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Resumen

La endometriosis es un trastorno cronico y se caracteriza por la presencia de
tejido endometrial en forma anormal fuera del Gtero o llamado también
endometrio ectépico. Esta enfermedad tiene una alta prevalencia en las
mujeres en edad reproductiva y en funcion al sitio de implantacion se identifica
como endometriosis pélvica, ovéarica y profunda infiltrante. Los sintomas mas
comunes son el dolor pélvico, la dismenorrea, la dispareunia y la infertilidad,
conduciendo a la reduccion en la calidad de vida de la paciente. La etiologia de
la enfermedad sigue siendo desconocida. Sin embargo, los investigadores
expertos en esta area han propuestos varias teorias para tratar de explicar el
origen y establecimiento de la endometriosis que incluyen a la menstruacion
retrograda e implantacion de sitio ectopicos, a la de metaplasia del epitelio
celdomico y la teoria de la induccion, identificacion de poblacion celular de tipo
troncal/progenitor, entre otras. Aunado a los recientes avances en investigacion
se examinan otros factores de riesgo que pueden estar implicados
potencialmente en la formacidén de la endometriosis, incluyendo a la genética,
factores inmunoldgicos, factores inflamatorios, modificacion de la funcion del
endometrio eutdpico y especificidad de toxinas del medio ambiente. Asociados
a estos factores, se han propuesto diferentes mecanismos moleculares que
podrian estar involucrados en la funcibn de los implantes ectdpicos
caracteristicos de la endometriosis asi como de las mismas funciones en el
endometrio eutopico quien ha sido considerado un factor muy importante del
cual derivan o se desprenden células de endometrio que pueden proliferar,
implantarse, promover angiogénesis y con una alta capacidad de escape a la

vigilancia inmune.

Las funciones biolégicas del endometrio ampliamente estudiadas, se refieren a
la proliferacion y la apoptosis, la adhesion e invasion, la angiogénesis y fallas
en la actividad inmune. Asociados a éstas, se han considerado varias vias
sefalizacion que involucran a diferentes proteinas y factores de transcripcion
relacionados con las alteraciones de las respuestas celulares en sitios
ectopicos asi como en el endometrio eutdpico de mujeres con endometriosis,

por ejemplo, las proteinas STAT, SMAD y MAPK. Recientemente, la



participacion de la proteina cinasa B o Akt, también ha sido descrita en las
funciones del endometrio asi como en la endometriosis, esta proteina cinasa
esta involucrada en la modulacion del crecimiento, supervivencia, proliferacion,
y metabolismo celulares a través de la activacion de sustratos blanco como
MTOR, GSK3a/B, FOXOs, Bad, IKKa, p21Cipl. Akt se localiza en el citoplasma
en su forma inactiva y es reclutada a la membrana plasmatica tras la
fosofrialcion en la posicion 3 del anillo inositol de fosfoinositidos por la
fosfoinositido-3-cinasa (PI3K). Esta via de sefalizacion puede ser activada por
receptores tipo tirosina cinasa, como el receptor c-Kit que es activado por su
ligando stem cell factor (SCF).

Nuestro objetivo fue investigar si SCF y su receptor c-Kit, un oncogene, sobre
la funcién del endometrio eutépico de pacientes con endometriosis. Para este
estudio se obtuvieron biopsias de35 mujeres con endometriosis y 25 mujeres
eumenorreicas fértiles. Se analizé la expresion in situ de SCF/c-Kit, Ki67, de la
proteina serinal/treonina cinasa (Akt), la proteina Akt fosforilada (pAkt), la
cinasa glucogeno sintasa 3 beta (GSK3p) y su producto fosforilado (pGSK3p),
a través de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia en tejido eutopico
endometrial durante las fases proliferativa y secretora. Resultados: La
expresion de Ki67 y SCF fue mayor en endometriosis que en los tejidos del
grupo control (P <0,05) y mayor en la fase secretora en lugar de la fase
proliferativa (P <0,01) del endometrio en la endometriosis. La expresion de c-Kit
también fue mayor en la endometriosis aunque similar en ambas fases. La
expresion de Akt y GSK3p fue identico en todas las muestras y entre las fases
del ciclo menstrual, mientras que pAkt y pGSK3p, resultados opuestos al grupo
control, se mantuvo sobreexpresada en la fase secretora en la endometriosis.
Conclusion: La incesante proliferacion celular en la fase secretora del
endometrio eutdpico de mujeres con endometriosis esta vinculada a la
desregulacion de la via de sefalizacion de Akt/GSK3[ promovida por SCF y la

activacion del receptor c-Kit.



Abstract

Endometriosis is a chronic condition and is characterized by the presence of
endometrial tissue abnormally found outside the uterus. It is also called ectopic
endometrium. This disease is highly prevalent in women of reproductive age
and according to the site of ectopic implantation it is identified as pelvic, ovarian
and deep infiltrating endometriosis. The most common symptoms are pelvic
pain, dysmenorrhea, dyspareunia, and infertility, leading to disruption and
reduced quality of life of the patient. The etiology of the disease remains
unknown. However, expert researchers in this area have proposed several
theories to explain the origin and development of endometriosis that include
retrograde menstruation and implantation of ectopic site, the coelomic
metaplasia of the epithelium and the theory of induction, identification cell
population of stem/progenitor type, among others. The recent advances in
research include other risk factors that may potentially be involved in the
formation of endometriosis, such as genetics, immunological factors,
inflammatory factors, changes in the function of eutopic endometrium, and
specificity of toxins from the environment. In relation to these factors, there are
hypotheses regarding different molecular mechanisms that may be involved in
the function of the characteristic ectopic endometriosis implants and the same
functions in the eutopic endometrium, which has been considered a very
important factor from which endometrial cells —that can proliferate, implant,
promote angiogenesis, and a high ability to escape immune surveillance—

derive or peel.

Extensively studied biological functions refer to the proliferation and apoptosis,
adhesion and invasion, angiogenesis, and immune activity failures. In relation to
them, we considered several signaling pathways involving different protein and
transcription factors associated with alterations in cellular responses and
ectopic sites in eutopic endometrium of women with endometriosis, for example,
STAT proteins, SMAD and MAPK. Recently, the involvement of protein kinase
B or Akt, also described in the functions of the endometrium as well as
endometriosis, this protein kinase is involved in modulating the growth, survival,

proliferation and cell metabolism through the activation of key substrates, like



MTOR, GSK3a/B, FOXOs, Bad, IKKa, p21Cipl. Akt is located in the citroplasma
in its inactive form and is recruited to the plasma membrane following
phosphorylation in the 3 position of the inositol ring of phosphoinositides by the
phosphoinositide 3-kinase (PI3K). This signaling pathway by receptors type
tyrosine kinase can be activated, as the c-kit receptor and activated by its ligand
SCF.

Our objective was to investigate the role of SCF and its receptor proto-
oncogene c-kit on the role of eutopic endometrium of patients with
endometriosis. For this study, biopsies from 35 women with endometriosis and
25 fertile eumenorrheic women were obtained. The expression of SCF / c-Kit,
Ki67, protein serine / threonine kinase (Akt) protein phosphorylated Akt (pAkt),
glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3p), and phosphorylated product
(pGSK3p)was analyzed through immunohistochemistry and
immunofluorescence in eutopic endometrial tissue during the proliferative and

secretory phases.

Results: SCF and Ki67 expression was higher in endometriosis than in tissues
of control group (P <0.05) and higher in the secretory phase instead of the
proliferative phase (P <0.01) from patients with endometrial endometriosis. The
c-kit expression was also higher in endometriosis compared to normal women
although similar in both phases. The expression of Akt and GSK3p was similar
in all samples and between the phases of the menstrual cycle, while pAkt and
pGSK3p, presented differences with the control group, its expression remained

increased in the secretory phase in samples from patients with endometriosis.

Conclusion: The increased Ki67 proliferation marker during the secretory phase
of the eutopic endometrium of women with endometriosis and deregulation of
the Akt/GSK3p signaling pathway associated with the significant increase of
SCF and the activation of c-Kit receptor suggests participation in deregulated

proliferation of endometrium in patients with endometriosis.



Introduccidén

Endometriosis

Es un trastorno ginecolégico benigno que se define como la presencia y
proliferacion de tejido endometrial, estroma y glandulas, fuera de cavidad
uterina (endometrio ectépico) principalmente en el peritoneo pélvico pero que
puede localizarse sobre los ovarios, el septum rectovaginal, el uréter y rara vez
en la vejiga, el pericardio y la pleura, entre otros (Figura 1; Guidice, 2004;
Comiter, 2002), este tejido ectopico experimenta las mismas variaciones que el
endometrio normal durante el ciclo menstrual y se desarrolla en el estadio

estrogénico (Sharpe-Timms, 1997).

Los sintomas mas comunes en las mujeres con endometriosis son la
dismenorrea secundaria y progresiva, el dolor que usualmente comienza antes
de la menstruacion y continda a traves de los dias que se presenta el flujo
menstrual, acompafado por la dispareunia, la disuria o la disquecia. El dolor,
también se ha referido a las regiones musculo-esqueléticas como la espalda
baja. La intensidad del dolor esta principalmente influenciada por la localizacion
y profundidad del implante endometridsico, por ejemplo los implantes
profundos y con una extensa area inervada estan consistentemente asociados
al dolor. Se ha propuesto que la menstruacion ciclica in situ en el sitio de una
lesién endometridsica podria promover un nicho inflamatorio crénico, asi como,
la liberacion de citocinas y la activacion de las prostaglandinas que regulan la
percepcion del dolor, o la directa infiltracion de células endometridsicas dentro
de los nervios aferentes (Vercellini et al., 2003) yel aumento del ambiente
inflamatorio podria provocar la sensibilizacion de los nociceptores y de las

neuronas centrales (Latremoliere y Woolf, 2009).

La infertilidad asociada a la endometrios es otra de las principales
manifestaciones clinicas, ésta podria ser resultado de la distorsién en la
relacion anatémica de la pelvis provocada por la fibrosis y la formacién de

adhesiones asociadas a la liberacién de diversas sustancias en el endometrio,



producidas por los implantes endometriésicos, las cuales podrian incluir
prostaglandinas, citocinas y factores de crecimiento, asi como factores

embriotéxicos (Burns y Schenken, 1999).

La endometriosis presenta una prevalencia estimada entre el 10 al 15 % en
mujeres en edad reproductiva, lo que la hace una patologia dependiente de
estrogenos (Olive y Pritts; 2001), su etiologia y patogénesis son controversiales
pero se creé que involucra mdultiples procesos genéticos, enddcrinos,

inmunologicos, angiogénicos y ambientales (Bouquet, et al., 2014).
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Figura 1. Localizacion anatémica de los sitios probables de implantacion de las células del

endometrio y la generacién de focos endometridsicos. (Modificada de: Olive y Pritts, 2001).



Fisiopatologia

Teorias clasicas del origen de la endometriosis

Una extensa investigacion y diversas hipotesis han sido propuestas para
explicar el origen de la endometriosis, las cuales incluyen: la teoria de
Sampson y la menstruacion retrograda; es decir, las células endometriales son
transportadas y diseminadas a la cavidad peritoneal mediante flujo retrégrado a
través de los tubos de falopio, pero también pueden implantarse en cualquier
tejido de la zona abdomino-pélvica (Sampson, 1927).En estudios recientes se
ha mostrado que el flujo menstrual contiene factores que alteran la morfologia
del mesotelio peritoneal; lo que puede crear zonas de adhesion endometrial
(Velasco-Ruiz, 2002). Esta se lleva a cabo gracias a inductores de adhesion
molecular y sus receptores; citocinas y factores de crecimiento (IL-8, IL-1, TNF-
alfa); factores de crecimiento endotelial; sobrexpresion de metaloproteinas y
activadores de plasmindgeno que garantizan destruccion local de la matriz

extracelular (Van Langendonckt, 2002).

Teoria de la metaplasia celdmica o de Meyer, sugiere que el peritoneo parietal
es un tejido pluripotencial, que poseé la capacidad de diferenciarse en todos
los tipos de tejidos en que lo hizo en su etapa embrionaria. Tanto el ovario
como el progenitor del endometrio, los ductos Mdullerianos, provienen del
epitelio celémico, por lo que la metaplasia podria explicar el desarrollo de la
endometriosis ovarica, asi como al peritoneo, por su alto potencial de
proliferacion y diferenciacion del mesotelio peritoneal. Los procesos
metaplasicos aumentan con la edad, sin embargo la endometriosis se limita a
la vida reproductiva, de modo que esta teoria, tomaria fuerza si se atribuye a

una metaplasia inducida por estrégenos (Seli, 2003).

Teoria de la metastasis linfo-vascular. Evidencias importantes apoyan el origen
de la endometriosis a partir de la propagacion de tejido endometrial por una red
linfatica o vascular aberrantes (Ueki, 1991). La localizacion de focos

endometriésicos en el perineo o la ingle, refuerzan esta teoria (Mitchell, 1991,



Pollack, 1990). La region retroperitoneal tiene abundante circulacion linfatica y
en los casos en los que no se presenta una lesion peritoneal pero sin lesiones
retroperitoneales sugiere que pudo generarse a través de la propagacion
linfatica (Moore, 1988). Adicionalmente, la propagacién del adenocarcinoma
endometrial por la via linfatica indica una tendencia y facilidad de transporte del
endometrio por esta misma ruta para el caso de la endometriosis (McMeekin,
2003). Sin embargo pocos son los estudios que evallan experimentalmente

esta transmision de la endometriosis.

Teorias actuales en la histogénesis de la endometriosis

Otra de las teorias propuestas es la teoria de la Induccion, la cual propone
como factores biolégicos u hormonales pueden inducir la diferenciacion o
indiferenciacion de las células dentro del tejido endometrial (Vinatier, 2001).
Estos factores pueden ser exdgenos o liberados directamente desde el
endometrio (Bontis, 1997). En estudios in vitro se ha demostrado el potencial
del epitelio ovarico, el cual se ha sometido a la transformacion hacia lesiones

endometriésicas ante el estimulo con estrégenos (Matsura, 1999).

Por otra parte, la reciente caracterizaciéon de células stem/progenitoras en el
endometrio ofrecen una nueva direccion sobre el origen del tejido endometrial
ectopico y los mecanismos involucrados en la patogénesis de la endometriosis
(Li T, 2014). Al respecto, se ha preguntado si las células stem/progenitoras
incrementarian su capacidad para implantarse y establecerse por si mismas
como tejido ectbpico, o si las células stem normales se implantarian en un
peritoneo anormal. Durante cada ciclo menstrual, el endometrio y los vasos
sanguineos experimentan un extenso crecimiento y proliferacion (Gargett CE,
2010). Las células progenitoras tienen un papel critico en la reposicion y
regeneracion de tejidos dafiados debido a su alto potencial de renovacién (Hsu
YC, 2014). Se ha hipotetizado que las células progenitoras adultas son
responsables de la regeneracion ciclica en la fase reproductiva de la mujer. En
recientes investigaciones se ha demostrado como las células progenitoras

residentes en la capa basal del endometrio pueden viajar durante la



menstruacion a través de la trompa de Falopio a la cavidad peritoneal y pueden

establecerse como implantes endometriésicos (Sasson y Taylor, 2008).

Por otro lado, se ha identificado la formacién de clonas de glandulas
endometriales a partir de células aisladas del endometrio en cultivo (Dimitrov,
et al, 2008; Schwab, 2008), asi como la identificacion de marcadores tipo stem
a nivel de expresion génica, incluyendo factores de transcripcion asociados a
pluripotencialidad, por ejemplo: Oct4, Nanog, KLF4 y Sox2 (Pacchiarotti, 2011,
Park, 2011) y como marcadores de célula stem adulta; CD146, CD73, CD9O0,
notchl y Msil (Taylor, 2004). Adicionalmente, a través del analisis por
microarreglos se ha demostrado que en el endometrio eutépico el perfil de
expresion génica de pacientes con endometriosis difiere de las muestras
control no afectadas (Masuda, 2010; Gargett, 2007; Wu, 2006). Estas
evidencias sugieren que la presencia de implantes endometriosicos podrian
alterar la expresion génica dentro del endometrio eutépico yen consecuencia la
funcién del mismo. Si bien, se ha considerado e identificado varios factores
involucrados en la endometriosis, la propensién para provocar esta patologia
en algunas mujeres pero no en otras, demuestra que esta enfermedad aun

presenta etiologia no identificada (Figura 2).

Mecanismos celulares en la endometriosis

La endometriosis esta considerada cdmo un trastorno benigno, sin embargo se
han descrito alteraciones en los mecanismos celulares y moleculares como la
proliferacion, la invasion, la funcién inmune y neo-angiogénesis (Bouquet De
Jolinére, et al, 2014).

Proliferacion y su regulacion en la endometriosis

La interaccion de estradiol (E2) y progesterona (P4) con sus respectivos
receptores son los principales reguladores de los mecanismos de proliferacion
en el endometrio (Jiang QY y Wu RU, 2012). La ciclica regulacion de la
proliferacion celular no esta presente en el tejido endometridsico la cual se

caracteriza por alteraciones en las moléculas del ciclo celular como las ciclinas



(ciclina D1) y la cinasas dependientes de ciclinas, las cuales son hormono-

dependientes (Pellegrini, et al., 2012).
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Figura 2. Teorias propuestas en la patogénesis de la endometriosis (Modificada de:
Yanson Falcone, Obstet Gynecol 2011).

Por ejemplo, el factor de transcripcion FOXO1A (Shazand, et al., 2004),
involucrado en la apoptosis y ciclo celular, esta regulado por la P4y su
expresion esta reducida significativamente en el tejido endometrial de mujeres
con endometriosis, al igual que otro regulador proteico del ciclo celular ErbB-2
(TOB1), lo cual podria ser resultado del aumento de la interleucina-1p (IL-
1B; Schneider , et al., 1998). Ademas, el factor de crecimiento epidermal (EGF)
y la disminucién de su regulador negativo, el gene 6 mitégeno inducible (MIG6),
contribuyen al crecimiento no mitigado de las células enometriales asi como al
estimulo de la proliferacion de las células endometriésicas (Klemm, et al, 2007,
Chegini, et al., 1992).Por otra parte, el sangrado recurrente que se observa de

10



manera caracteristica en la endometriosis esta relacionado a la continua
generacion de trombina la cual subsecuentemente puede estimular la
proliferacion de las células endometridsicas a través de la activaciéon de los
receptores activados por protreasas (PAR1) y la subsecuente activacion de sus
proteinas blanco como la proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP1), el
factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la IL-1B,la enzima cicloxigenasa 2
(COX-2), el factor de crecimiento hepatico (HGF) y el factor tisular (TF; Jiang y
Wu, 2012; Olivares, et al., 2008). Ademas, el aumento significativo en los
niveles TNFa, IL"s y HGF en el fluido peritoneal de mujeres con endometriosis
podria contribuir a la proliferacion de las células endometridsicas (Bergqvist, et
al., 2001; Yoshida, et al., 2004).

Apoptosis en el endometrio humano y la endometriosis

La muerte celular programada o apoptosis, es un proceso fisiologico requerido
para el balance en el crecimiento, diferenciacion y renovacion de muchos
tejidos, en ella se involucra la ruptura selectiva internucleosomal de la
cromatina, originando el englobamiento y reduccion celulares (Kerr et al.,
1972).En el endometrio humano, la apoptosis es particularmente importante
debido a los ciclos de proliferacion y recambio celulares, en donde la
fragmentacion caracteristica del DNA ha sido ampliamente documentada
(Tabibzadeh, 1996; Nasu et al., 2011). Durante este proceso, en el endometrio
normal se lleva a cabo la eliminacién de células disfuncionales o senescentes y
se prepara el camino para la reparacion tisular en cada ciclo menstrual. Las
células apoptoticas predominan en el epitelio glandular pero también pueden
ser encontradas en el estroma. El nimero de células apoptéticas en la capa
funcional del endometrio normal incrementa en la fase secretora tardia y su
maximo nivel se registra en la menstruacion, seguido por la proliferacion de
nuevas células desde la capa basal en la siguiente fase proliferativa de cada
ciclo (Vaskivuo, et al., 2000).

En el caso de la endometriosis las células del endometrio presentan resistencia

a la apoptosis y a la regulacion hormonal de esta. Diferentes evidencias in vitro
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han demostrado que las células endometridsicas responden mas intensamente
a los efectos anti-apoptoticos inducidos por los estrogenos. Por ejemplo, la
proteina antiapoptoética, la cinasa regulada por sefial extracelular (ERK)1/2 esta
altamente activada (fosforilada) en las células del endometrio glandular de
tejido ectopico y eutopico de mujeres con endometriosis a lo largo del ciclo
menstrual (Murk et al., 2008). Por otra parte, los estrégenos estimulan la
fosforilacion de ERK1/2 en las células del estroma aisladas del endometrio
eutdpico de pacientes con endometriosis, pero no en las células estromales de
mujeres sin enfermedad. Por otra parte, la resistencia a la P4 es uno de los
mecanismos patogénicos asociados e involucrados en la supervivencia de los
implantes endometriésicos. Los niveles de expresion del PR (mRNA),
particularmente los transcritos que codifican a la isoforma B, estan reducidos
en las lesiones ectdpicas extraovaricas comparados con los niveles en el
endometrio eutépico de las mismas pacientes efectos que han sido
cuantificados por western blot demostrando cambios en la proteina (Attia et al.,
200). A través del analisis inmunohistoquimico, se sugiere que los niveles de
PR tienden a ser bajos y sin variacion a traves del ciclo menstrual en las
lesiones peritoneales (Beliard et al., 2004). Ademas, el establecimiento de las
lesiones endometriésicas en la pelvis son capaces de inducir resistencia de
larga duracion en el endometrio eutopico ante P4 (Al-Sabbagh et al., 2012;
Fazleabas, 2010). El indice apoptético en la fase secretora media del
endometrio esta reducida en las mujeres con endometriosis (Szymanowski,
2007), lo que sugiere una respuesta subnormal a la P4, indice que se
restablece después de que las pacientes son tratadas con una combinacién de
anticonceptivos orales (Meresman et al., 2002) o con un sistema intrauterino de

liberacion de levonorgestrel (Gomes et al. 2009).
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i ...En la endometriosis, las
Células normales células del estroma y epitelio
en apoptosis glandular no entran en apoptosis

Angiogénesis
Factores anti-apoptéticos

Inflamacién crénica (incremento
de macrdéfagos/linfocitos T)

con disminucién de la citotoxicidad
de las células NK

Sintesis de estradiol via aromatasa
Fibrosis

Infiltracion de fibras nerviosas dentro
de la superficie del endometrio

Lesion
neo-vasculatura -

Fibrosis/
Dafio

Implantes

Endometriésicos Fibras nerviosas

invaden lesién

Figura 3. Predisposiciones moleculares para el desarrollo de la endometriosis (Modificada de

Yanson Falcone. Obstet Gynecol 2011).
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Vias de sefalizacion, potenciales biomarcadores en la patogénesis de la

endometriosis

El analisis de la informacién disponible del estudio del transcriptoma a través
de diferentes datos derivados de microarreglos han permitido identificar las vias
de sefializacidon reguladas diferencialmente y que en este caso podrian estar
involucradas con la patogénesis de la endometriosis, seguido de un segundo
analisis que pudiera revelar a las proteinas, los péptidos o RNA mensajeros

como Utiles biomarcadores o potenciales agentes terapeuticos.

Al respecto, las proteinas transductoras de sefal y activadoras de la
transcripcion (STAT), forman un nodo central en la regulacion de la mayoria de
vias de sefalizacion. La familia de STATs incluye siete factores de
transcripcion que residen en el citoplasma en forma inactiva. Los STATs se
dividen en dos grupos de acuerdo a su funcioén. El primero de ellos lo conforma,
STAT-2, 4y 6, los cuales son activados por citosinas y estan involucrados en el
desarrollo de células T y la sefializacion de IFN-y (Calo V, et al., 2003). Los
STATs-1, 3y 5 son principalmente activados por factores de crecimiento como;
EGF, PDGF, FGFR, IL-6, HGF y VEGF y regulan la proliferacion y la apoptosis
(Calo, et al., 2003). Los STATs median sus efectos a través de la transcripcion
de genes blanco y promueven la proliferacion (CCND1 y c-Myc), la
angiogénesis, la invasion y suprimen la apoptosis (Bcl-xL, Bcl-2, Mcl-1 y
survivina; Turkson y Jove, 2000). Por ejemplo, la activacion constitutiva de
STATS5 regula los complejos de ciclina D/CDK4-6 en el progreso de la fase G1
a S en el ciclo celular y de respuestas antiapopotica dada por Bcl-xL (Buettner
et al., 2002). STAT3 regula a las ciclinas D1,2, 3y A (cdc25A) y regula a la baja
a p21 y p27 (Fukada, et al., 1998), ademéas de activar factores pro-
angiogénicos como VEGF (Niu G, et al., 2002).

En la endometriosis los mecanismos de proliferacién, inhibicion de la
apopotosis, migracién y angiogénesis son aspectos clave en el establecimiento
de la patogénesis lo que hace factible que las proteinas STATs tengan un

papel importante como reguladores de cada uno de estas respuestas.
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Los factores de transcripcion SMAD son otros reguladores que median las vias
de sefalizaciéon de los factores de crecimiento y propagan las sefiales
intracelulares principalmente de TGF-B, quien es una cinasa serina-treonina
qgue regula la proliferacion célular a través de la fosforilacién a los receptores
de SMADs (R-SMADs) de tipo SMAD2 y SMAD3 (Masague, 1998). La
activacion de éstos, provoca la union de SMAD4 y su translocacion al nucleo y
a su vez formar el complejo de activacion transcripcional (Massague y Wotton,
2000). Las sefales de proliferacion bajo el control transcripcional de TGF-B y
SMADs incluyen la activacion de ciclina-D1, cinasa dependiente de ciclina 4,
p21, p27, pl5 y c-myc (Grady, 2005). TGF-p también regula proteinas a las
pro-apoptéticas Bad y caspasa-3 (Meng, et al., 2013). Otro proceso que esta
influenciado por la secrecion de TGF-Bderivado del aumento de macréfagos en
el fluido peritoneal de mujeres con endometriosis, es el compromiso de status
inmune, en donde se puede inducir la expresion de otras proteinas como MCP-
1, COX-2 y PGE2, provocando un respuesta inflamatoria crénica lo que podria

contribuir a la patogénesis de la endometriosis (Malhotra N, et al., 2013).

Por otra parte, la activacion constitutiva del factor NF-kB, importante regulador
de la respuesta inflamatoria, ha sido demostrada en células endometridsicas
(Wieser et al., 2005), sugiriendo que este factor puede promover el crecimiento
y supervivencia de estas lesiones ya que en presencia de inhibidores
especificos se bloguea la proliferacion de las células endometridsicas del

estroma y se induce la apoptosis (Gonzéalez-Ramos et al., 2008).

La via de sefializacion que involucra a la proteina cinasa activada por mitbgeno
(MAPK)/cinasa regulada por sefal extracelular (ERK) o llamada también la via
MEK ha sido ampliamente estudiada. Esta via regula las sefales de
proliferacion, apoptosis, adhesion, invasion, angiogénesis y evasion de la
vigilancia inmune (Chappell, et al., 2011). ERK controla la expresion
transcripcional de c-myc y c-fos (Maurer, et al., 2011) y en citoplasma regula la
familia de proteinas cinasas ribosomales S6 (RSK) quienes subsecuentemente

regulan la progresién de el ciclo celular via la expresion de p27 y de la
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apoptosis via inhibicion de Bad (Roskoski, 2012). Con relacion a la evasion de
la vigilancia inmune se ha sugerido que promueve una regulacién a la baja de
los antigenos de superficie celular que podrian ser reconocidos por las células
T (Liu y Lang, 2011). De tal manera que este regulador maestro de diversas
vias de sefalizacion ha sido considerado, en la endometriosis, como un blanco

terapéutico.

PKB/AKT y Endometriosis

La familia de proteinas de Akt esta constituida por tres diferentes isoforma;
cada una de las cuales es producida por un gene especifico. Las tres distintas
isoformas son Aktl/PKBa, Akt2/PKBB y Akt3/PKBy; cada una de estas
isoformas presenta alta homologia (> 85%) en su secuencia asi como,
funcional y estructuralmente (Fabi y Asselin, 2014). Akt es un efector clave de
la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y regulador pleiotrépico que regula multiples
procesos celulares como la evasion de la apoptosis, la diferenciacion,
supervivencia y proliferacion celulares (Manning y Cantley, 2007; Hennessy et
al., 2005). PI3K fosforila la posicion 3 de los fosfolipidos fosfatidilinositol (P1), 4-
fosfato fosfatidilinositol (PI(4)P) y 4,5-difosfato fosfatidilinositol (PI(4,5)P2) para
general PI(3)P, PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3, respectivamente. Estos fosfolipidos
son segundos mensajeros que regulan la actividad de Akt mediante la unién
sobre el domino PH (Pleckstrin Homology) y que le confiere propiedades de
adhesion sobre la membrana plasmatica (Lemmon, 2007). La interaccion del
dominio PH de Akt y PI(3,4)P2 induce un cambio conformacional de la proteina
dejando al descubierto residuos de treonina (Trh 308 para Akt, Trh 309 para
Akt2 y Trh 305 para Akt3) que son fosforilados por PDK-1 (Raimondi y Falasca,
2011). La activacion completa de Akt se lleva a cabo mediante una segunda
fosforilacion sobre residuos de serina (S473Aktl, S474Akt2 y S472Akt3) por la
proteina PDK-2 (Yang et al., 2002).

En la endometriosis, la via de Akt esta sobre activada debido al ambiente
inflamatorio y hormonal de la enfermedad (Cinar et al., 2009; Eaton et al.,
2013). Diversos estudios en utero de roedor han demostrado que Akt es un

factor de supervivencia de las células endometriales (Tessier, et al., 2001; Dery
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et al., 2003; Caron, et al., 2009). En las células del estroma endometrial
humano, los niveles de Akt fosforilado disminuye el namero de células
decidualizadas (Yoshino, et al., 2003), asi como del marcador de
decidualizacion IGFBP1 (Lathi, et al., 2005). La rapida fosforilacion de Akt en
las células de el estroma endometrial promovida por E2 induce el incremento
en la proliferacion y la migracion de estas células (Gentilini, et al., 2007). Uno
de los posibles factores responsables de la alta fosforilacion de Akt en las
células endometriésicas podria estar relacionado a la local y continua
estimulacion del receptor de estrégenos debido a la produccion intra-lesional
de estradiol, como lo han sugerido otros estudios que demuestran aumento de

la actividad y expresion de la aromatasa local (Bulun et al., 2012).

Estudios realizados en células derivadas de biopsias de endometrio y en
células de epitelio endometrial (células Ishikawa) mostraron que el E2 aumenta
significativamente la fosforilacion de Akt, respuesta inhibida en presencia del
inhibidor de la proteina PI3K, wortmanina (Ozlem, et al., 2004), sugiriendo que
el E2 podria ejercer en parte su efectos proliferativos y antiapoptéticos de

manera no genodmica a través de la via de sefializacion de Akt.

Sin embargo este regulador downstream, es activado por multiples factores de
crecimiento que se unen a sus receptores de tipo tirocina cinasa y
subsecuentemente fosforila a la cinasa 3-fosfoinositido (PI3K). PKB/Akt
fosforilado surge como una molécula clave de sefializacién a través de sus
sustratos blanco como mTOR, GSK3a/p, FOXOs, Bad, IKKa, p21Cipl, ER,
entre otros (Lee y Kim, 2014) en diversos procesos fisiolégicos como
tumorogénesis, ademas que regula diversos procesos celulares como la
apoptosis, supervivencia celular, el ciclo celular, angiogénesis y captura de
glucosa (Scheid y Woodgett, 2001; Nicholson y Anderson, 2002). El analisis
seriado de expresion génica (SAGE) reveld el incremento en los niveles de
PI3K y Akt fosforilado (S473) en tejidos endometridsicos, probablemente a
través del aumento en la expresion de GAS6, AXL y ACTN4, responsables del
aumento de la proliferacion y motilidad (Honda et al., 2008). Otros estudios

resaltan la relacion entre los altos niveles de Akt fosforilado y el incremento en
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la expresion de survivina, sugiriendo que Akt permite la supervivencia celular y

evita la apoptosis (Zhang et al., 2009).

En estudios recientes se ha demostrado una elevada expresién Aktl en etapas
tempranas de la endometriosis y una expresion moderada en etapas
posteriores de la enfermedad, la expresion de Aktl fue abrumadoramente
localizada en el citoplasma de las células del estroma y del epitelio glandular y
se asocio a la disminucion de la infertilidad en las pacientes. (Laudanski, et al.,
2009).

El papel de Akt en el establecimiento de lesiones ectdpica ha sido demostrado
a través de la inhibicion dosis dependiente de Akt fosforilado (S743) en las
células del estroma provenientes de endometriomas ovaricos humanos, asi
como en las células del estroma de pacientes libres de la enfermedad en
presencia del inhibidor alostérico MK-2206 (Ozlem et al., 2004). Por otra parte,
también se observé la disminucién del marcador de proliferacion Ki-67, en los
ratones tratados con el inhibidor, aunado al aumento en la expresion de los
niveles de FOXO1 y del PR (Kim, et al, 2014).

Diversos estudios han investigado la apoptosis y la proliferacion del endometrio
ectdpico endometridsico, aunque algunos estudios no revelan diferencias en
los niveles de Ki67, en mujeres con o sin endometriosis (Mettler et al., 1997;
Bourlev et al., 2005) otros estudios, sin embargo, si han encontrado un
incremento de este marcador en las mujeres afectadas (Burlev et al., 2006;
Johnson et al., 2005; Park et a., 2009). Se ha encontrado que el porcentaje de
apoptosis en las células endometriales desprendidas, asi como en el epitelio
glandular de mujeres con endometriosis esta significativamente disminuido en
las fases proliferativa y secretoria tardia, lo que sugiere pérdida de la
variabilidad ciclica de la apoptosis. El incremento en la supervivencia y
proliferacion de las células que salen de la cavidad uterina podria estar
asociado a la implantacion de dichas células en otras superficies peritoneales e

incluso en 6rganos abdominales (Dmowski et al., 2001).

En resumen, existen una serie de alteraciones celulares y moleculares

ampliamente estudiadas en las lesiones endometriésicas, que correlacionan
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con el crecimiento y la proliferacion celular anormal en sitios ectopicos del

endometrio.

Stem cell factor /receptor c-Kit en el endometrio y en la endometriosis

Las células epiteliales del endometrio normal y tejido ectépico endometridsico
expresan marcadores tipo célula progenitora como oct-4 y c-Kit (Pacchiarotti, et
al., 2011; Cho, et al., 2004). c-Kit es un proto-oncogene que codifica para la
proteina receptor tipo tirocina cinasa (Roskoski R, 2005; Sharkey AM, et al,
1994), su ligando es la proteina SCF (stem cell factor) y son esenciales en la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las células que expresan c-Kit,
como es el caso de las células progenitoras hematopoyéticas, mastocitos,
melanocitos y en el endometrio normal (Goette et al 2011; Uzan et al., 2005;
Yarden et al., 1987).

La identificacion de mRNA de SCF y c-kit ha sido demostrada en el endometrio
en las fases proliferativa y secretora, en tejido placentario y en trofoblastos
sugiriendo una regulacion en los procesos de crecimiento, proliferacién vy
diferenciacion (Kauma et al, 1996; Saito et al, 1994). La cuantificacion de la
proteina de SCF en el plasma seminal, en el suero humano (3.3 +/- 1.1 ng/ml,
Langley et al, 1993) y en el fluido peritoneal de mujeres con y sin endometriosis
has sido determinada (Osuga et al, 2000). Adicionalmente, SCF y/o su receptor
c-Kit han sido identificados en las células del estroma de tumores
grastrointestinales (Lux et al., 2000), en adenocarcinoma endometrial (EImore
et al., 2001) asi como en las lesiones endometridsicas peritoneales y ovaricas
(Uzan et al., 2005), sugiriendo que el eje SCF/c-Kit esta involucrado en la

patogénesis de la endometriosis.

Por otra parte, se sabe que la regulacion de la proliferacion, la diferenciacion y
la migracion, antes mencionadas, es llevada a cabo por la activacion de al
menos cuatro vias de sefalizacion, que incluyen la via de fosfatidil-inositol 3-
cinasa (PI3-K), la familia de proteinas tirosina cinasas, Janus, las proteinas Src
y la cascada de Ras-Raf-MAP (MAPK Li et al., 2006), de forma interesante en

carcinomas serosos de ovario y endometriomas, la activacién de la via PI3-
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K/Akt y GSK3p ha sido claramente identificada (Wu, et al., 2011; Espinosa, et
al., 2011).Adicionalmente, la endometriosis ha sido considerada una lesion pre-
cancerosa asociada con el cancer de ovario (Lai, et al., 2013; Siufi, et al.,
2014), sin embargo, la expresion y regulacién de SCF/c-kit en el endometrio
eutopico no ha sido distintivamente evaluada, esta via podria estar participando
al favorecer la funcion normal del endometrio eutépico y podria estar alterada

en la endometriosis.
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Planteamiento del problema

El estudio de la endometriosis ha sido por muchos afios motivo de una intensa
investigacion, se conocen muchas teorias que tratan de explicar diferentes
aspectos que podrian contribuir a su establecimiento, actualmente los
investigadores en esta area han propuesto profundizar en los mecanismos
moleculares que estan promoviendo la aparicion y mantenimiento de esta
enfermedad, por lo que en este trabajo nos propusimos ampliar el conocimiento
de la funcion del endometrio, a través del papel de SCF/c-kit y su posible
asociacion con la via Akt/GSK3pB en el endometrio eutopico de mujeres con

endometriosis.
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Hipotesis

En el endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis la activacion del
receptor c-Kit por su ligando SCF a través de la activacion de Akt y la
fosforliracion de GSK3p aumentard la respuesta de proliferacion mediada por

Ki67 en el endometrio proliferativo y secretor de pacientes con endometriosis.

Objetivo General

Analizar la expresion de SCF/c-Kit y Ki-67 y establecer su relacién con
proliferacion celular y la activacion de la via Akt/GSK3B en el endometrio

eutopico de pacientes con endometriosis.

Objetivos Especificos

Analizar y cuantificar la expresion de las proteinas SCF, c-Kit, Ki67en las
biopsias de endometrio eutépico de mujeres control y compararla con

pacientes con diagndstico de endometriosis mediante inmuhohistoquimica.
Analizar y cuantificar la expresion de las proteinas Akt, pAkt, GSK3B y pGSK3p

en las biopsias de endometrio eutopico de mujeres control y compararla con

pacientes con diagndstico de endometriosis mediante inmunofluorescencia.
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Material y Métodos
Pacientes y obtencion de biopsias

Todas las muestras en este estudio de casos-controles fueron obtenidas bajo
consentimiento informado de las pacientes. El comité de ética del Hospital de la
Mujer, Secretaria de Salud, México, Distrito Federa, México (registro: HMINV-
2012-07) aprobo el estudio, el cual fue conducido de acuerdo con las leyes y
procedimientos para el manejos de tejidos humanos con la declaracion de
Helsinki (1964). El grupo control se formo6 por 25 mujeres entre las edades de
19 — 40 afos de edad sin manifestaciones de endometriosis quienes tuvieron
una toma de biopsia de endometrio debido a sangrado uterino, evaluacion del
Gtero ante respuesta hormonal (evidencia de ovulacion), evaluacion a largo
plazo de amenorrea y exclusion de enfermedades pélvicas. ElI analisis
histopatoldgico del grupo control estuvo conformado por 13 muestras en fase
proliferativa y 12 muestras en fase secretora. Los tejidos derivados de
pacientes con endometriosis fueron obtenidos de 35 mujeres, 30 de ellas no-
fumadoras, quienes bajos laparoscopia se determind el estadio Il y IV de
endometriosis, clasificacion acorde a la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva (en inglés: ASRM). Los sintomas presentados con mayor
frecuencia fueron menorragia, dolor pélvico o ambos, evaluados bajo
laparoscopia pélvica. La edad promedio de estas pacientes fue 37 afos (25-
52). Los procedimientos quirargicos fueron llevados a cabo por expertos
ginecdlogos cirujanos en el Departamento de Obstetricia y Ginecologia del
Hospital de la Mujer, Ciudad de México, México, a partir de enero de 2011
hasta octubre de 2012. Ninguna de las mujeres estuvo en tratamiento hormonal
durante los tres meses previos al procedimiento quirdrgico. La fase del ciclo
menstrual en estas pacientes, fue determinado por la historia clinica y por la
descripcion histolégica de acuerdo al criterio de Noyes (1975). La pacientes y
mujeres grupo control fueron consideradas Mexicanas Mextizas y su indice de

masa corporal se registro dentro del invtervalo 20 a 31 kg/m?.
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Inmunohistoquimica

Los tejidos se fijaron en paraformaldehido al 4%; dejandolas hasta 24 horas a
temperatura ambiente (TA). Posteriormente se realizé un lavado con solucién
tampon de fosfatos (PBS) para eliminar los residuos del fijador. Los tejidos se
deshidrataron en un histoquinete e se incluyeron en parafina. Previo a la
realizacion de la inmunohistoquimica, los cortes de tejido fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina para corroborar el diagndstico clinico. Cortes seriales de 4
um de grosor fueron utilizados el andlisis inmunohistoquimico. Los tejidos
incluidos en parafina fueron fijados y deshidratados en concentraciones
decrecientes de etanol. La recuperacion de antigeno se llevo a cabo, al
someter a las muestras a ebullicion en una solucon de citrato de sodio 0.001
mol/L (pH 6) durante 20-40 minutos. En seguida las laminillas con tejido se
lavaron con solucién PBS y se incubaron con solucién de albumina al 2%
durante 2 horas a TA. Concluido este tiempo, se retiro el exceso de solucion de
albumina de las laminillas y se colocaron las difetentes soluciones de
anticuerpo primario y se incubaron 4°C en camara humeda toda la noche. El
anticuerpo para SCF monoclonal de ratbn anti humano (Santa Cruz
biotechnology, Inc., Dallas, Texas) fue diluido 1:200, el anticuerpo para Ki67
(mouse monoclonal, Biocare Medical, Concoerd, California) fue diluido 1:100 y
para la proteina c-Kit se utilizé un anticuerpo en conejo monoclonal (Biocare
Medical, California) diluido 1:50. Al término del periodo de incubacion las
muestras fueron lavadas con PBS y marcado con el sistema de deteccion
avidina-biotina durante 2 horas (1:200; VECTASTAIN ABC ELITE kit; Vector
Laboratories, Inc, Burlington, Vermont) a TA. En seguida se lavaron las
laminillas en PBS y se coloc6é una solucién de 3,3 -diaminobenzidina (Vector
Laboratories, Inc. Burlingame, California) como solucibn cromdgena. Las
muestras fueron contratefiidas con Hematoxilina y evaluadas con el
microscopio Nilon Eclipse E600 (Nikon Instruments Inc., Melville, New York).
Las fotografias se tomaron de 5 campos diferentes por laminilla. El nUmero y
porcentaje de células inmunopositivas para Ki67, SCF y c-Kit fue cuantificado
a través del analisis de imagen con el software Image J NIH (desarrollado en

US National Institutes of Health, USA, disponible en http://rsb.info.nih.gov/nih-

image/) el cual transforma la imagen de color en una imagen de 8 bits; el
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programa calcula la intensidad del area tefiida y mide la cantidad de
pixeles/pulgada cuadrada y convierte las lecturas de blanco (0) a negro (255)
en una escala numeérica expresadas en unidades de densidad 6ptica (OD). Las
cuantificaciones se realizaron por dos observadores independientes. Los
resultados expresados fueron analizados acorde a previos trabajos (Mendoza-
Rodriguez et al., 2003).

Inmunofluorescencia

Las secciones de tejido se prepararon de forma idéntica a la descrita
anteriormente, con la excepcion de la obstruccion de actividad de peroxidasa,
las muestras se incubaron a 4°C en una camara humeda durante la noche con
el anticuerpo primario diluido en PBS. anti-Akt1/2/3, (sc-8312, 1: 100), anti-p-
Aktl / 2/3 (sc-7985-R, 1: 100), anti-GSK3b (sc-9166, 1: 100), y anti-p-GSK3b
(sc-11757-R,1: 100) anticuerpos policlonales de conejo, todos de Santa Cruz
Biotechnology, fueron utilizaron. Al final del periodo de incubacion, las
muestras se lavaron tres vecesen PBS seguido de 2 horas de incubacion en
una dilucion 1:200de la inmunoglobulina especifica de cabra anticonejo
rodamina conjugada-G(Merck Millipore). Las muestras se contratifieron con
Hoechst 33342 benzimida (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los
cortes tefiidos se almacenaron a 4°C antes de ser evaluados con un
microscopio para fluorescencia, Nikon Eclipse E600. Al igual que en la
evaluacion realizada para el analisis de inmunohistoquimica, también se
tomaron 5diferentes campos por laminilla, pero usando el modo RBG en lugar
de 8 bits, se evalud la intensidad de las células inmunopositivas utilizando la

imagen J software.
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Anélisis estadistico

Se examinaron los datos para determinar su distribucion normal utilizando el
test de normalidad da' gostino-Pearson incluido en el software que usamos.
Una vez corroborado, se analizaron los datos por un andlisis de la prueba de
varianza, seguido por una prueba post hoc usando las comparaciones de
Bonferroni. Todo el andlisis estadistico se realizé con GraphPad Prism software
5.0 (San Diego,California). Todos los valores se expresan como la media +
desviacion estandar. Las diferencias se consideraron estadisticamente

significativa con un valor de P <0,05.
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Resultados

En la imagen se observé durante la fase proliferativa de ambos casos,
endometriosis y muestras de control, la superficie del epitelio, las glandulas
curvas, largas, uniformes y pequefias células del estroma con nucleos
redondos y numerosas células mitéticas tanto en el epitelio glandular y
estroma. En la fase secretora, el epitelio se torné a forma cilindrica con ciertas
tortuosidades expuestos y vacuolas secretoras en el polo apical y en el
estroma se mostraron cambios edematosos. Acorde con esta evidencias
consideramos que la morfologia endometrial eutépica de muestras de control y
la endometriosis fueron similares en ambas fases, proliferativa y secretora
(Figura 4A-D).

_Proliferative

Figura 4. Arquitectura histolégica de grupo control y endometrio eutépico con endometriosis.
La imagen representa la organizacién histologica de el epitelio glandular (GE) y el estroma (S)
del control (A y C) y el endometrio eutépico con endometriosis (B y D) en las fases proliferativa
y secretora del ciclo menstrual. Las flechas muestran tipico GE en la fase proliferativa (Ay B) y
la fase secretora (C y D), en el control y el endometrio con endometriosis, respectivamente. La
barra muestra una escala 100 vm. Las biopsias fueron tefiidas con hematoxilina-eosina.
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Expresion de Ki67, SCF y del receptor c-Kit

El aumento significativo en el ndmero nlcleos immunopositivos para el
antigeno Ki67 se observo en el epitelio glandular durante la fase proliferativa
de las mujeres con endometriosis. No se observaron diferencias histolégicas en
las células del estroma de la endometriosis y muestras de control en la misma
fase (Figura 5). El porcentaje promedio de células inmunopositivas para Ki67
en la muestras con endometriosis fue de 93,84% + 19% vs 62% + 94% en el

control grupo (P <0,01; Figura5 Ay B).

Inesperadamente, el aumento altamente significativo en el porcentaje promedio
de células inmunopositivas para Ki67se observo 62,14% + 8,27% frente al
5,4% + 1,64%en el epitelio glandular de muestras durante la endometriosis
fase secretora (P <0,01; Figuras 5D) en comparaciéon con muestras de control
(Figura 4C); esta diferencia también se observé en el estroma y fue significativa
(25,14% + 6,76% vs 2,58% + 0,8%, P < 0,05; figura 5).

La expresiéon de SCF en el epitelio glandular y las células del estroma de
muestras con endometriosis también aument6 en el fase proliferativa en
comparacion con las biopsias control (Figura 5E y F). Las diferencias fueron
altamente significativas (171.9 +27.5 OD vs 62,19 + 7,91 OD, P <0,01) para el
epitelio glandular. También se encontraron diferencias en la expresion de SCF
en el estroma (63.31 + 15.09 OD vs 7.25 + 2.09 OD; P <0,05; figura 5F).

Fue interesante observar que en el secretora fase de biopsias con
endometriosis, las diferencias altamente significativas también fueron
observadas; y particularmente el aumento notable en la expresion de SCF en el
epitelio glandular (120,6 + 23,17 vs OD11,97 + 9,87 OD, P <0,01) y en las
células del estroma (64,82 +19.43 OD vs 7.25 + 2.09 OD, P <0,05; Figura 5G y
H) en comparacion con el grupo control. La expresion de receptor c-Kit se

observé sélo en el epitelio glandular de las biopsias con endometriosis en la
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fase proliferativa y en la fase secretora (Figura 5 1y L). Las diferencias fueron
estadisticamente significativas (93,38 + 16,82 vs 53,76+ 6.74 OD para la fase
proliferativa y 90,47 + 15,36 vs51.69 + 10.90 OD; P <0,05) en comparacion con
el biopsias control. Una observacion interesante fue la presencia ocasional de

células positivas de c-Kit en el estroma de las biopsias de control.
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Figura 5. Expresion de Ki67, SCF, y c-Kit en el endometrio control y el endometrio eutdpico
con endometriosis. Imagen representativa de la expresion de Ki67 en el control y la
endometriosis eutdpica en la fase proliferativa (A y B, respectivamente) y en la fase secretora
(C y D). El porcentaje de nucleos inmunopositivos para Ki67 en EE y ES comparacion con CE y
CS se muestra tanto en la fase proliferativa (1) y la fase secretora (2). Imagen representativa
de la expresion de stem cell factor (SCF) bajo los mismos parametros a Ki67 se muestran en
(E) y(H), el porcentaje de SCF células inmunopositivas en EE y EE en comparacién a CE y CS
se muestra tanto en la proliferativa (3) y las fases secretoras (4). (Continuacién) La expresién
de c-kit se muestra en (1) a (L). El porcentaje de células inmunopositivas c-kit en la CE y EE se
muestra en fase proliferativa (5) y la fase secretora (6). La tincién con IgG como control
negativo se muestra en el recuadro inferior a la izquierda de (C), (G) y (K) para cada uno de los
anticuerpos). S y GE dentro de cada figura sefialan el estroma y el epitelio glandular,
respectivamente. La ampliacion es 400x, la barra de escala = 100 vm. Los histogramas en el
lado derecho de las imagenes representan la media + desviacion estandar de los valores
obtenidos para las muestras control y con endometriosis (n = 35) y el control (n = 25) en las
fases proliferativa o secretora. * P <0,05 y ** P <0,01. CE indica el epitelio de control; EE,
endometriosis epitelio; CS, controlar estroma; ES, estroma endometriosis; Isotipo 1gG,
inmunoglobulina G.
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Expresion de p-Akty p-GSK34

No se observaron diferencias significativas en la expresion de Akt y GSK3p en
las fases proliferativa y secretora entre las biopsias de los grupo control y con
endometriosis. En cambio si se observo el aumento significativo en la expresion
de la proteina Akt fosforilada(S473) en las biopsias en fase proliferativa con
endometriosis en comparacion con las biopsias control (p <0,05);
Curiosamente, esta sobreexpresion permanecid aumentada en la fase
secretora de la biopsias con endometriosis, mientras que, como se esperaba,
las biopsias del grupo control mostraron una reduccion de casi 50% en la
expresion pAkt; las diferencias fueron altamente significativas (Figura6 H e I; P
<0,01). De manera idéntica se observd este comportamiento con las mismas
diferencias estadisticas cuando se evaluaron y analizaron los resultados en la

expresion de la proteina pGSK3p (S9) (Figura 7).
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Figura 6. La expresion de Akt y pAkt (S473) en el control y el endometrio eutdpico con
endometriosis. Imagenes representativas de la expresion de Akt y pAkt (S473)en la fase
proliferativa del endometrio control (A y F) y la endometriosis eutépica (B y G). C y H, expresion
de Akt y pAkt (S473) durante la fase secretora del endometrio control y (D e I) en el endometrio
eutodpico con endometriosis. E y J, Tincién par IgG como control negativo para cada uno de los
anticuerpos. Las flechas muestran la localizacion Akt y pAkt (S473) principalmente en el epitelio
glandular. Ampliacionx1000, barra de escala = 10 vm. Los histogramas representan el valor
medio + la desviacion estdndar de los valores obtenidos para las muestras de endometrio con
endometriosis (n = 35) y el grupo control (n = 25) para cada immunotincion en la proliferativa y
las fase secretora. * P <0,05. GE indica epitelio glandular; S, estroma.
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Figura 7. Expresion de GSK3p y pGSK3p (S9) en el grupo control y el endometrio eutopico con
endometriosis. Imagenes representativas de la expresion proteica de GSK3p ypGSK3p (S9) en
la fase proliferativa del endometrio control (Ay F) y el endometrio con endometriosis (By G). C
y H, expresion de GSK3p y pGSK3p (S9) durante la fase secretora del endometrio control (D e
1) y en el endometrio eutdpico con endometriosis. Las flechas muestran la localizacién de
GSK3B y pGSK3p (S9). E y J, Control negativo, tinciébn de inmunoglobulina G como control
negativo para cada uno de los anticuerpos. Ampliacionx1000, barra de escala = 10 vm. Los
histogramas representan el valor promedio + la desviacion estandar obtenidos en las muestras
de endometrio con endometriosis (n = 35) y en el grupo control (n = 25) para cada una de las
fases, proliferativa y secretora. * P <0,05. GE indica epitelio glandular; S, estroma.
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Discusion

La endometriosis es una enfermedad inflamatoria crénica caracterizada por el
aumento de la proliferacion celular, la adhesion, y la invasion de células del
estroma y epitelio glandular derivadas del debris celular en cada ciclo

menstrual y que provienen del endometrio eutdpico hacia zonas externas como

en la cavidad pélvica (Delbandi, et al., 2013).

Nuestros resultados no muestran evidentes diferencias histolégicas entre el
endometrio eutdpico con endometriosis y las biopsias control. Esto sugiere que
en pacientes con endometriosis la concentracion relativa de hormonas
esteroides no esta altera, pero no se descarta que es una patologia estrégeno-
dependiente con resistencia ala progesterona debido a la bajos niveles de su
receptor (al-Sabbagh, et al., 2012; Attia, et al., 2001). De hecho, la regulacion
de los diferentes subtipos de receptor de estrégeno e isoformas del receptor de
progesterona estan asocidados a las respuestas a hormonas esteroides y
difieren entre endometrio eutépico normal y con endometriosis (Kim, et al.,
2013), aunque las evidencias mas reciente muestran que elevadas
concentraciones endometriales de estrona y estradiol en tejido endometriésico
se determinan mas por el metabolismo local que los niveles circulantes niveles
(Huhtinen, et al., 2012).

La proliferaciéon de células epiteliales y estromales en las biopsias con
endometriosis aumentoé en la fase proliferativa determinado por el marcador del
ciclo celular Ki67, pero fue inesperadamente mas alta en la fase secretora de
estas biopsias. Nuestros resultados estan de acuerdo con los de Mourtzikou
(2012) para las biopsias de control, pero tenemos resultados opuestos en las
biopsias con endometriosis. La expresion de Ki67 es dependiente de
estrogenos y también estd vinculada a SCF/c-kit en otros tejidos y algunos
canceres (Li, et al.,, 2013; Krasagakis, et al., 2009). El aumento de la
proliferacion celular se ha relacionado con una reduccion de la muerte celular y
un aumento en la proliferacion celular debido a la abundancia de c-myc

(Johnson, et al., 2005), aunque una regulacién diferencial de micro-ARN en la
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fase secretora y proliferativa del ciclo, el cual esta bajo control hormonal,

también ha sido considerado (Belleudi, et al., 2010).

Se ha sugerido que las diferentes poblaciones de células madre contribuyen a
la patogénesis de la endometriosis (Forte, et al., 2014) SCF y su receptor c-Kit
regulan la diferenciacién, proliferacion, la supervivencia de las células madre/
pluripotentes en el endometrio normal y desempefian un papel importante en el
desarrollo folicular (Oliveira, et al., 2012). La expresion de SCF aumenta en la
fase proliferativa y disminuye en el fase secretora en cada ciclo normal del
endometrio (Kauma, et al.,, 1996). Un interesante resultado aunque
relativamente poco frecuente fue que algunas de las biopsias de las mujeres
con y sin endometriosis mostraron ocasionalmente células c-Kit + en el
estroma, células que podrian pertenecer a algun tipo de células estromales
mesenquimales indiferenciadas que requieren c-Kit para su mantenimiento
(Suphanantachat, et al., 2014). Estas células son posiblemente lo que se
consideran en el endometrio humano como “endometrial side population cells”
que corresponden a células progenitoras sométicas y expresan al receptor c-Kit
(Cevelld, et al., 2010); ellas pueden encontrarse en compartimentos epiteliales
o del estroma(Chan, et al., 2004), solo que las células identificadas en estas
biopsias se encuentran principalmente en el estroma por lo que estan
débilmente activadas por SCF, el cual se expresa altamente en epitelio
glandular. No podriamos establecer una relacion entre el nimero de estas
células madre putativas y el grado de endometriosis; sin embargo, es posible
gue estas células estén regulando el efecto de factores de crecimiento sobre la
proliferacion y la diferenciacion de células endometriales (Suphanantachat, et
al. 2014)y a su vez tener un papel central en la endometriosis. Schwab et al
(2005) han demostrado que la clonogenicidad no varia de la de la fase
proliferativa a la fase secretora del ciclo menstrual en el endometrio entre ciclos
activos o inactivo. Por lo tanto, lo que sugiere una compleja regulacién de estas
probables células progenitoras en el endometrio posiblemente dependiente de

la produccidn local de hormonas y factores de crecimiento.
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Nuestros resultados mostraron que la expresion de SCF aumento
significativamente en las células del epitelio y del estroma glandulares,
mientras que su receptor c-Kit sélo se incrementd en el epitelio glandular, tanto
en ambas fases, proliferativa y secretora en el endometrio eutdpico de las
mujeres con endometriosis. Los cambios temporales en la expresion SCF del y
del receptor c-Kit durante el ciclo 11 menstrual normal ha sido reportado en
tejidos endometriales benignos (Mitsunari, et al., 1999), lo que sugiere su
posible implicacion en la funcion del endometrio. Sin embargo, la expresion de
c-kit es controvertida, ya que su expresion en el endometrio de mujeres con
endometriosis noparece diferir de las mujeres sin endometriosis (Elmore, et al.,
2001).Por otra parte, también demostramos un importante aumento en la
expresion de pAkt y pGSK3p en el epitelio glandular durante las fases
proliferativa y secretora del endometrio con endometriosis. La interaccion
SCF/c-kit estd implicada en muchas funciones celulares tales como la
supervivencia, la proliferacion y la apoptosis a través de la via PI3K/Akt (Uzan,
et al., 2005) y GSK3p, una cinasa reguladora clave que participa en numerosas
vias de sefalizacion. Esta via de sefalizacion participa en la proliferacion
epitelial en el endometrio uterino (Brunet, et al., 2011; Toyofuku, et al., 2006),
Akt aumenta la supervivencia de células de endometrio y estradiol induce la
fosforilacién de Akt en las células del estroma lo que sugiere que podria estar
involucrado en la alteracion de la regulacion de la apoptosis/proliferacion en la
endometriosis (Cinar, et al., 2009). Esto sugiere que SCF/c-kit podria promover
la proliferacion de células epiteliales y su supervivencia a través de la
sefializacion Akt/GSK3p, no solo en la fase proliferativa sino también en el fase
secretora de la endometriosis. GSK3p es constitutivamente activa y su
actividad esta regulada negativamente, principalmente a través de la
fosforilaciéon Ser9 (Forde, et al, 2007; Chen, et al., 2005) seguido por Tyr216
fosforilacion que estan mediadas por Akt (Grimes, et al., 2001). Hemos
demostrado que Akt y GSK3p permanecieron fosforiladas durante la fase
secretora en las biopsias con endometriosis. La fosforilacion de Akt regula ala
alza laexpresion de genes de supervivencia celular y regula a la baja la
apoptosis (Kockeritz, et al., 2006). Nuestros resultados confirman las

observaciones realizadas por Silveira et al (2012), pero podria considerarse
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desconcertante ya que la progesterona inhibe la via Akt/GSK3p relacionada
con la proliferacién epitelial (Matsuzaki, et al., 2009), GSK3p mantiene la
estabilidad del receptor a progesterona (Wang, et al.,, 2013). Nuestros
resultados refuerzan la importancia de la via PI3K/Akt en la endometriosis, pero
contrario a los resultados de Cinaret al (2009), nosotros mostramos que la
expresion pAkt fue sostenida en las dos fases del ciclo, especialmente en la
fase secretora, la cual no es dependiente de estradiol, abogando asi a Akt
como un participante importante en la patogénesis de la endometriosis. En
resumen nuestros resultados en este trabajo indican que hay un incremento en
la expresion de SCF/c-kit y una falla en el mecanismo de sefalizacion que
promueve la perpetua fosforilacion de Akt y GSK3p en el endometrio eutdpico
con endometriosis que mantiene la proliferacion de células epiteliales en la fase
secretora del ciclo menstrual. Reconocemos que nuestros resultados se basan
Gnicamente en el andlisis por inmunohistoquimica lo que permite sugerir que
experimentos funcionales, tales como la inhibicién terapéutica de Akt (Folkes,
et al., 2008), seria deseable y que hasta el momento no estan siendo

considerados en la endometriosis.

Conclusion

La incesante proliferacion celular en la fase secretora esta asociada a la
desregulacion de la via de sefalizacion de SCF/c-kit vinculada a la activaciéon
de Akt fosforilado/GSK3pB fosforilado del endometrio eutbpico con

endometriosis.
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Perspectivas

Se propone profundizar en el analisis y origen de la sobre-expresion de SCF en
el epitelio glandular en el endometrio eutépico a nivel de RNA mensajero y
principales reguladores asociados.

Actualmente, se ha descrito la regulacion de genes a través de la expresion de
micro-RNAs que se encuentra modulando la expresion de sus proteinas blanco
de forma tejido especifica, al respecto se sabe que los mirs-139, 221 y -222
han sido asociados con SCF y c-kit, por lo que resulta de manera interesante
identificarlos en el endometrio eutdpico de mujeres con endometriosis.

Otro aspecto relevante, es la relacion descrita entre SCF y los mecanismos de
nocicepcion, se sabe que una de los signos importantes en la endometriosis es
la generacién de dolor pélvico a diferentes umbrales y que incluso pueden
resultar discapacitante, nuevamente, de manera mas que interesante es muy
importante poder describir la contribucion de esta proteina o del eje SCF/c-kit
en la generacion de estimulos dolorosos en esta patologia si bien ampliamente
estudiada, es cierto que aun encierra procesos clave aun no descrito para su
patogénesis
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Unremitting Cell Proliferation in the
Secretory Phase of Eutopic Endometriosis:
Involvement of pAkt and pGSK3f3
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Abstract

Objective: Endometriosis is linked to altered cell proliferation and stem cell markers c-kit/stem cell factor (SCF) in ectopic
endometrium. Our aim was to investigate whether c-kit/SCF also plays a role in eutopic endometrium. Design: Eutopic endo-
metrium obtained from 35 women with endometriosis and 25 fertile eumenorrheic women was analyzed for in situ expression of
SCF/c-kit, Ki67, RAC-alpha serine/threonine-protein kinase (Akt), phosphorylated RAC-alpha serine/threonin-protein kinase (pAkt),
Glycogen synthase kinase 3 beta (GSK3[3), and phosphorylated glycogen synthase kinase 3 beta (pGSK3), throughout the menstrual
cycle. Results: Expression of Kié7 and SCF was higher in endometriosis than in control tissue (P < .05) and greater in secretory
rather than proliferative (P < .0l) endometrium in endometriosis. Expression of c-kit was also higher in endometriosis although
similar in both phases. Expression of Akt and GSK3[ was identical in all samples and cycle phases, whereas pAkt and pGSK3p,
opposed to control tissue, remained overexpressed in the secretory phase in endometriosis. Conclusion: Unceasing cell
proliferation in the secretory phase of eutopic endometriosis is linked to deregulation of c-kit/SCF-associated signaling pathways.

Keywords
stem cell factor, c-kit receptor, eutopic endometrium, endometriosis, Akt/GSK3[3

processes.'>™'> Stem cell factor has also been found in the peri-
toneal fluid of patients with endometriosis.'® c-kit/SCF signal
transduction pathway is regulated through Ras/Erk, Src-kinase, or
Jak/Stat,'”'° but interestingly in endometrioid and high-grade
serous ovarian carcinomas, the phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3K)/Akt pathway and GSK3f3 have also been clearly identi-
fied.?**' Endometriosis is considered a precancerous lesion

Introduction

Endometriosis is a gynecologic pathology characterized by
inflammation and invasion of endometrial cells into other tis-
sues. It represents a widespread condition with a relevant
impact on women health.' The pathophysiology of the gen-
esis and progression of the disease is unclear and poorly under-
stood. Endometriosis arises from eutopic endometrial cells
with increased proliferation and adhesion ability in response

to abnormal steroidogenic function, angiogenic factors, cyto-
kines, and others.* In fact it has been demonstrated that
augmented cell viability in eutopic endometrium is a conse-
quence of reduction in cell death by apoptosis and an increase
in cell proliferation.’

Epithelial cells in normal endometrium and ectopic endome-
trial tissue of endometriotic lesions express stem cell markers
oct-4 and c-kit.%7 c-Kit is a proto-oncogene that encodes for a tyr-
osine kinase receptor,®” its ligand is the stem cell factor (SCF).'°
Stem cell factor and its receptor have been detected in pregnant
endometrium, placental tissues, and in throphoblasts,'"*'* sug-
gesting a role in growth, proliferation, and differentiation
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associated with ovarian cancer,”*** but strangely the expres-
sion and regulation of ¢c-kit/SCF in eutopic endometriosis have
not been distinctly examined. Therefore, our aim was to eval-
uate SCF and c-kit expression and their possible association
with the Akt/GSK3p pathway in human eutopic endometrium
biopsies of women with endometriosis.

Materials and Methods

Patients and Tissue Collection

All tissue samples of this case—control study were obtained with
the informed consent of the patients. The research ethics com-
mittee of the Hospital de la Mujer, Secretaria de Salud, Mexico,
Federal District, Mexico (permit id: HMINV-2012-07) approved
the study, which was conducted in accordance with international
laws on procedures for human tissue handling of Helsinki
declaration (1964). The control group consisted of 25 women
aged 19 to 40 years old with no endometriosis manifestations
who had an endometrial biopsy due to abnormal uterine bleed-
ing, endometrial dating, evaluation of uterine response to hor-
mone therapy (evidence of ovulation), evaluation of long-term
amenorrhea, and exclude pelvic diseases. Nevertheless, endome-
triosis could not be entirely ruled out because laparoscopic
visualization of the pelvis was not undertaken in these women.
The histopathology analysis of these biopsies confirmed that
13 were in the proliferative phase and 12 in the secretory phase.
When in doubt for possible “red lesions,” the ‘“suspicious”
biopsy samples are routinely subjected to a PGP9.5 immunostain
to detect nerve fibers; none of the control group biopsies were
positive for this marker. Endometrial tissue specimens were
obtained from 35 women, 30 of them were nonsmokers, who
underwent laparoscopy for stage III and IV endometriosis
classified according to the American Society for Reproduc-
tive Medicine.”* The most frequent presenting symptoms
were menorrhagia, pelvic pain, or both. Eighty-five percent
of the patients underwent laparoscopic evaluation of the
pelvis; the remaining patients underwent an ultrasound eva-
luation. Median age of patients was 37 (range 25-52) years
old. The diagnosis was histologically confirmed, but we did
not find a relation between the Altman Self-Rating Mania
Scale score and the patient’s age. The surgical procedures
were carried out by an expert gynecological surgeon in the
Department of Obstetrics and Gynecology of the Hospital de
la Mujer, Mexico City, Mexico, from January 2011 through
October 2012. None of the women had received hormonal
medication in the 3 months prior to the surgical procedure,
and because of the most recent evidence,” their estrogen
and progesterone serum concentrations that are regularly
determined by the hospital’s routine laboratory were within
normal values. Menstrual cycle dating was determined by
the clinical history and by histological description according
to Noyes criteria.”® Patients and control healthy women were
considered to be Mexican Mestizo, and their body mass index
of patients and control women was within the 20 to 31 kg/m>
units range.

Immunohistochemistry

Endometrial biopsies were fixed in neutral-buffered 4% p-for-
maldehyde at 4°C overnight and were subsequently paraffin
embedded. Before performing immunohistochemistry, sections
of'the tissues were stained with hematoxylin—eosin to corroborate
the clinical diagnosis. Serial sections, 4-pum thick, were used for
immunohistochemistry.  Paraffin-embedded sections were
dewaxed and rehydrated in decreasing concentrations of ethanol.
Antigen retrieval was achieved by boiling the samples in 0.01
mol/L citrate of sodium (pH 6) for 20 to 40 minutes. The quench-
ing of endogenous peroxidase was achieved by incubation with
0.3% hydrogen peroxide in methanol for 30 minutes at room tem-
perature. After washing with phosphate-buffered saline (PBS),
the slides were incubated with 2% albumin solution for 2 hours
atroom temperature and extensively washed with PBS. The slides
were incubated at 4°C in a humid chamber overnight with primary
antibody diluted in Tris-buffered saline containing 1% bovine
serum albumin. Mouse monoclonal antihuman SCF (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas)
diluted 1:200, mouse monoclonal anti-Ki67 (Biocare Medical,
Biocare Medical, Concord, California) diluted 1:100, and a rabbit
monoclonal anti-c-kit/CD117 (Biocare Medical, Biocare Medi-
cal, Concord, California) diluted 1:50 were used. At the end of the
incubation period, the samples were extensively washed in PBS
and labeled with an avidin—biotin peroxidase detection system for
2 hours (1:200; VECTASTAIN ABC Elite kit; Vector Labora-
tories, Inc, Burlington, Vermont) at room temperature. After
extensive washing, 3,3'-diaminobenzidine (Vector Laboratories,
Inc, Burlingame, California) was used as a chromogen. The sam-
ples were counterstained with hematoxylin and evaluated with a
Nikon Eclipse E600 microscope (Nikon Instruments Inc., Mel-
ville, New York). Photographs from 5 different fields per slide
were taken randomly. The number and percentage of immunopo-
sitive Ki67, SCF, and c-kit positive cells were quantified by image
analysis using the NIH Image J software (developed at the U.S.
National Institutes of Health, USA superseded by Image J and
available on the internet at http://rsb.info.nih.gov/nih-image/) that
transforms the image into an 8-bit image; the program then calcu-
lates the intensity of the stained area measuring the amount of pix-
els/square inch and converts the readings into a white to black
numerical value, expressed as optical density (OD). The results
so expressed were used for analysis purposes, as described
previously.?’

Immunofluorescence

Tissue sections prepared identically to that described previ-
ously, with the exception of the peroxidase blockage, were
incubated at 4°C in a humid chamber overnight with primary
antibody diluted in PBS. Rabbit polyclonal, anti-Aktl/2/3
(sc-8312, 1:100), anti-p-Akt1/2/3 (sc-7985-R, 1:100), anti-
GSK3B (sc-9166, 1:100), and anti-p-GSK3B (sc-11757-R,
1:100), all from Santa Cruz Biotechnology, were used. At the
end of the incubation period, the samples were washed thrice
in PBS followed by 2 hours incubation with a 1:200 dilution
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Figure . Histological architecture of control and eutopic endometriosis endometrium. Representative image of the histological organization of
glandular epithelium (GE) and stroma (S) of normal (A and C) and eutopic endometrium with endometriosis (B and D) in the menstrual cycle
phases. Arrows shown typical GE during the proliferative (A and B) and the secretory (C and D) phases, in control and endometriosis endo-
metrium, respectively. Scale bar = 100 pm. Biopsy samples were hematoxylin—eosin stained.

of the specific goat antirabbit immunoglobulin G-rhodamine-
conjugated antibody (Merck Millipore). The samples were
counterstained with Hoechst 33342 benzimide (Life Technolo-
gies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts)
according to the manufacturer’s instruction. Stained slides
were stored at 4°C before being evaluated with a Nikon Eclipse
E600 fluorescence microscope. Similar to the evaluation per-
formed for the immunohistochemistry analysis, and also in 5
different fields per slide, but using the RBG stack instead of the
8 bits, the intensity of immunopositive cells was evaluated
using the Image J software.

Statistical Analysis

Data were examined to determine their normal distribution
using the DAgostino—Pearson normality test included in the
software that we use. Once corroborated, the data were ana-
lyzed by an analysis of variance test, followed by a post hoc test
using the Bonferroni comparisons. All the statistical analysis
was performed with GraphPad Prism 5.0 software (San Diego,
California). All values are expressed as the mean + standard
deviation. Differences were considered statistically significant
when P < .05.

Results

In the proliferative phase of both, case and control samples,
columnar surface epithelium, long curving glands, uniform and
small stroma cells with round nuclei, and numerous mitotic cells
both in the glandular epithelium and stroma were observed. In
the secretory phase, the columnar epithelium was cylindrical, the
glands exhibited tortuosities and exhibited secretory vacuoles at
the apical pole. The stroma showed edematous changes. Because
of this, we considered that the eutopic endometrial morphology
of control and endometriosis samples were similar in the prolif-
erative as well as in the secretory phases (Figure 1A-D).

Expression of Ki67, SCF, and c-Kit Receptor

A significant increase in the number of Ki67 immunopositive
nuclei was observed in the glandular epithelium during the pro-
liferative phase of women with endometriosis. No histological
differences were observed in stromal cells of endometriosis and
control samples in the same phase (Figure 2A and B). The mean
percentage of Ki67 immunopositive cells in the endometriosis
samples was 93.84% + 19% versus 62% + 94% in the control
group (P < .01; Figure 2). Unexpectedly, a highly significant
increase in the mean percentage of Ki67 immunopositive cells
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Figure 2. Expression of Ki67, SCF, and c-kit in control and eutopic endometriosis endometrium. Representative image of Ki67 expression in
control and eutopic endometriosis is shown in the proliferative phase (A and B, respectively) and in the secretory phase (C and D). The
percentage of Ki6é7 immunopositive nuclei in EE and ES compared to CE and CS is shown in both the proliferative (I) and the secretory phases
(2). A representative image of stem cell factor (SCF) expression under identical parameters as those of Ki67 is shown in (E) to (H), the per-
centage of SCF immunopositive cells in EE and ES compared to CE and CS is shown in both the proliferative (3) and the secretory phases (4).
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62.14% =+ 8.27% versus 5.4% + 1.64% (P < .01) was observed
in the glandular epithelium of endometriosis samples during the
secretory phase (Figure 2D) in comparison with control samples
(Figure 2C); the difference was also observed in the stroma and
it was also significant (25.14% + 6.76% vs 2.58% + 0.8%, P <
.05; Figure 2).

The expression of SCF in the glandular epithelium and
stroma cells of endometriosis samples was also enhanced in the
proliferative phase in comparison with control biopsies (Figure
2E and F). The differences were highly significant (171.9 +
27.5 0D vs 62.19 + 7.91 OD, P < .01) for glandular epithe-
lium; differences were also found in relation to stroma SCF
expression (63.31 + 15.09 OD vs 7.25 + 2.09 OD; P < .05;
Figure 2). It was interesting to observe that in the secretory
phase of endometriosis biopsies, highly significant differences
were also observed; the noticeable increase in the expression of
SCF both in the glandular epithelium (120.6 + 23.17 OD vs
11.97 £+ 9.87 OD, P < .01) and in the stroma cells (64.82 +
19.43 OD vs 7.25 + 2.09 OD, P < .05; Figure 2G and H) in
comparison to control biopsies.

The expression of c-kit receptor was observed only in the
glandular epithelium of endometriosis biopsies both in the pro-
liferative and the secretory phases (Figure 2I-L). The differ-
ences were statistically significant (93.38 + 16.82 vs 53.76
+ 6.74 OD for the proliferative phase and 90.47 + 15.36 vs
51.69 + 10.90 OD; P < .05) in comparison with the control
biopsies. An interesting observation was the occasional pres-
ence of c-kit positive cells in the stroma of control biopsies.

Expression of p-Akt and p-GSK3[3

No significant differences in the expression of Akt and GSK3f3
were observed in the proliferative or the secretory phases of
control and endometriosis biopsies. Nevertheless, there was a
significantly increased expression of the phosphorylated Akt
(S473) in the proliferative phase of endometriosis biopsies in
comparison with the controls (P < .05); interestingly, this over-
expression remained increased in the secretory phase of endo-
metriosis biopsies, whereas, as expected, the control biopsies
showed a nearly 50% reduction in pAkt expression; the differ-
ences were highly significant (Figure 3; P < .01). An identical
behavior with the same statistical differences was observed
when pGSK3p (S9) expression was evaluated (Figure 4).

Discussion

Endometriosis is a chronic inflammatory disease characterized
by increased cellular proliferation, adhesion, and invasion of

tissue similar to uterine endometrium in the eutopic endome-
trium?®® and places other than those physiologically appropriate.

Our results did not show evidence of histological differences
between endometriosis eutopic endometrium and control biop-
sies. This suggests that in patients with endometriosis, the rela-
tive concentration of steroid hormones is not altered, but it does
not rule out the firm concept that it is an estrogen-dependent
pathology with progesterone resistance due to low
progesterone-receptor levels.?*=*! In fact it appears that the reg-
ulation of the different subtypes of estrogen receptor and pro-
gesterone receptor isoforms mediates distinct responses to
steroid hormones and differs between normal and eutopic
endometria,>? although the most recent evidence shows that the
elevated endometrial concentrations of estrone and estradiol in
endometriotic tissue are determined by local metabolism rather
than circulating levels.?

The proliferation of epithelial and stromal cells in endo-
metriosis biopsies was increased in the proliferative phase, as
determined by the cell cycle marker Ki67, but it was unexpect-
edly higher in the secretory phase of endometriosis biopsies.
Our results are in accordance with those of Mourtzikou
et al,33 for control biopsies, but not as far as endometriosis is
concerned. Expression of Ki67 is dependent on estrogens and
is also linked to SCF/c-kit in other tissues and some cancers.***>
Increased cell proliferation has been related to a reduction in
cell death and an increase in cell proliferation due to abundance
of c-myc,” although a differential regulation of micro-RNAs
in the secretory and proliferative phase of the cycle, which
is under hormonal control,*® has also been considered.

It has been suggested that different stem cell populations con-
tribute to endometriosis pathogenesis.>” Stem cell factor and its
receptor c-kit regulate the differentiation, proliferation, and
survival of stem/pluripotent cells in normal endometrium and
play an important role in follicular development.*® The
expression of SCF increases in the proliferative phase and
diminishes in the secretory phase'' of normal endometrial
phases. An interesting although relatively uncommon result
was that some of the biopsies of the women with and without
endometriosis showed occasional c-kit+ cells in the stroma,
which seem to belong to some kind of undifferentiated
mesenchymal stromal cells that require c-kit for mainte-
nance.’” This cells are possibly those considered as human
endometrial side population cells that correspond to somatic
stem cells and express c-kit*’; they can be found in stromal
or epithelial endometrial compartments, but these clonogenic
epithelial cells are weakly supported by SCF, especially those
found in the stroma.*’ We could not establish a relation
between the number of these putative stem cells and the

Figure 2. (Continued) The expression of c-kit is shown in (I) to (L). The percentage of c-kit immunopositive cells in CE and EE is shown in
both the proliferative (5) and the secretory phases (6). An isotype match IgG stain was used as negative control for each of the antibodies
used, and the result is shown in the inset in the low left side of the (C), (G), and (K) images. The S and GE within each figure mark the stroma
and the glandular epithelium. Magnification x400, scale bar = 100 um. The histograms in the right side of the images represent the mean +
standard deviation of the values obtained for the endometrial biopsy samples of all the endometriosis (n = 35) and the control (n = 25)
groups for each immunostain in the proliferative or the secretory phases. *P < .05 and **P < .0l. CE indicates control epithelium; EE, endo-
metriosis epithelium; CS, control stroma; ES, endometriosis stroma; IgG, immunoglobulin G.
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Figure 3. Expression of Akt and pAkt (S473) in control and eutopic endometriosis endometrium. Representative images of Akt and pAkt (S473)
expression in the proliferative phase of control endometrium (A and F) and eutopic endometriosis (B and G) endometrium. C and H, Akt and
pAkt (S473) expression during the secretory phase in the control endometrium and (D and |) in eutopic endometrium with endometriosis. E and
J, An isotype match immunoglobulin G stain used as negative control for each of the antibodies. Arrows show the Akt and pAkt (S473) localiza-
tion mainly in the glandular epithelia. Magnification x 1000, scale bar = 10 um. The histograms represent the mean + standard deviation of all
the values obtained for the endometrial biopsy samples of the endometriosis (n = 35) and the control (n = 25) groups for each immunostain in
the proliferative or the secretory phases. *P < .05. GE indicates glandular epithelium; S, stroma.

degree of endometriosis; but nevertheless, it is possible that
these cells that regulate the effect of growth factors on prolif-
eration and differentiation of endometrial cells*® have a cen-
tral role in endometriosis. Schwab et al*> have shown that
clonogenicity does not vary from the proliferative to the
secretory stage of the menstrual cycle or between active
cycling and inactive endometrium for both epithelial and stro-
mal cells. Thus, suggesting a complex regulation of these
putative stem cells in the endometrium®** possible dependent
on local production of hormones and growth factors.

Our results showed that SCF expression was significantly
increased in the glandular epithelium and stromal cells,
whereas its c-kit receptor was only increased in the glandular
epithelium, both in the proliferative and the secretory phases

of women with endometriosis. Temporal changes in SCF and
c-kit receptor expression during the normal menstrual cycle'’
and in benign endometrial tissues*® have been reported, sug-
gesting their possible involvement in endometrial function.
Nevertheless, c-kit expression is controversial since its expres-
sion in the endometrium of women with endometriosis does not
seem to differ from women without endometriosis.**

Our results showed an important increase in pAkt and
pGSK3 expression in the glandular epithelium during the pro-
liferative and secretory phases of endometriosis. The SCF/c-kit
interaction is involved in many cellular functions such as sur-
vival, proliferation, and apoptosis through the PI3K/Akt path-
way45 and GSK3p, a key regulatory kinase that participates
in numerous signaling pathways. This signaling pathway

Downloaded from rsx.sagepub.com at Universidad Nacional Aut Mexic on February 11, 2015


http://rsx.sagepub.com/

Franco-Murillo et al

GSK3p

pGSK3p (S-9)

Endometriosis

Control

Proliferative

Secretory

GSK3p GSK3p

20 18
2 18 2
P T fwl T
3 2
5 0 =
2 2 5
& §

Cunliml Endometriosis Cul:trul Endometriosis
Proliferative Phase Secretory Phase

Control Endometriosis

PGSK3p
200 ”

PGSK3p

M
a
e

& 150 £ 150
£ g
% 100 T g 100
£ o
g 50 E’ 50
T 0
Control Endometrosis Control Endometriosis
Proliferative Phase Secretory Phase

Figure 4. Expression of GSK3f and pGSK3p (S9) in control and eutopic endometriosis endometrium. Representative images of GSK3f3 and
pGSK3p (S9) expression in the proliferative phase of control endometrium (A and F), and eutopic endometriosis (B and G) endometrium. C and
H, GSK3[3 and pGSK3f (S9) expression during the secretory phase in the control endometrium and (D and ) in eutopic endometrium with
endometriosis. Arrows show GSK3[ and pGSK3 (S9) localization. E and J, An isotype match immunoglobulin G stain used as negative control
for each of the antibodies. Magnification x 1000, scale bar = |0 um. The histograms represent the mean + standard deviation of all the values
obtained for the endometrial biopsy samples of the endometriosis (n = 35) and the control (n = 25) groups for each immunostain in the pro-
liferative or the secretory phases. *P < .05. GE indicates glandular epithelium; S, stroma.

participates in epithelial proliferation in uterine endome-
trium.***” Akt increases endometrial cell survival, and p-
estradiol-induced Akt phosphorylation of stromal cells may
be involved in altered apoptosis/proliferation regulation in
endometriosis.*® This suggests that SCF/c-kit could promote
epithelial cell proliferation and survival through Akt/GSK3(
signaling, not only in the proliferative but also in the secretory
phase of endometriosis. GSK3 is constitutively active, and its
activity is negatively regulated primarily through Ser9 phos-
phorylation**~° followed by Tyr216 phosphorylation both of
which are mediated by Akt.”' We showed that Akt and GSK3p
remained phosphorylated during the secretory phase in endo-
metriosis biopsies. Phosphorylation of Akt upregulates the

expression of cell survival genes and downregulates apopto-
sis.>? Our results confirm the observations made by Silveira
et al>® but might be considered puzzling since progesterone
inhibits the AKT/GSK3[ pathway related to epithelial prolif-
eration®* but GSK3 B maintains progesterone receptor A stabi-
lity.>> Our results reinforce the importance of the PI3K/Akt
pathway in endometriosis but contrary to the results of Cinar
et al,*® we showed that the sustained pAkt expression in both
phases of the cycle, especially in the secretory phase, is non-
estradiol dependent, thus advocating Akt as a major partici-
pant in the pathogenesis of endometriosis. The overall
results of our work indicate that there is an increased expres-
sion of SCF/C-kit and an impaired signaling by the
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perpetuation of Akt and GSK3[ phosphorylation in eutopic
endometriosis that might maintain epithelial cell proliferation
in the secretory phase of the menstrual cycle. We acknowl-
edge that our results are solely based on immunohistochemis-
try stain data and although functional experiments, such as the
therapeutic inhibition of Akt,*® would be welcomed, so far
they are not being considered in endometriosis.
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