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Resumen

La busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas para tratar la endometriosis
es constante. Basdndonos en trabajos pre-
vios que advierten sobre los efectos anti-
angiogénicos, anti-proliferativos y pro-
apoptéticos de celecoxib en células
tumorales, propusimos estudiar su efecto
sobre el crecimiento endometrial in-
vitro. Partiendo de biopsias de endome-
trio eutépico de 14 pacientes con endo-
metriosis y 10 controles se realizaron
cultivos de células epiteliales endome-
triales (CEE) y luego de 48 hs, se agrega-
ron distintas dosis de celecoxib. Se eva-
lué apoptosis por el método de naranja
de acridina - bromuro de etidio y el por-
centaje de proliferacién celular con res-
pecto al basal por incorporacién de 3H-
timidina. Se evaluaron los niveles del
factor de crecimiento de endotelio vascu-
lar (VEGF) en los sobrenadantes de CEE

por ELISA y la expresién de COX-2 por
western blot e inmunocitoquimica. El
celecoxib a dosis de 10, 20, 25 y 40 IM no
produjo efecto significativo sobre el por-
centaje de proliferacién celular ni sobre
la apoptosis en CEE de pacientes con
endometriosis y controles.

Concentraciones mas elevadas de celeco-
xib inhibieron el porcentaje de prolifera-
cién celular en CEE provenientes de con-
troles: 58+5, 43+11, 36+8 y de pacientes:
55+4, 37+4, 34+3 (para 50, 75 y 100 IM,
p< 0.05, p<0.01, p<0.001 respect. vs
basal). Asimismo celecoxib 50, 75 y 100
IM incrementé la apoptosis tanto en CEE
de controles: 2.5+0.4, 2.7+0.3, 3.1+0.5
como de pacientes con endometriosis:
2.8+0.4, 3.3+0.6, 3.1+0.8 (expresado
como veces de aumento P<0.05, p<0.001,
P<0.01 respect. vs basal). Nuestros resul-
tados preliminares muestran una induc-
cién de la expresién de COX-2 por parte
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de celecoxib que podria explicarse como
una inhibicién del proceso de retroali-
mentacion negativo que regula la expre-
sién de la enzima. Asimismo celecoxib
indujo una disminucién de la produc-
cién de VEGF por parte de CEE, hecho
que se relacionaria con la inhibicién de
la angiogénesis. Estos datos sugieren que
celecoxib favoreceria la regresién de la
lesion endometriésica inhibiendo la pro-
liferacién celular, induciendo la apopto-
sis y disminuyendo la angiogénesis y
avalan a esta droga para continuar siendo
evaluada como alternativa terapéutica
para la endometriosis.

Introduccién

La endometriosis se define como la
presencia de focos de tejido endometrial
fuera de la cavidad uterina. Es la enfer-
medad ginecolégica benigna mds fre-
cuente, afectando a un 2-22 % de las
mujeres en edad reproductiva. Por otro
lado, un 40-60% de las pacientes que se
someten a laparoscopias por dolor pélvi-
co- presentan esta patologia (1).

La endometriosis ha sido identificada
como una patologia dependiente de
estrégenos (2). En ese sentido, uno de los
ultimos hallazgos mds relevantes ha sido
la deteccién de aromatasa P450, enzima
responsable de la conversién de testoste-
rona a estradiol, en tejido endometrial
eutépico y ectépico de pacientes con
endometriosis y la ausencia de expresion
en el endometrio de mujeres sanas (3;4).
Se ha propuesto ademads, que la produc-
cién de estradiol en el tejido endometrié-
sico estarfa induciendo un proceso de
retro-alimentacién positivo hacia la
induccién de transcripcién de ciclo-oxi-
genasa 2 (COX-2), sintesis de prostaglan-
dina E2 (PGE2) y expresién de aromatasa
P450 (5-8). Este proceso favoreceria la
acumulacion de estrégenos y potenciaria
la inflamacién (ver esquema 1).

La sintesis de prostaglandinas es con-
trolada por dos enzimas ciclooxigenasa
(COX): COX-1 y COX-2. Mientras que
COX-1 se expresa en forma constitutiva en
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células humanas, COX-2 es una enzima
inducible que se sobre-expresa en condi-
ciones patolégicas tales como cancer o
procesos inflamatorios (9).
Coincidentemente, se ha hallado sobre-
expresién de COX-2 (10) y aromatasa P450
(6) en tejido endometriésico y niveles ele-
vados de PGE2, entre otras moléculas pro-
inflamatorias, en el liquido peritoneal de
pacientes con endometriosis (11).

El factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF) es una familia de prote-
inas que estdn implicadas tanto en la
angiogénesis fisiolégica como asi tam-
bién en varias condiciones patolégicas
que se caracterizan por una excesiva vas-
cularizacién (12-14). Recientemente
tanto nosotros como otros autores hemos
publicado evidencias que sugieren que el
VEGF podria estar involucrado en la etio-
logfa y mantenimiento de la endometrio-
sis actuando como factor angiogénico e
inhibitorio de la apoptosis (15;16). El
VEGF es producido por células endome-
triésicas y macré6fagos peritoneales y
seria uno de los factores decisivos en el
origen y desarrollo de esta patologia.
Ademas se ha demostrado que una serie
de citoquinas, cuyos niveles se hallan
aumentados en el liquido peritoneal de
pacientes con endometriosis, especial-
mente la IL-1, incrementan la produc-
cién de VEGF en las células endometri6-
sicas y en otros tejidos (17;18). Se ha
observado ademads que el VEGF participa
del crecimiento endometriésico no sélo a
través de la induccién de la angiogénesis
sino también, estimulando la expresién
de COX-2 (19). Siendo asi la inhibicién
de la actividad de aromatasa y/o de COX-
2 constituye una estrategia novedosa y
atrayente para intentar desarrollar nue-
vas alternativas terapéuticas para el con-
trol de la endometriosis (Esquema 1).

En los ultimos afios, el estudio del
endometrio eutépico de las pacientes con
endometriosis ha cobrado real importan-
cia. Diferentes autores han detectado anor-
malidades en el tejido endometrial eut6pi-
co de las pacientes (20-22). En ese sentido,
nuestros datos han demostrado que las



Esquema 1:
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Proceso de retroalimentacién positivo inductor del crecimiento celular, vascularizacién e inflamacién en la lesién endometridsica
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Las nuevas estrategias propuestas para el tratamiento de la endometriosis apuntan a la inhibicién de la enzima aromatasa P450 y/o de COX-2.
VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular, AA: cido araquidénico, PGE2: prostaglandina E2, COX-2: ciclo-oxigenasa 2, E1: estrona, E2:
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pacientes con endometriosis poseen una
actividad proliferativa aumentada e indi-
ces de apoptosis disminuidos en el tejido
endometrial eutépico, hechos que favore-
cerian su crecimiento y supervivencia en
un sitio ectépico (23-25).

Por otro lado, es sabido que la terapéu-
tica que se les propone actualmente a las
pacientes con endometriosis no es del todo
efectiva ya que la infertilidad asociada a la
patologia no siempre es revertida y ade-
mads, son habituales los casos de recidivas
luego de la medicacién supresora o de la
terapia quirirgica (26). Dada esta situacion,
la bisqueda de nuevas estrategias terapéu-
ticas mas eficientes, y que acarreen menos
efectos colaterales, es constante.

Los inhibidores de aromatasa anastra-
zole y letrozole son utilizados con éxito
en la terapéutica del cdncer de mama
(27). Ademads del efecto supresor de la
sintesis de estrégenos, se conocen efectos
inductores de la apoptosis y antiprolife-
rativos directos de estos compuestos
sobre algunos tipos celulares (28). En un
estudio reciente hemos observado que
tanto anastrozole como letrozole dismi-

nuyen la proliferacién celular e incre-
mentan la apoptosis en las células epite-
liales endometriales de pacientes con
endometriosis (29).

Los anti-inflamatorios no estroideos
(AINEs) como la Aspirina® o el
Ibuprofeno® inhiben la actividad de COX.
Celecoxib pertenece a una nueva genera-
cién de AINEs que inhiben selectivamente
COX-2 sin inhibir COX-1. Asimismo, este
compuesto estd siendo ultimamente eva-
luado por sus efectos inhibitorios de la
progresion tumoral. Especificamente, han
sido descriptos efectos anti-angiogénicos,
anti-proliferativos y pro-apoptéticos tanto
in-vitro, in-vivo, como en ensayos clinicos
actualmente en curso (30-32). Més atn, en
estudios recientes se ha demostrado que
celecoxib inhibe el crecimiento tumoral
induciendo la apoptosis de manera inde-
pendiente de su capacidad para bloquear
la COX-2 (31;33). Se ha propuesto ademads
que celecoxib actuaria en forma sinérgica
con inhibidores de aromatasa en el trata-
miento del cdncer de mama, efecto que
también se estd evaluando a través de un
estudio clinico actualmente en curso (27).
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A pesar de que celecoxib es utilizado
como potente anti-inflamatorio en algunas
pacientes con endometriosis, ningtn estu-
dio ha evaluado hasta el momento su efec-
to sobre el crecimiento y la apoptosis del
tejido endometrial eutépico o ectépico.
Por todo lo expuesto, consideramos de
suma importancia evaluar los efectos de
este farmaco en un modelo de cultivo de
células epiteliales endometriales de
pacientes con endometriosis y controles,
sobre la apoptosis, proliferacién celular,
expresion de COX-2 y niveles de VEGF.
Este trabajo tiene como finalidad el estu-
dio experimental de nuevas alternativas
terapéuticas que estdn tltimamente siendo
propuestas para tratar la endometriosis.

Materiales y Métodos
Pacientes

Se evaluaron un total de 24 mujeres en
edad reproductiva con ciclos ovulatorios
regulares que no recibieron ningin tipo de
tratamiento médico para la endometriosis
en los 12 meses previos al estudio.

Catorce pacientes fueron diagnostica-
das laparoscépicamente con endometrio-
sis I y II y confirmadas histol6gicamente.
La clasificacién de la endometriosis se rea-
liz6 siguiendo la clasificacién revisada
propuesta por la Sociedad Americana de
Medicina Reproductiva (34). El grupo con-
trol consisti6 en 10 mujeres que se some-
tieron a laparoscopias diagnésticas por
dolor abdominal, obstruccién de trompas
o esterilidad sin causa aparente y que no
padecian endometriosis u otra patologia
de origen infeccioso o tumoral que pudie-
ra alterar la poblacién celular a evaluar.

A todas las mujeres se les tom6 biop-
sias de endometrio con cureta de Novak
(Bioteque America Inc. Longhorne PA)
durante la fase proliferativa de acuerdo a
lo descrito anteriormente (25).

Las muestras se depositaron en condi-
ciones de esterilidad, en medio de culti-
vo DMEM-F12 (Gibco, Paisley Gran
Bretafia) con 100 UI/ml de penicilina,
100 ug/ml de estreptomicina y 25 ug/ml
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de anfotericina B (Gibco) y se trasladaron
inmediatamente al laboratorio donde se
realizé el estudio experimental de culti-
vo celular in-vitro.

Este trabajo fue aprobado por el
Comité de Etica e Investigacién del
Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (IBYME) y todas las
pacientes que participaron firmaron un
consentimiento informado.

Aislamiento y Cultivo de Células
Epiteliales de endometrio humano

Se siguid la técnica descrita anterior-
mente (25). Brevemente, luego de la dis-
gregacion se colocé la muestra en medio
de cultivo con 1 mg/ml de colagenasa
(Gibco, tipo I) y se incubé durante dos
horas en estufa gaseada a 37°C y 5% CO2.
Transcurrida la colagenizacién se centrifu-
g6 la suspensién de células 5 minutos a
100xg, se descarté el sobrenadante, se
resuspendié el sedimento con medio de
cultivo y se centrifug6 por otros 5 minutos
a 100xg. Para asegurarnos de la pureza del
sedimento, se sembré en placas de cultivo
plasticas durante 30 minutos para hacer
un pegado selectivo de fibroblastos conta-
minantes. El grado de pureza fue evaluado
por la presencia de citoqueratina, proteina
tipica de la fraccién epitelial, por técnicas
de inmunocitoquimica (25).

Evaluacién de la proliferacion celular

Luego de purificar las células epitelia-
les endometriales, se sembraron 50.000
cél/pocillo en placas plasticas de 96
pocillos y se incubaron con medio de
cultivo con 10% SBF. Luego de 48 horas,
las células se lavaron y se agreg6 el cele-
coxib en dosis de 10, 20, 25, 40, 50, 75 y
100 uM al medio de cultivo suplementa-
do con 2.5% SBF. Las células fueron
incubadas por otras 48 horas.

Veinticuatro horas antes de la cosecha
se agregd 11uCi de 3H-timidina (Nen,
Dupont, Boston, MA) a cada pocillo y se
evalué la sintesis de ADN mediante el
método de incorporacién de 3H-timidina
utilizando un contador de centelleo
liquido automatico (35).



Evaluacién de la apoptosis

Luego de cultivar durante 48 horas las
células epiteliales en condiciones basales,
se cambi6 el medio de cultivo a DMEM-F-
12 con 2,5% de SBF y se agregé celecoxib
(10, 20, 25, 40, 50, 75 y 100 uM). Luego de
48 horas de incubacién se evaluaron los
niveles de apoptosis utilizando la técnica
de naranja de acridina y bromuro de eti-
dio. La naranja de acridina es un colorante
vital que es excluido de las células viables
y especifico para la muerte celular por
apoptosis (36;37). Luego de agregar la mez-
cla de naranja de acridina (1 mg/l) - bro-
muro de etidio (250 mg/1), las células fue-
ron observadas y contadas bajo microsco-
pio de fluorescencia. Se contaron un total
de 300 células por pocillo y se expresaron
los datos en porcentaje de células que pre-
sentaban ntcleo tefiido de anaranjado
(apoptoticas tempranas + tardias) sobre
numero total de células.

Evaluacién de la expresion de COX-2

Se estudié la expresiéon de la enzima
COX-2 por western blot e inmunocitoqui-
mica en cultivos de células epiteliales
endometriales provenientes de 14 pacien-
tes con endometriosis. Para la realizacién
de la técnica de western blot nos basamos
en metodologias anteriormente descritas
(30). Luego de 24 horas de incubacién se
retiré el medio de cultivo y se levantaron
las células raspandolas con un rastrillo en
buffer lisis a 4°C. Se extrajeron las protei-
nas y se cuantificaron usando el método de
Bradford (38). Se solubilizaron alicuotas de
los extractos proteicos conteniendo 20 ug
de proteinas en buffer loading. Las alicuo-
tas se sometieron a una electroforesis en
un gel 10% de poliacrilamida con SDS y
las bandas proteicas resultantes se trans-
firieron a una membrana de nitrocelulo-
sa. Las productos proteicos se visualiza-
ron con un anticuerpo policlonal anti-
COX-2 hecho en conejo (Santa Cruz, sc-
1747) mediante procedimientos estdndar
de western bloting. Asimismo se evalué
la expresiéon de ,- actina en cada calle
incubando con el anticuerpo anti-, actina
(mouse monoclonal anti-human , actin,
Abcam, Cambridge, UK). Se trat6 la
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membrana con una solucién de leche
descremada 5% para bloquear el pegado
inespecifico y se incub6 con el primer
anticuerpo a 4°C durante toda la noche.
Luego se incubé con el segundo anticuer-
po anti-IgG de conejo o de ratén conjuga-
do a peroxidasa. La visualizacion de las
bandas se realizé por quimioluminiscen-
cia utilizando el kit Western Lightning
Chemiluminescense = Reagent  Plus
(Perkin Elmer Life Sciences, Inc) y la
cuantificacién se realiz6 por anélisis
densitométrico de las bandas normaliza-
das con la expresién de ,-actina corres-
pondiente a cada calle.

Asimismo se realiz6 la técnica de
inmunocitoquimica (10) sobre las mis-
mas células tratadas con idénticos esti-
mulos. Brevemente, se sembraron
150.000 células epiteliales endometriales
por pocillo en lab-tek (Nalge Nunc
International, USA) y se cultivaron en
condiciones basales durante 48 horas. Se
cambi6 el medio de cultivo a DMEM F-
12 con 2,5% de SBF y se agregé celeco-
xib (25, 40, 50, 75 y 100 uM). Luego de 24
horas de incubacién se retir6 el medio de
cultivo, se lavé con PBS y se dej6 secar
en estufa a 37°C durante 2 horas. La
deteccién de las proteinas se realizé uti-
lizando el mismo anticuerpo que para el
western blot. Se fijaron las células con 4%
de formaldehido y se permeabilizaron con
0,2% Triton X-100. Se inactivé la peroxi-
dasa endégena con 3% de H202 y se eli-
miné el pegado inespecifico bloqueando
con 2% de sero-albiimina bovina (BSA). A
continuacién se incubd con el primer anti-
cuerpo 1 hora a temperatura ambiente y se
revel6 mediante el cromégeno 3,3-diami-
nobenzidina tetraclorhidrato (DAB) utili-
zando el kit LSAB+ (Dako Ltd.).
Finalmente se realizé una tincién de con-
traste con hematoxilina. Los controles
negativos se obtuvieron sometiendo culti-
vos a tratamiento inmunocitoquimico
idéntico a las muestras a evaluar pero sin
el agregado del primer anticuerpo, asimis-
mo se realizaron controles de isotipo. En
este caso, se evalud la expresion de la pro-
teina en forma cualitativa.
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Evaluacion de los niveles de VEGF

Se evaluaron los niveles de VEGF en los
sobrenadantes de los cultivos de células
epiteliales endometriales de pacientes con
endometriosis tratados con celecoxib
mediante la técnica de ELISA siguiendo
procedimientos anteriormente descritos
(39) y utilizando un kit comercial (Cytelisa,
Human VEGF kit, EL-V, Cytimmune).

Calculos estadisticos

El andlisis estadistico de los resultados
se realiz6 mediante el test de multiple
comparacién de Dunn. Los resultados se
expresaron como media * SEM. Se consi-
der6é estadisticamente significativo sola-
mente aquellos valores cuyo p * 0.05. La
varianza se analizé mediante el método de

ANOVA. En todos los casos se utilizaron
procedimientos de doble ciego.

Resultados

Efecto del inhibidor selectivo de COX-
2 celecoxib sobre la proliferacién celular
de células epiteliales endometriales de
pacientes con endometriosis y controles

En la Figura 1 y en la Figura 2 se pue-
den observar los efectos de diferentes
concentraciones de celecoxib sobre la
proliferacién celular epitelial endome-
trial. Hemos observado que el celecoxib a
concentraciones bajas no posee efecto
sobre la sintesis de ADN basal. Por otro
lado, concentraciones de 50, 75 y 100 uM
de celecoxib inhibieron significativamente

Figura 1: proliferacion celular en cultivos de células
epiteliales endometriales de mujeres controles
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*p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. basal (sin celecoxib)

Figura 2: proliferacion celular en cultivos de células
epiteliales endometriales de pacientes con
endometriosis
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la proliferacién celular. Este patrén de
inhibicién de la proliferacién celular se
observé tanto en cultivos de pacientes con
endometriosis como en controles. Los
datos numéricos se expresan en la tabla L.

Efecto del inhibidor selectivo de COX-2
celecoxib sobre la apoptosis de células
epiteliales endometriales de pacientes
con endometriosis y controles

En la Figura 3 y en la Figura 4 se pue-
den observar los efectos de diferentes
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concentraciones de celecoxib sobre la
apoptosis en cultivos de células epitelia-
les endometriales de mujeres controles y
de pacientes con endometriosis. Hemos
observado que en ambos casos el celeco-
xib 50, 75 y 100 uM incrementa significa-
tivamente los niveles de apoptosis en
cultivos de pacientes con EDT y contro-
les. Por otro lado el Celecoxib en concen-
traciones 10, 20, 25 y 40 uM no produjo
efecto sobre la apoptosis basal en los cul-
tivos evaluados. Los datos numéricos se
expresan en la tabla L.

Tabla I: Efecto de celecoxib sobre la proliferacion celular y la apoptosis de células
epiteliales endometriales en cultivo de pacientes con endometriosis y controles

Celecoxib Celecoxib Celecoxib Celecoxib Celecoxib Celecoxib Celecoxib
10pM 20uM 25uM 40uM 50uM 75uM 100 pM
Control
Proliferacion celular  86.6+3.7 80.244.0 67.745.6 64.2:4.1 58.0+5.8* 43.7+11.0" 36.248.3
(% del basal) =xt
Células apoptéticas  1.6+0.22 1.6£0.19 14102 2.2+045 2.5+044* 2.7+0.3" 3.1:0.5*
(veces de aumento)
Endometriosis
Proliferacion celular 84 3+4.0 79.0+3.2 64.9168 68.3+3.0 55043 37.6:4.8" 34.0£3.5*
(% del basal)
Células apopléticas  1.4+0.23 1.2£0.34 1.0£0.31 2.2+0.27 2.8x047 3.320.6"** 3.1+0.8"
veces de aumento) e

Media * SEM, *p<0.05, **p<

0.01, ***p<0.001 vs. basal

Figura 3: Apoptosis en cultivos de células epiteliales
endometriales de mujeres controles
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Figura 4: Apoptosis en cultivos de células epiteliales
endometriales de pacientes con endometriosis
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** p<0.01, *** p<0.001 vs. basal (sin celecoxib)

Efecto del inhibidor selectivo de COX-2
celecoxib sobre la secrecién de VEGF
por parte de las células epiteliales endo-
metriales de pacientes con endometrio-
sis y controles

En la Figura 5 se puede observar el
efecto inhibitorio que produjo el celeco-
xib en todas las concentraciones evalua-

das sobre la secrecién de VEGF por parte
de las células epiteliales endometriales
de pacientes con endometriosis. El agre-
gado de celecoxib 25, 50 y 100 uM indu-
jo una inhibicién de los niveles de VEGF
con respecto al basal: 54 + 7,75 + 12 y 55
+ 9 % (p<0.001, 0.05 y 0.001 vs. basal
respectivamente).

Figura 5: Niveles de VEGF en sobrenadantes de cultivos
de células epiteliales endomefriales de pacientes con

endometriosis
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Efecto del celecoxib sobre la expresion
de COX-2 en las células epiteliales endo-
metriales de pacientes con endometrio-
sis y controles

Nuestros estudios preliminares advier-
ten sobre una tendencia hacia la induccién
de la expresién de COX-2 por parte de
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celecoxib que seria dosis dependiente
(Figura 6). Si bien nuestros resultados no
poseen aun significancia estadistica, los
datos muestran una tendencia hacia la
induccién de la expresion de la proteina
que acuerda con datos similares reporta-
dos en otros sistemas (30).
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Asimismo los estudios de inmunoci- vado expresion de la enzima en el cito-
toquimica demostraron la expresiéon de plasma tanto de las células tratadas con
COX-2 en los cultivos tratados con dis- 25, 40, 50, 75 y 100 uM de celecoxib
tintas dosis de celecoxib. Hemos obser- como en las basales.

Figura 6: Efecto de celecoxib sobre la expresion de COX-2
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A: Fotografia representativa de western blot para identificacién de COX-2 y R-actina en extractos proteicos extraidos de cultivos de células epi-
teliales endometriales de pacientes con endometriosis estimulados con celecoxib.

B: Andlisis densitométrico de la expresion de COX-2 normalizada con ,-actina en cultivos de células epiteliales endometriales de pacientes con
endometriosis estimulados con celecoxib.

C: Fotografias representativas de la evaluacién de la expresion de COX-2 por la técnica de inmunocitoquimica en cultivos de células epiteliales endome-
triales de una paciente con endometriosis estimulado con celecoxib 50IM (panel de la izquierda) comparado al control negativo (panel de la derecha).
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Discusién

Avances en los conocimientos sobre la
fisiopatologia de la endometriosis han
permitido que los investigadores piensen
en nuevos mecanismos para tratar esta
enfermedad, no solamente con el propé-
sito de ofrecer simples alternativas tera-
péuticas, sino ademds medicamentos que
actien en forma més directa sobre los
implantes en si, que inhiban los mecanis-
mos involucrados en el desarrollo de la
enfermedad, y que potencialmente sean
maés eficaces en su accién de erradicar las
lesiones endometridsicas (26;40).

Los cultivos de células epiteliales de
endometrio eutépico fueron usados
como modelo para estudiar el impacto
del inhibidor de ciclo-oxigenasa-2, cele-
coxib, sobre la proliferacién celular y
apoptosis. Aunque las células utilizadas
no eran directamente obtenidas de lesio-
nes endometriésicas y su respuesta in-
vitro puede no ser idéntica, el propésito
de usar células endometriales en cultivos
a corto plazo como modelo para las lesio-
nes endometriésicas ha sido descrito pre-
viamente en la literatura (41) y es acepta-
do que este modelo permite establecer un
correcto paralelismo con las lesiones
endometridsicas.

En el presente estudio hemos observa-
do que el celecoxib fue capaz de inhibir
significativamente la proliferacién celu-
lar e inducir la apoptosis de las células
endometriales tanto de pacientes como
de controles. Dado que COX-2 se sobre-
expresa en las lesiones endometriésicas,
es posible especular que el efecto de cele-
coxib resultaria eficiente en el control del
crecimiento endometriésico.

Si bien estos resultados son inéditos
en endometriosis, nuestros datos acuer-
dan con los reportados por otros autores
que utilizaron inhibidores de COX-2 y
lograron inhibir el crecimiento tumoral.
Los inhibidores especificos de COX-2
han mostrado poseer la habilidad de
inhibir el crecimiento celular e inducir
apoptosis y arresto del ciclo celular en
distintos modelos in-vivo y lineas celula-
res tumorales (42-44). Asimismo en un
modelo de endometriosis en rata se
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demostré que el inhibidor selectivo de
COX-2 previene el desarrollo de los
implantes ectépicos e inhibe el creci-
miento del tejido endometridsico de las
lesiones ya establecidas (32).

Los resultados obtenidos en nuestro
modelo in-vitro acuerdan con los datos
de Basu y col. y de Jendrossek y col.
quienes observaron que celecoxib induce
apoptosis en células humanas de cdncer
de mama y en la linea celular Jurkat de
linfocitos T (30;31).

Asimismo nuestros resultados prelimi-
nares muestran una tendencia hacia la
induccion de la expresién de COX-2 por
parte de celecoxib. En este momento nos
encontramos terminando algunos experi-
mentos de western blot para optimizar el
andlisis estadistico. No obstante, el fend-
meno que estamos hallando se ha observa-
do también en lineas celulares de cdncer
de mama donde el celecoxib a dosis de 60
IM indujo la expresién de la proteina
COX-2 (30). Este fenémeno se podria
explicar por una inhibicién del proceso de
retro-alimentacién negativo: la acumula-
cién del producto de la enzima inhibe la
expresién de COX-2. Cuando se inactiva la
enzima, dejaria de acumularse PGE2 y se
induciria la expresién de COX-2. Por otro
lado, hay reportes en otros sistemas celula-
res que indican que celecoxib inhibe el
crecimiento tumoral de manera indepen-
diente de la expresién de COX-2 (33;44).

Asimismo los estudios de inmunocito-
quimica demostraron la expresién de
COX-2 en los cultivos tratados con distin-
tas dosis de celecoxib. Hemos observado
expresién de la enzima en el citoplasma
tanto de las células tratadas con celecoxib
como en las basales. En evaluaciones pre-
vias realizadas en cortes histolégicos de
tejido endometrial de pacientes con endo-
metriosis hemos hallado también expre-
sién de COX-2, especialmente en las gldn-
dulas epiteliales (datos no mostrados).

En nuestro estudio hemos observado
que celecoxib indujo una disminucién
de la producciéon de VEGF por parte de
las células epiteliales endometriales,
hecho que se relacionaria con la inhibi-
ci6én de la angiogénesis. La angiogénesis
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es un proceso fundamental implicado en
la vascularizacién y por lo tanto en el
desarrollo de la lesién endometriésica
(16;45). Se han hallado altos niveles de
VEGF, principalmente producido por las
células endometridsicas y por los macré-
fagos peritoneales, en el fluido peritone-
al de pacientes con endometriosis (46).
Se ha propuesto al VEGF como unos de
los factores responsables del estableci-
miento de la lesién y de la angiogénesis
patolégica en endometriosis. Siendo asi,
la importancia de hallar una droga que
ademds de inhibir el crecimiento endo-
metrial reduzca los niveles de este factor
angiogénico es primordial.

En trabajos previos ha sido reportado
que el celecoxib inhibe la angiogénesis e
induce la apoptosis de células endotelia-
les tanto in-vivo como in-vitro (19;47).
Acordando con nuestros resultados se ha
observado también que este compuesto
disminuye los niveles de VEGF en distin-
tos sistemas celulares (19;30;48).

Si bien celecoxib fue aprobado para
el tratamiento de osteoartritis y como
terapia complementaria para el trata-
miento del cdncer colorectal (19) no ha
sido probado atn para el tratamiento de
endometriosis, a pesar de que algunos
investigadores estdn empezando a pen-
sar en esta opcién como posible tera-
péutica futura (26;49).

Nuestros datos sugieren que celeco-
xib favoreceria la regresién de la lesién
endometriésica, inhibiendo la prolifera-
cién celular, induciendo la apoptosis y
disminuyendo la angiogénesis y avalan
a esta droga para continuar siendo eva-
luada como alternativa terapéutica para
la endometriosis.
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