizar para ampliar los conocimientos obtenidos
hasta el momento, pero es necesario insistir en el trabajo de investigacién con muestras de
pacientes para llegar a resultados que se aproximen con la mayor fidelidad posible a los
eventos fisiopatoldgicos que se desencadenan en las mujeres afectadas por Ia

endometriosis.
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Ademads, como parte del mismo intento por desenmascarar el rol potencial que
podria estar jugando Gal-1 en la fisiopatologia de la endometriosis, recurrimos a un modelo
murino de endometriosis experimental optimizado en nuestro laboratorio utilizando ratones
deficientes en la expresion de Gal-1, mediante el cual pudimos demostrar que la presencia
de Gal-1 en la lesion, en el entorno peritoneal, o en ambos simultdneamente, es de vital
importancia para el desarrollo vascular y el consecuente crecimiento de las mismas. Y
aungue no podemos descartar que los efectos inmunomoduladores mediados por Gal-1
podrian tener también un papel importante en el desarrollo de las lesiones, si logramos
demostrar en este modelo de endometriosis experimental que el efecto pro-angiogénico
mediado por esta lectina es independiente de los efectos que potencialmente podrian estar
ejerciendo otros factores pro-angiogénicos claves como VEGF, dejando en claro la
importancia que tiene Gal-1 per se en la fisiopatologia de la endometriosis. Finalmente,
demostramos que el bloqueo especifico a nivel peritoneal de Gal-1 restringe el crecimiento
de las lesiones endometridsicas, motivo por el cual podemos sugerir a esta lectina como un
blanco terapéutico potencial que en un futuro permita desarrollar tratamientos mds eficaces
a la hora de combatir la progresiéon de la endometriosis como asi también la sintomatologia
asociada a esta enfermedad.

Sin perder de vista que queda mucho camino por recorrer para esclarecer
completamente el rol de Gal-1 en la fisiopatologia de la endometriosis y comprobar si su
bloqueo selectivo tendra implicancias terapéuticas relevantes, consideramos estos
resultados como un aporte importante al entendimiento de los mecanismos implicados en el

desarrollo de la enfermedad.
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