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Resumen

La apoptosis o muerte celular programada, es
un proceso genéticamente controlado mediante el cual
las células inducen su propia muerte. Este proceso fisio-
16gico contribuye a la construccién y al mantenimiento
de los tejidos y participa a lo largo de la vida de un indi-
viduo, desde el desarrollo hasta la senescencia.

Mensualmente y en forma ciclica, el ovario, el
endometrio y la glandula mamaria atraviesan por ciclos
de proliferacién celular y apoptosis, respondiendo a los
cambios en la secrecién hormonal. La regulacién de es-
tos ciclos de crecimiento y muerte juega un rol impor-
tante, no s6lo en la fisiologia de los tejidos, sino también
en la prevencion de transformacion neopldsica e inicio
del cancer.

Durante el desarrollo embrionario, la apoptosis
estd implicada en procesos relacionados con la escultura
de los diferentes 6rganos, con la eliminacion de estruc-
turas innecesarias en algun estadio de la evolucién y con
el control de las células defectuosas. Durante las etapas
de desarrollo temprano, se eliminan por apoptosis célu-
las anormales, con localizacidon errénea, no funcionales
o potencialmente peligrosas.

Asimismo, la muerte celular programada juega
un rol fundamental en el desarrollo y en la funcionalidad
del ovario. En los seres humanos, la reserva folicular se
establece durante la vida fetal y luego se va eliminando
gradualmente. La apoptosis estd involucrada tanto en la
muerte celular durante el proceso de reclutamiento del
foliculo dominante, como en la lutedlisis.

Durante la pubertad la apoptosis contribuye a la
formacion del espacio luminal de los ductos terminales
de la mama. Asimismo, durante cada ciclo menstrual la
glandula mamaria adulta estd expuesta a fluctuaciones
hormonales periddicas que resultan en ciclos de proli-
feracion, diferenciacién y muerte celular, en los cuales
estd involucrada la apoptosis. A su vez, el proceso de
involuciéon mamaria luego del periodo de lactancia, se
caracteriza por una apoptosis masiva de las células epi-
teliales secretorias y por una remodelacion estructural
de la mama.

Asi como la apoptosis estd involucrada en los
cambios en el tejido endometrial que ocurren a nivel fi-
siolégico, se ha asociado a la muerte celular programada
con procesos patoldgicos, mas que nada en aquellos ca-
racterizados por el incremento en el crecimiento celular
como es el caso de la endometriosis.

En sintesis, la muerte celular programada es
un evento sumamente complejo y finamente regulado,
que estd involucrado tanto en la fisiologia como en la
patologia del sistema reproductor femenino. El delicado
balance entre la apoptosis y la proliferacion celular es
fundamental, ya que permite que los tejidos puedan res-
ponder en forma ciclica a los cambios hormonales que
acontecen en la vida reproductiva de las mujeres. Por
otro lado, se han detectado defectos en los niveles de
apoptosis en ciertas patologias de tejidos reproductivos
como en la endometriosis, donde la investigacion basica
estd aportando nuevos fundamentos para utilizarlos en la
bisqueda de alternativas terapéuticas mas eficientes.

Abstract

Apoptosis is an evolutionarily conserved form
of cell death that maintains normal cellular homeosta-
sis in adult organisms. Apoptotic cell death plays mul-
tiple roles during embryonic and organ development.
It is involved in sculpturing tissues; it serves to delete
structures that are no longer required; it ensures tissue
homeostasis by counteracting the proliferative processes
involved in tissue renewal and it is involved in the des-
truction of potentially harmful cells.

Due to the cyclic nature of female reproductive
system imposed by the release of ovarian steroids, fema-
le reproductive organs such as the ovary, endometrium
and mammary gland sustain continuous cycles of cell
growth and apoptosis in response to hormonal changes.
These cycles of cell growth/death, also known as “tissue
remodeling” play an important role not only in the nor-
mal physiology of the tissue but also in the prevention of
neoplastic transformation and cancer formation.

In the ovary, apoptosis has been found to occur
in three different cell types: oocytes, granulose cells and
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luteal cells. The oocyte apoptosis is most intense during
embryonal development. During folliculogenesis, apop-
tosis has been mainly observed in the granulose cells of
the growing ovaries. It is likely that follicular atresia of
unselected follicles is primarily caused by granulose cell
apoptosis and this process seems to be principally con-
trolled by hormones. Also, there is accumulating eviden-
ce that apoptosis plays part in corpus luteum regression.

As a female reproductive organ, the uterus is
characterized by continuous cycles of endometrial cell
growth and degeneration in response to hormonal chan-
ges. Accumulated evidence suggest that apoptosis helps
to maintain cellular homeostasis during the menstrual
cycle by eliminating senescent cells from the functional
layer of the uterine endometrium during the late secre-
tory and menstrual phase of the cycle. In endometriosis
women, the eutopic endometrium has some fundamen-
tal differences compared with normal endometrium. The
differences could contribute to the survival of regurgi-
tating endometrial cells into the peritoneal cavity and
the development of endometriosis. One mechanism that
recently gained a lot of interest is the finding that apop-
tosis is decreased in eutopic and ectopic endometrium of
patients with endometriosis.

In addition, it has been shown that apoptosis
plays important roles in the mammary gland develop-
ment and function, and its impairment has been specu-
lated to promote breast cancer. Programmed cell death
has an important role in embryonic and ductal mammary
development and in epithelial homeostasis during mens-
trual cycles. During pregnancy extensive proliferation
and cellular differentiation takes place within the ma-
mmary epithelium. After cessation of lactation, this se-
cretory epithelium regresses in a process termed involu-
tion which is characterized by the massive apoptosis of
secretory epithelial cells and by structural remodeling.
By this means, apoptosis is involved in the deletion of
structures that are no longer required and thus returns
the mammary gland to the pre-pregnant state.

Regulation of apoptosis in reproductive organs
has been studied extensively. The aim of this work was
to review the role of apoptosis and its regulatory mecha-
nism in the human female reproductive system. As well,
the role of apoptosis in the treatment of endometriosis is
reviewed to link the basic research findings into clinical
applications.

Introduccion

La apoptosis, o muerte celular programada, es
un proceso genéticamente controlado mediante el cual
las células inducen su propia muerte. De ahi que a la
hora de definirlo conceptualmente, frecuentemente se
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describa el proceso apoptdtico como “suicidio celular”.
Este evento puede ser desencadenado tanto por estimu-
los extrinsecos como intrinsecos, es propio de los or-
ganismos multicelulares desde los parasitos hasta los
seres humanos, y conduce a la eliminacién de células
que se producen en exceso, que se han desarrollado en
forma impropia o que acarrean algin dafio genético'. La
muerte celular programada es un proceso fisiolégico que
contribuye a la construccion y al mantenimiento de los
tejidos. A lo largo de la vida de un organismo, partici-
pa desde el desarrollo hasta la senescencia. El delicado
equilibrio entre proliferacion celular y apoptosis asegura
un correcto control sobre la homeostasis de los tejidos.
Sin embargo, una falla en ese balance dada tanto por ni-
veles de apoptosis aumentados como disminuidos puede
disparar procesos patoldgicos tales como el cancer, sida
o autoinmunidad 2. En los dltimos afios, el proceso de
apoptosis ha suscitado el interés de numerosos investi-
gadores y ha sido blanco de diversas investigaciones que
se vieron reflejadas en mas de 155,000 publicaciones
cientificas hasta la actualidad (fuente: PubMed, NCBI,
Octubre de 2008).

El sistema reproductor femenino representa un
excelente modelo de estudio de la remodelacién cons-
tante de los tejidos. Mensualmente y en forma ciclica, el
ovario, el endometrio y la glindula mamaria atraviesan
ciclos de proliferacion celular y apoptosis respondiendo
a los cambios en la secrecion hormonal. Estos ciclos de
crecimiento y muerte juegan un rol importante, no s6lo
en la fisiologia normal de los tejidos, sino también en
la prevencién de transformacién neoplésica e inicio del
cancer.

En esta puesta al dia resumiré los aspectos mas
relevantes de la implicancia de la apoptosis en la fisio-
patologia del aparato reproductor femenino y en el desa-
rrollo del embrién en sus primeras etapas.

Apoptosis: aspectos morfolégicos, bioquimicos y mo-
leculares

A la hora de deshacerse de células potencial-
mente riesgosas o simplemente que estdn en exceso, los
organismos multicelulares ponen en marcha la maqui-
naria de apoptosis. Esta consiste en un proceso activo y
genéticamente controlado que culmina con la destruc-
cion de la célula. La apoptosis es un proceso altamente
complejo que involucra una secuencia de sefalizacion
intracelular a través de diversas proteinas y factores re-
gulatorios, algunos inhibitorios y otros inductores de la
muerte. En este apartado, resumiré los aspectos mas re-
levantes de este proceso, limitindome a nombrar sélo las



vias de regulacién mds destacadas con el consiguiente
riesgo de simplificar lo complejo.

La ejecucion del programa de muerte se ca-
racteriza por una secuencia de cambios morfolégicos
y bioquimicos, que incluyen entre otros la contraccion
celular, la translocacion de la fosfatidilserina a la cara
externa de la membrana celular, la condensacion de la
cromatina, la fragmentacién nuclear y la formacién de
vesiculas rodeadas de membrana con organelas intactas,
llamadas cuerpos apoptéticos® (Figura 1). Es importan-
te destacar que la membrana de las células apoptoticas
permanece intacta hasta las dltimas etapas, sin liberar el
contenido citoplasmadtico y, por consiguiente, sin gene-
rar inflamacioén local.

Estos cambios se producen como consecuen-
cia de la activacion de dos grandes y complejas vias de
sefalizacion intracelular: la via extrinseca, mediada por
receptores, y la via intrinseca o mitocondrial. Ambas
convergen en unas proteinas efectoras caracteristicas
llamadas caspasas, y culminan en la destruccién progra-
mada de la célula*. Luego, las células apoptdticas son ra-
pidamente eliminadas por el sistema inmune sin mediar
procesos inflamatorios.

Las caspasas forman una familia de proteasas
homdlogas entre si y altamente conservadas en la evo-
lucién. Son cisteina proteasas especificas de dcido as-
partico. Las caspasas se expresan como proenzimas sin
actividad bioldgica, y tienen que activarse para poder
ejercer su accion. Estas procaspasas poseen la habilidad
de autoactivarse o de ser activadas por otras caspasas
como parte de una cascada de amplificacion. Participan

tanto de la iniciacién como de la ejecucioén del proce-
so de apoptosis. En las etapas finales de la apoptosis, la
ruptura controlada del ADN es llevada a cabo por una
endonucleasa que se activa via caspasas®.

La via extrinseca o via de receptores involucra
a la familia de receptores y ligandos del factor de necro-
sis tumoral (TNF) entre los cuales se encuentra Fas o
CD95, el miembro de los receptores de muerte mds es-
tudiado y relevante. La unién de Fas con su ligando FasL
(0 CD95L) es requerida para la transduccion de la senal
apoptdtica. Luego de este evento, una serie de proteinas
intracelulares se asocia con el Fas activado, formdndose
el complejo de sefializacién inductor de muerte (death-
inducing signalling complex, DISC). Primero, la molé-
cula adaptadora FADD (Fas-associated death domain)
se une a través de su dominio de muerte al Fas y luego,
este complejo recluta a la procaspasa-8. Esta unién da
lugar a la protedlisis de la procaspasa-8 que es activada
y liberada del DISC al citoplasma. La caspasa-8 activa
inicia la denominada cascada de caspasas, procesando
a la procaspasa-3, que resulta en su activacion y otorga
la sefial a endonucleasas para la ejecucién de la muerte
celular® (Figura 2).

Por otro lado, la via intrinseca de sefializaciéon
intracelular disparada por eventos tales como dafio al
ADN por téxicos o por radiacion, es también denomi-
nada via mitocondrial. La mitocondria es fundamental
en el proceso de apoptosis ya que una gran variedad de
eventos claves estan focalizados en esta organela. La ma-
yoria de los mecanismos apoptdticos que tienen lugar en
la mitocondria estan regulados por el equilibrio entre los
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Figura 1: Cambios estructurales de la célula que ocurren durante la apoptosis.
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miembros de la familia Bcl-2. Esta familia de proteinas
y el citocromo-c son los componentes mds importantes
involucrados en la via mitocondrial. La familia de Bcl-2
consta de 19 miembros, algunos de los cuales poseen ac-
tividad anti-apoptética como el Bcl-2 y Bel-XL y otros,
con actividad pro-apoptética, como Bax, BclXS y Bak.
La activacién de proteinas pro-apoptdticas produce un
poro en la membrana externa de las mitocondrias que
permite la liberacion de numerosas proteinas del espacio
intermembranal; entre ellas, el citocromo-c’3.

En caso de concretarse la salida del citocromo-c,
éste se asocia con Apaf-1 y después con la procaspasa-9
para formar el apoptosoma. El apoptosoma hidroliza la
procaspasa-3 a caspasa-3 activa que se encarga de desen-
cadenar las ultimas fases de la apoptosis’® (Figura 2).

Asimismo, la via de los receptores de muerte y
la via mitocondrial pueden converger en la activacién de
la caspasa-3. El solapamiento y la integracion de las dos
vias se dan a nivel de Bid, un miembro proapoptético de
la familia de Bcl-2. La caspasa-8 media la ruptura de Bid
que resulta en su translocacién a la mitocondria donde
promueve la liberacién del citocromo-c, la formacién
del apoptosoma y la activacién de la caspasa 3*°. De
esta manera, dependiendo el estimulo y el tipo celular, la
activacion de la apoptosis se puede dar ya sea por medio
de la via intrinseca, por medio de la via extrinseca o in-
volucrando a ambos caminos moleculares (Figura 2).

Rol de la apoptosis durante el desarrollo embrionario

La primera evidencia de una base genética de
la apoptosis se debio a estudios en el nematodo Caenor-

habditis Elegans. Durante la ontogenia de este gusano
hermafrodita, 131 de las 1090 células soméaticas mueren
por apoptosis, dejando un adulto de 959 células. Un es-
tudio genético en mutantes defectivos de muerte celular
identificé genes especificos para la regulacion, ejecucién
y resolucién de la apoptosis. Esta maquinaria basica de
muerte celular estd altamente conservada a través de la
evolucién. Se han hallado proteinas homdlogas a las de
C. Elegans en Drosophila y en mamiferos'®.

Si bien, el C. Elegans es un excelente mode-
lo y abrié caminos para muchos descubrimientos en el
campo de la apoptosis, estudiar la muerte celular progra-
mada durante el desarrollo embrionario en organismos
mas evolucionados, es experimentalmente complejo.
A pesar de que se sabe que la apoptosis es un evento
fundamental en las etapas tempranas del desarrollo de
diversos organismos multicelulares, la complejidad de
su estudio, lleva muchas veces a subestimar sus niveles.
Sin embargo, se puede suponer la importancia que posee
este fendmeno ya que la inhibicion del proceso de apop-
tosis altera el desarrollo de tal forma, que en muchos
casos, el animal no es viable.

La apoptosis estd implicada en distintos proce-
sos durante el desarrollo embrionario relacionados con
la escultura de las estructuras. El ejemplo mas claro es
la eliminacién de las membranas interdigitales para la
formacion de los dedos en vertebrados superiores (Figu-
ra 3). Otro proceso de formacién de estructuras en que
esta involucrada la apoptosis es en el vaciado de cuerpos
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Figura 2: Vias extrinseca e intrinseca de sefalizacion intracelular de apoptosis
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Figura 3: Apoptosis del tejido mesenquimatico digital durante la formacion de los Dedos

so6lidos para crear una luz. Por ejemplo, la formacién de
la cavidad preamniotica en el embrién de ratén por la
muerte de células ectodermales de su interior''.

Asimismo, durante el desarrollo, se relaciona el
proceso de apoptosis con la eliminacion de estructuras
innecesarias en algtin estadio de la evolucién o para al-
gun sexo en particular. Por ejemplo, en el desarrollo del
sistema reproductor, la apoptosis es responsable de la
eliminacién de los ductos de Miiller que forman el utero,
y los oviductos en machos de mamiferos y de los ductos
de Wolff en hembras'?. Otro ejemplo cldsico de induc-
cién de apoptosis durante el desarrollo es la pérdida de
la cola durante la metamorfosis de los renacuajos en res-
puesta al incremento de una hormona tiroidea''.

El control de las células defectuosas es también
fundamental. Durante las etapas de desarrollo temprano,
se eliminan por apoptosis células anormales, con loca-
lizacién errénea, no funcionales o potencialmente peli-
grosas.

Rol de la apoptosis durante el desarrollo folicular

En los seres humanos, la reserva folicular se es-
tablece durante la vida fetal y luego se va eliminando
gradualmente. La apoptosis juega un rol fundamental en
el desarrollo y en la funcionalidad del ovario. Durante la
etapa fetal temprana se forman en el ovario aproximada-
mente 7 x 10° ovocitos. Este niimero se reduce dréstica-
mente antes del nacimiento por la muerte por apoptosis,
mas que nada entre las semanas 14 y 28 de gestacion.
Por lo menos dos tercios de los ovocitos de la reserva
mueren por apoptosis en la etapa prenatal. Al nacer, s6lo
quedan en el ovario de uno a dos millones de ovocitos, y
durante la pubertad sdlo se dispone para la ovulacién de
300.000 de los siete millones de ovocitos originales y de

éstos, s6lo ovularan de 400 a 500. Por lo tanto a lo largo
de la vida reproductiva femenina, entre los periodos de
pubertad y menopausia, unos 250,000 foliculos estaran
destinados a morir. Luego de la ovulacién, el foliculo
dominante formard el cuerpo liteo, siendo la apoptosis
también responsable de su regresion o lutedlisis'>!* (Fi-
gura 4).

El desarrollo folicular es un proceso dindmico
que prosigue desde la menarquia hasta la menopausia.
Tiene como finalidad permitir el reclutamiento mensual
de una cohorte de foliculos y, por ultimo, la seleccion de
un soélo foliculo maduro dominante capaz de ovular.

Durante la etapa folicular primordial, poco des-
pués del reclutamiento inicial, la FSH adopta el control
de la diferenciacion y del crecimiento de los foliculos.
Durante la seleccidn de foliculos para su reclutamiento,
la FSH permite que algunos foliculos antrales escapen
a su destino de muerte por apoptosis. Luego, el folicu-
lo dominante comienza a segregar elevados niveles de
estrégeno e inhibina que reducen la liberacién de FSH.
Esta accion resulta en una seleccion negativa de los fo-
liculos remanentes en la cohorte que permite que éstos
terminen elimindndose por apoptosis (seleccién negati-
va). Asimismo, la produccién de determinados factores
de crecimiento permite la seleccion positiva del foliculo
dominante y su ovulacién'*',

Con el fendmeno de lutedlisis o regresion del
cuerpo liteo se cierra el ciclo menstrual femenino. La
lutedlisis es un proceso funcional y morfolégico que
se inicia cuando decaen los niveles de progesterona. El
cuerpo ldteo involuciona en el ovario y en este proce-
so se han hallado distintas moléculas involucradas en el
proceso de apoptosis: TNF, Fas/FasL y caspasa- 3. Asi-
mismo se ha asociado a la lutedlisis con alteraciones en
la expresion de la relacién Bcel-2/Bax, confirmando un
rol fundamental de la apoptosis en este proceso'>!°,
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Figura 4: apoptosis durante el desarrollo folicular.

En sintesis, la apoptosis estd involucrada tanto
en la muerte folicular durante el proceso de reclutamien-
to del foliculo dominante, asi como en la lutedlisis. La
comprension del rol de la apoptosis en la fisiopatologia
ovdrica podria resultar beneficiosa en el control de ciertas
enfermedades. La induccién de apoptosis podria aportar
a controlar el proceso de malignidad de los tumores de
ovario. Asimismo se estan ensayando potenciales estra-
tegias terapéuticas para combatir las fallas ovdricas pre-
maturas con el consiguiente beneficio sobre la capacidad
reproductiva de la pareja'®!7.

Contribucion de la apoptosis al desarrollo de la glan-
dula mamaria

La mayor parte del desarrollo de la gldandula
mamaria ocurre en la etapa post-natal. En condiciones
normales la mama no se desarrolla hasta la pubertad,
que lo hace bajo el estimulo de las hormonas sexuales
femeninas. Durante la pubertad, la apoptosis contribuye
a la formacién del espacio luminal de los ductos termi-
nales'®!” (Figura 5 B).
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Figura 5: Apoptosis durante el desarrollo e involucion de la glandula mamaria. A, representacion esquematica del desarrollo
ductal durante el ciclo menstrual, el embarazo e involucion. B, esquema de la localizacién de las células apoptoéticas en el ducto
terminal. C, Esquema de la participacién de la apoptosis durante las dos fases de la involucion mamaria. Modificada de Jager,

200721.
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Asimismo, durante cada ciclo menstrual la
glandula mamaria adulta estd expuesta a fluctuaciones
hormonales periddicas. El epitelio glandular mamario
responde a estos cambios atravesando por etapas de
proliferacion, diferenciacion y muerte celular por apop-
tosis. Durante la fase folicular tardia las células de la
gldndula mamaria responden a los elevados niveles de
estrogeno, proliferando activamente y diferencidndose
limitadamente®. En ausencia de embarazo, finalizando
el ciclo menstrual, una alta proporcién de esas células
epiteliales sufren apoptosis, asegurando de esta manera
la homeostasis del tejido'®*' (Figura 5 A). Se ha identifi-
cado expresion mdxima de Bcl-2 en la gldndula mamaria
durante la fase folicular, y de Bax durante la fase lutea,
lo que sugiere que la via intrinseca estd implicada en la
regulacion de este proceso?. Por otro lado, se ha obser-
vado que en la formacion del lumen de los ductos termi-
nales estdn implicadas las vias extrinseca e intrinseca de
sefializacién intracelular asi como la autofagia?

Durante el embarazo, el aumento en los niveles
de estrogeno y progesterona estimula el desarrollo glan-
dular. Las mamas tienden a hacerse esféricas debido al
aumento del tejido adiposo. En este periodo las mamas
se vuelven turgentes y aumentan de tamafio. La lactancia
tiende a mantener los cambios ocurridos durante el emba-
razo. Durante estas etapas se produce una proliferacién y
diferenciacidon masiva de las células epiteliales de la glan-
dula mamaria. Sin embargo, esa capacidad de crecimien-
to natural sin una correcta programacion del sistema de
diferenciacién y muerte, podria llevar a la aparicién del
cancer. La naturaleza evita esta posibilidad dando lugar,
luego del cese de la lactancia, a la regresion del epitelio
secretorio en un proceso que se denomina involucién. La
involucion mamaria puede subdividirse en dos etapas: una
primera fase caracterizada por apoptosis masiva de las cé-
lulas epiteliales secretorias; y una segunda, caracterizada
por una remodelacién estructural de la mama'®?! (Figura
5 C). A su vez, se ha sugerido que la primera etapa de la
involucion puede subdividirse en dos estadios, un estadio
de iniciacion, en el cual la apoptosis se desencadena por
los receptores de muerte, y otro estadio tardio, que estaria
regulado por la via intrinseca de apoptosis?'.

Los receptores de muerte y sus ligandos estdn
involucrados en la involucién mamaria. FasL se expresa
en la glandula mamaria durante la prefiez y la lactan-
cia pero no lo hace en la mama de ratones virgenes. Por
el contrario, su receptor Fas se expresa en la glandula
mamaria de ratones virgenes pero se halla ausente du-
rante la lactancia. Dado que la interaccién entre Fas y
su ligando es necesaria para la activaciéon de caspasas
y el inicio de la apoptosis, la desconexién temporal de
la expresion de estas proteinas durante la lactancia, la
prefiez y en la mama de ratones virgenes sugiere que el

proceso de apoptosis en esas etapas estaria inactivo. Sin
embargo, a partir del primer dia de la involucién, Fas y
FasL coinciden y su expresiéon aumenta marcadamente, lo
que estaria avalando la implicancia de la via extrinseca en
la induccién de apoptosis durante esta etapa. Sin embar-
g0, se sabe que esta no via no seria la tnica implicada en
la muerte celular durante la involuciéon mamaria, ya que
su ausencia sdlo retrasa el proceso de involucién pero no
lo suprime®.

Distintos estudios han demostrado que caspasas
iniciadoras y efectoras estan involucradas en la involu-
cion mamaria post-lactancia®®. Se ha observado tam-
bién que tanto Bax como Bak y Bcl-Xs, todas proteinas
pro-apoptdticas, estan implicadas en la regulacion de la
apoptosis de esta etapa®.

De todo lo expuesto podemos deducir que tanto
la via extrinseca como la intrinseca estdn involucradas
en la muerte por apoptosis que ocurre durante la invo-
lucién mamaria. Se han identificado distintos estimulos
que disparan este proceso, sugiriendo que la regulacién
de la apoptosis durante la involucién es multifactorial e
implica la yuxtaposicién de varias vias de sefializacion.
La inhibicién de una de estas vias, no aborta por com-
pleto el proceso ya que la importancia del retorno de la
mama al estadio pre-prefiez es primordial, por lo cual la
involucion esta asegurada por la redundancia de distin-
tos mecanismos de regulacion'®.

Apoptosis en el endometrio eutopico y en la endome-
triosis

El tejido endometrial sufre cambios morfol6gi-
cos dindmicos a lo largo del ciclo menstrual. Regular-
mente, durante la fase folicular las células endometriales
proliferan en forma activa y, durante la fase secretoria, el
crecimiento disminuye?. De este modo, para asegurar el
mantenimiento homeostatico del tejido, debieran existir
mecanismos inhibitorios que contrarresten la prolifera-
cion celular endometrial.

Se sabe que la apoptosis juega un rol impor-
tante en los cambios ciclicos que ocurren durante el ci-
clo menstrual. Durante la menstruacion, el endometrio
uterino se descama y se produce una degeneracién del
tejido, que involucra tanto procesos de necrosis como
de apoptosis®. Sin embargo, a pesar de los avances de
los ultimos afios de la investigacion bdsica, atn no se
termina de dilucidar la manera precisa por la cual los
mecanismos de apoptosis, arresto del ciclo celular y
proliferacion celular se combinan e interaccionan en el
endometrio humano.

Las células endometriales bajo condiciones
apropiadas, sufren apoptosis. En 1976, Hopwood y col.
realizaron el primer estudio de apoptosis en el endome-
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trio humano e identificaron cambios en la apoptosis de
las células glandulares epiteliales a lo largo del ciclo
menstrual®. Més tarde, distintos autores describieron
que la apoptosis del epitelio glandular endometrial varia
alo largo del ciclo reproductivo: aumenta durante la fase
secretoria y alcanza un pico en la menstruacion3%3!,

Se han estudiado también los cambios ciclicos
de la expresion de la proteina reguladora de apoptosis
Bcl-2. Se ha sugerido que la expresion de Bcl-2 en el
endometrio humano estarfa regulada in-vivo por la cir-
culacién de las hormonas esteroideas ovdricas**2. Se
determind que la inmunoreactividad de las proteinas
Bcl-2 y Bax es predominante en las células del epitelio
glandular del endometrio, y se confirmé que durante la
fase proliferativa prevalece la proteina Bcl-2, mientras
que la expresion de la proteina Bax incrementa signi-
ficativamente en la fase secretoria cuando prevalece la
apoptosis®'. De estos hallazgos se deduce la importancia
de los oncogenes Bcl-2 y Bax en la regulacion del creci-
miento endometrial, aunque también se ha hallado invo-
lucrada la via extrinseca en la regulacion de la apoptosis
que ocurre durante el ciclo menstrual®***. En particular
se ha hallado expresion aumentada de FasL. y aumento
de la actividad de las caspasas 3, 8 y 9 durante la fase
secretoria y menstrual®>-3,

Asi como la apoptosis estd involucrada en los
cambios en el tejido endometrial que ocurren a nivel fi-
siolégico, se ha asociado a la muerte celular programada
con procesos patolégicos, mds que nada en aquellos ca-
racterizados por el incremento en el crecimiento celular
como es el caso de la endometriosis.

La endometriosis se define como la presencia
de focos de tejido endometrial funcionante fuera de la
cavidad uterina. Es la enfermedad ginecoldgica més fre-
cuente, afectando aproximadamente a un 10% de las mu-
jeres en edad reproductiva. Por otro lado, un 20-50% de
las pacientes que se someten a laparoscopias por dolor
pélvico, presentan esta patologia®’. Su origen es ain hoy
discutido, sin embargo, la teoria més aceptada postula
que se origina por migracion de c€lulas del endometrio
eutdpico a la cavidad peritoneal®. Actualmente se cono-
ce que el tejido endometrial eutépico de las pacientes con
endometriosis posee diferencias significativas con res-
pecto al tejido uterino de las mujeres sin la enfermedad.
Estas desigualdades observadas por diversos investiga-
dores, otorgan sustento al concepto de que el endometrio
eutdpico de las pacientes con endometriosis es inheren-
temente andmalo, y juega un rol importante en la etio-
patogenia de la enfermedad®. La proliferacion celular y
la muerte por apoptosis, son dos de las vias bioldgicas
mads importantes que normalmente regulan el crecimien-
to y la homeostasis tisular. En trabajos previos hemos
observado una inhibicién significativa de la apoptosis y
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un incremento de la proliferacién celular del endometrio
eutdpico de las pacientes con endometriosis®. Los bajos
niveles de apoptosis observados por nuestro grupo, tan-
to en células epiteliales como en estromales, han sido
reportados también por Dmowski y colaboradores en el
tejido endometrial completo, quienes propusieron que la
supervivencia de las células endometriales en un sitio
ectopico dependeria, en parte, de la capacidad inherente
de las células para morir o no por apoptosis*!.

Como ya se dijo, la muerte celular programada
es controlada por la expresién de un niimero de genes
regulatorios que incluyen, entre otros, al Bcl-2, que pro-
mueve la supervivencia celular bloqueando la apoptosis,
y al Bax que antagoniza la actividad de supervivencia
promovida por el Bcl-2. En estudios previos hemos ob-
servado que la capacidad de supervivencia aumentada
que poseen las células endometriales de las pacientes
con endometriosis, estaria regulada por el aumento de
la proteina Bcl-2 y la disminucién de Fas y FasL, lo que
estaria sugiriendo un rol protagénico de estas moléculas
en la regulacion de la apoptosis endometrial*!#2,

Asimismo, en endometriosis el fluido peritoneal
posee una proporcion significativamente mayor de ma-
créfagos peritoneales que expresan Bcl-2 que el grupo
control; mientras que en el liquido de mujeres sin endo-
metriosis, la proporcién de macréfagos peritoneales que
expresan Bax estd significativamente aumentada®’. Todas
estas evidencias sugieren una predisposicion de las células
endometriales a ser resistentes a la apoptosis y a continuar
sobreviviendo, lo que tendria importantes consecuencias
en la proliferacién del tejido endometrial ectdpico.

La medicacién utilizada para tratar la endome-
triosis incluye, entre otros protocolos, el uso de agonistas
de GnRH o anticonceptivos orales, basandose en la sensi-
bilidad del tejido endometriésico a responder a hormonas
ovaricas. En estudios previos, hemos observado que los
anticonceptivos orales estarian modulando el crecimiento
endometrial en las pacientes con endometriosis, a través
de la induccién de la muerte celular programada y de la
inhibicién de la proliferacion celular, dos de los factores
que tendrian implicancias en el crecimiento y en la recu-
rrencia de la enfermedad*. El rol de los estrégenos en la
estimulacién de la proliferacion celular endometrial, tanto
in-vivo* como in-vitro®, ha sido muy estudiado. Sin em-
bargo, el mecanismo molecular por el cual los esteroides
sexuales regulan el crecimiento endometrial, atin no esta
definido. Un trabajo realizado por Rider y col.*, ha pro-
puesto que los estrogenos serian esenciales para la sintesis
del receptor de progesterona y de factores de crecimiento
necesarios para el progreso de la fase GO a la fase G1 del
ciclo celular. Asimismo, la administracion de progestage-
nos ha demostrado estar involucrada en la inhibicién de la
proliferacién endometrial®’, y se ha sugerido también una



posible implicancia de estos compuestos sobre la induc-
cion de la apoptosis®.

Los agonistas y, mas recientemente, los antago-
nistas de GnRH se emplean en el tratamiento de la en-
dometriosis, sobre la base de una dependencia hormonal
de los implantes ectdpicos. El endometrio humano posee
receptores de GnRH, tanto en la fraccion estromal como
en la epitelial, que se expresan durante todo el ciclo
menstrual®. Los agonistas de GnRH, por un mecanismo
de desensibilizacion hipofisaria, reducen en forma re-
versible la produccién de gonadotrofinas y, como conse-
cuencia, se suprimen los esteroides ovdricos circulantes.
Los estudios del impacto del tratamiento con agonistas
de GnRH sobre las lesiones endometridsicas, demues-
tran que los tamafios de las lesiones se reducen de forma
significativa, independientemente de la gravedad de las
mismas, y en una proporcion muy semejante sobre cada
una de ellas®*!, Adicionalmente, se sabe que los agonis-
tas de GnRH inducen la muerte celular por apoptosis en
otros sistemas como en foliculo ovdrico, cuerpo liteo,
células de granulosa en cultivo® y en células provenien-
tes de miomas uterinos>. Estudios previos realizados en
nuestro laboratorio, en un modelo experimental de endo-
metriosis in-vitro, han demostrado que tanto los agonis-
tas como los antagonistas de GnRH estarfan modulando
el crecimiento endometrial en las pacientes con endo-
metriosis a través de la induccién de la muerte celular
programada mediada por las vias extrinseca e intrinseca,
y a través de la inhibicion de la proliferacién celular, dos
de los factores que tendrian implicancias en el desarrollo
y en la recurrencia de la enfermedad®.

Por otro lado, es sabido que la terapéutica que
se les propone actualmente a las pacientes con endome-
triosis no es del todo efectiva, ya que la infertilidad aso-
ciada a la patologia no siempre es revertida y, ademas,
son habituales los casos de recidivas luego de la medi-
cacion supresora o de la terapia quirdrgica®. Dada esta
situacion, la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas
mads eficientes, y que acarreen menos efectos colatera-
les, es constante. Entre las nuevas opciones para tratar
la endometriosis, dltimamente se ha propuesto a los in-
hibidores de aromatasa y a los inhibidores de la enzima
ciclo-oxigenasa-2 (COX-2).

Los inhibidores de aromatasa anastrazole y le-
trozole son utilizados con éxito en la terapéutica del can-
cer de mama®*®. Ademds del efecto supresor de la sintesis
de estrégenos, se conocen efectos inductores de la apop-
tosis y anti-proliferativos directos de estos compuestos
sobre algunos tipos celulares”. En un estudio reciente
hemos observado que, tanto anastrozole como letrozo-
le, disminuyen la proliferacién celular e incrementan la
apoptosis en las células epiteliales endometriales de pa-
cientes con endometriosis®.

Los anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs)
como la Aspirina o el Ibuprofeno inhiben la actividad
de COX. Celecoxib pertenece a una nueva generacion
de AINEs que inhiben selectivamente COX-2 sin in-
hibir COX-1. Asimismo, este compuesto estd siendo
dltimamente evaluado por sus efectos inhibitorios de
la progresién tumoral. Especificamente, han sido des-
criptos efectos anti-angiogénicos, anti-proliferativos y
pro-apoptéticos tanto in-vitro, in-vivo, como en ensayos
clinicos actualmente en curso™®!. Mas adn, en estudios
recientes se ha demostrado que celecoxib inhibe el creci-
miento tumoral, induciendo la apoptosis de manera inde-
pendiente de su capacidad para bloquear la COX-25062,
Se ha propuesto ademds que celecoxib actuaria en forma
sinérgica con inhibidores de aromatasa en el tratamiento
del cancer de mama, efecto que también se estd evaluan-
do a través de un estudio clinico actualmente en curso®.
Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio su-
gieren que celecoxib favoreceria la regresion de la lesién
endometridsica, inhibiendo la proliferacién celular, in-
duciendo la apoptosis y disminuyendo la angiogénesis, y
avalan a esta droga para continuar siendo evaluada como
alternativa terapéutica para la endometriosis®.

En sintesis, la muerte celular programada es
un evento sumamente complejo y finamente regulado,
que estd involucrado tanto en la fisiologia como en la
patologia del sistema reproductor femenino. El delicado
balance entre la apoptosis y la proliferacion celular es
fundamental, ya que permite que los tejidos puedan res-
ponder en forma ciclica a los cambios hormonales que
acontecen en la vida reproductiva de las mujeres. Por
otro lado, se han detectado defectos en los niveles de
apoptosis en ciertas patologias de tejidos reproductivos
como en la endometriosis, donde la investigacion bésica
estd aportando nuevos fundamentos para utilizarlos en la
busqueda de alternativas terapéuticas més eficientes.
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