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Introduccion

“El futuro tiene muchos nombres.
Para los débiles es lo inalcanzable.
Para los temerosos, lo
desconocido.

Para los valientes es la

oportunidad.”

- Victor Hugo






1. Anatomia, morfologia y fisiologia del sistema reproductor femenino

El ttero humano (Figura 1) es un 6rgano exclusivo de las mujeres, cuya principal
funcion consiste en albergar el cigoto para su implantacion, que posteriormente dara lugar a
la formacion de un embrion y al desarrollo del feto. Presenta una estructura hueca,
musculosa, de paredes gruesas y con forma de pera invertida. Tiene una longitud de 6,5-7,5
centimetros, una anchura de 4,5-5,5 centimetros y un grosor que oscila entre los 2,5 y los 3
centimetros. La estructura uterina estd formada por dos regiones que difieren en cuanto a

forma y funcion (Ramirez-Gonzalez et al., 2016):

- Cuerpo uterino: es la region principal y mas grande del 6rgano. Se compone de
musculo liso y tiene la capacidad de expandirse durante el embarazo para albergar al
feto en crecimiento. Consta de una estructura trilaminar: el perimetrio (capa externa),

el miometrio (capa muscular media) y el endometrio (capa interna).

- Cuello uterino (cérvix): forma la parte inferior y estrecha del utero que se abre hacia
la vagina. Esta compuesto principalmente por tejido conectivo y tiene un canal central
que conecta la cavidad uterina con la vagina. El cuello uterino juega un papel clave en

el parto, ya que se dilata para permitir el paso del bebé durante el parto.

., . Fundus uterino
Unidn uterotubérica

Trompa de folopio
Endometrio P P

Cuerpo uterino
Ovario

Miometrio Istmo uterino

Cérvix

Vagina

Figura 1. Anatomia del titero humano. El utero humano estd compuesto por una estructura trilaminar y
diferentes regiones que conforman el cuerpo uterino y el cuello uterino (cérvix). El fundus uterino se localiza en
la parte superior del utero y, junto con el cuerpo uterino, conforma los dos tercios de la parte superior del ttero.
La unién uterotubarica es la zona entre el Gtero y la trompa de falopio, la cual se localiza entre el fundus y el
cuerpo uterino. El cérvix, separado del cuerpo uterino por el istmo uterino, conecta el ttero con la vagina.

Creado con BioRender.com
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La morfologia uterina varia en funcion del ciclo menstrual y del estado reproductivo
de la mujer. Durante el ciclo menstrual el utero pasa por cambios en su grosor y tamafo

debido a las hormonas que lo regulan.

En cuanto a la fisiologia, el utero tiene varias funciones vitales, a saber:

- El ciclo menstrual: durante el ciclo menstrual el endometrio se engrosa y se prepara
asi para la implantacion del 6vulo fertilizado. Si no se produce la fertilizacion, este
revestimiento se desintegra y da lugar a la menstruacion.

- Embarazo: durante el embarazo el utero se expande significativamente para alojar al
feto en crecimiento.

- Parto: durante el parto el utero produce contracciones coordinadas para expulsar al

bebé a través del canal del parto (vagina).

El atero es un 6rgano fundamental en la reproduccion y tiene una complejidad, tanto

estructural como funcional, que lo hace esencial en el desarrollo humano.

2. El endometrio humano

El endometrio humano es la capa mucosa que tapiza el interior del utero, y consta de
un epitelio simple, cilindrico, con o sin cilios, glandulas y un estroma. Es rico en tejido
conjuntivo y estd altamente vascularizado. Su funcion es alojar al cigoto después de la
fecundacion, permitiendo asi su implantacion. Es el lugar donde se desarrolla la placenta, y
presenta alteraciones ciclicas en sus glandulas y vasos sanguineos durante el ciclo menstrual

(Emera et al., 2012), en preparacion para la implantacién del embrion.

El endometrio es un tejido altamente dindmico y con la capacidad de sufrir cambios
fisiologicos en respuesta a las hormonas esteroideas, con el objetivo final de crear un estado
receptivo de manera sincronizada con la llegada del blastocisto durante la ventana de
implantacion entre los dias 19 y 21 del ciclo menstrual (Wilcox et al., 1999). Este dinamismo
orquestado por las hormonas femeninas se hace visible durante todo el ciclo menstrual
(Figura 2), que dura unos 28 dias y que consta de varias fases: la proliferativa, la secretora y

la menstrual (Armstrong etal.,, 2017, Hawkins & Matzuk, 2008). La fase proliferativa
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endometrial coincide con la denominada fase folicular en el ovario, y la fase secretora con la
fase luteinica. En lo referido a las hormonas ovéaricas implicadas, aquellas que juegan un
papel mas importante son la hormona luteinizante (Luteinizing Hormone, LH) y la hormona
foliculoestimulante (Follicle Stimulating Hormone, FSH), hormonas procedentes del eje
hipotalamo-hipofisario, junto con los estrogenos y progesterona. Ambos ciclos, el ovarico y

el menstrual, se encuentran acoplados y regulados por las hormonas ovaricas.
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Figura 2. Ciclo ovarico y menstrual en humanos. El ciclo ovarico se divide en dos fases (folicular y ltitea) y
esta regulado por la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculoestimulante (FSH). Por otro lado, el ciclo
menstrual esta regulado por las hormonas ovaricas (progesterona y estrégenos) y se compone de tres fases
principales: menstruacion, fase proliferativa y fase secretora (secretora temprana, secretora media y secretora

tardia). Creado con BioRender.com

3. Endometriosis

3.1. Manifestaciones clinicas de la enfermedad

La endometriosis es la causa mas comun de dolor pélvico y subfertilidad, y se
caracteriza por el crecimiento del tejido endometrial fuera del utero (Burney & Giudice,

2012) (Figura 3).
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Figura 3. Representacion visual del desarrollo de la endometriosis. Se muestra la anatomia del ttero y el
crecimiento de tejido producto de la aparicion de la endometriosis, diferenciando el tejido eutdpico, que es el
propio endometrio, y el ectopico, que es el tejido endometrial que ha migrado y se encuentra fuera del

endometrio.

La endometriosis es una enfermedad que afecta a entre el 6 % y el 10 % de mujeres en
edad reproductiva, al 50-60 % de mujeres y adolescentes con dolor pélvico y a méas del 50 %
de mujeres con infertilidad. La endometriosis es una patologia que se caracteriza por la
dependencia de estrogenos para desarrollar el crecimiento de los implantes endometriosicos.
Existen varias teorias acerca de las causas de esta patologia, pero la mas extendida y aceptada
es la de la menstruacion retrograda. Dicha teoria afirma que el origen de la endometriosis esta
en la liberacion de tejido fuera del utero durante la menstruacion, produciendo asi una
respuesta inflamatoria. Esta respuesta va acompafnada de angiogénesis, adherencias, fibrosis,
cicatrizacion, infiltracion neuronal y distorsion anatomica, resultando en un dolor persistente
y dando lugar a infertilidad en algunos casos (Berkley et al., 2005). Se estima que, en parejas
normales, la tasa de fecundidad esta en torno a 0,15 y 0,20 por mes. Por contra, las mujeres
con endometriosis tienden a tener una tasa mas baja, la cual oscila entre 0,02 y 0,1 (Hughes
et al., 1993). La endometriosis también ha sido asociada a una menor tasa de recién nacidos
vivos (Collins et al., 1995), y algunos estudios concluyen que las mujeres infértiles tienen
mas probabilidad de sufrir endometriosis que las mujeres fértiles (Verkauf, 1987). A pesar de

los extensos estudios que se han llevado a cabo, no existe un consenso comun acerca de la
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relacion entre la endometriosis y la infertilidad. Entre los mecanismos propuestos se incluyen
algunos como una anatomia pélvica distorsionada, anomalias endocrinas u ovulatorias o una
funcién peritoneal alterada (Bulletti etal., 2010). Por otro lado, la aparicion de la
endometriosis ha sido asociada a la de otras enfermedades cronicas como el cancer, las
autoinmunes, el asma y las cardiovasculares (Kvaskoff etal., 2015). Entre los sintomas
asociados encontramos algunos como dolor pélvico crénico, fatiga, dismenorrea, dispareunia,

disuria o disquecia (Nnoaham et al., 2011).

En lo referente a los factores implicados en la enfermedad, han sido asociados
los genéticos (Rahmioglu et al., 2014), los genéticos familiares (Montgomery et al., 2008) y
los ambientales (ftalatos, bisfenol A o contaminantes organoclorados) (Buck Louis et al.,
2013; Porpora et al., 2013), asi como los hébitos alimenticios (Parazzini et al., 2004). Se
estima que el componente genético que contribuye a la variabilidad fenotipica (heredabilidad)
es de alrededor del 50 % (Nyholt et al., 2009; Saha et al., 2015; Treloar et al., 1999). Segun el
criterio de la ASRM (American Society for Reproductive Medicine), existen varias
clasificaciones de la endometriosis basadas en la localizacién y el tamano de las lesiones
(Alimi et al., 2018). Concretamente, se han establecido cuatro estadios diferentes asociados al

grado de desarrollo de la enfermedad (Figura 4):
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Figura 4. Estadios de endometriosis segun los criterios de clasificacion de la ASRM. Se consideran cuatro

estadios diferentes: Estadio I (minima), caracterizado por presentar implantes aislados y sin adherencias; estadio
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II (media), en el que se localizan implantes superficiales de menos de 5 cm, adheridos o diseminados sobre la
superficie del perineo u ovarios; estadio III (moderada), en el que se observan multiples implantes superficiales
o invasivos, asi como adherencias alrededor de las trompas; estadio IV (severa), que muestra implantes
multiples superficiales y profundos, los cuales incluyen grandes endometromas ovaricos, ademas de posibles
adherencias extensas. Fuente: Sistema Nacional de Salud (SNS) de Esparia. Modificado de Sharma y
colaboradores (2022)

A pesar de su prevalencia, de los sustanciales costes asociados al tratamiento
(Simoens, Hummelshoj, et al., 2011; Simoens et al., 2011) y del impacto en la calidad de vida
(Nnoaham et al., 2011), la etiologia de la endometriosis todavia no es del todo conocida. No
obstante, existe evidencia de la implicacion de las hormonas femeninas, inflamacion local y
disrupcion del sistema inmunoldgico en el desarrollo de la enfermedad (Burney & Giudice,

2012; Matarese et al., 2003).

3.2. Diagnéstico y tratamiento de la enfermedad

Actualmente no existe una terapia farmacoldgica concreta que permita revertir la
enfermedad completamente, por lo que las terapias vigentes estan dirigidas a paliar los
sintomas (Bedaiwy et al., 2017). En muchas ocasiones, tras cesar el tratamiento, los sintomas
vuelven a aparecer de nuevo, y se estima que, tras su finalizacion, alrededor del 21,5 % de las
pacientes presenta una recurrencia de la enfermedad a los dos afos, y el 40-50 % a los cinco

afos (Guo, 2009).

Existen algoritmos de toma de decision que predicen el tratamiento Optimo para la
enfermedad y la infertilidad asociada, en funcidén de las caracteristicas de la paciente, de la
efectividad o efectos secundarios de los tratamientos y de sus deseos de quedar embarazada o
de someterse a tratamientos de reproduccion asistida (Figura 5). Entre los criterios
considerados para que un tratamiento sea considerado seguro y efectivo podemos encontrar

los siguientes (Bedaiwy et al., 2017):

e Tratamiento curativo en lugar de supresivo

e Tratamiento del dolor y de la infertilidad al mismo tiempo
e Perfil de efectos secundarios aceptable

e Su uso prolongado debe de ser seguro y asequible

e De naturaleza no anticonceptiva
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e Sin interferencia con ovulacion espontanea e implantacion normal

e Mejora la concepcion espontanea

e Sin potencial teratogénico y seguro durante el periodo periconcepcional
e Inhibe el crecimiento de lesiones ya existentes

e Previene el desarrollo de nuevas lesiones

e Eficacia para todos los fenotipos de endometriosis
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Figura 5. Algoritmo de toma de decisiones para el tratamiento de la endometriosis. Se muestran las

diferentes opciones para el tratamiento del dolor asociado a la endometriosis y de las opciones en caso de deseo
de concepcion de la mujer. El tratamiento a elegir depende de factores como las preferencias de la mujer, el
consejo médico o los tratamientos disponibles. Entre los posibles tratamientos del dolor (izquierda) se
encuentran los analgésicos, los hormonales y la cirugia. Para mujeres con deseos de concepcion (derecha) no se
recomiendan los tratamientos hormonales, y se ofrece la opcion de cirugia y/o tratamientos de reproduccion

asistida (TRA). Modificado de ESHRE Guideline on Endometriosis (2022). Creado con BioRender.com

Podemos clasificar los tratamientos actuales en dos grupos: farmacoldgicos y
quirargicos. Hay que considerar que la cirugia puede afectar a la reserva ovarica de las
pacientes (Bedaiwy et al., 2017). Ademas, la mitad de las mujeres que se someten a cirugia
sin un control de la medicacion, a largo plazo deben someterse a una complementaria, la cual
puede resultar en un dafio orgénico que da lugar a la pérdida de funcion (Saraswat et al.,

2018).
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Los actuales tratamientos farmacologicos (Figura 6) implican, en su mayoria, el uso
de anticonceptivos que bloquean el eje hipotalamo-hipofisario-ovarico e inducen la supresion
de la ovulacion. Consecuentemente, la atrofia endometrial asociada a la terapia hormonal
dificulta la implantacion, lo que representa un reto para pacientes con endometriosis y deseos
de quedar embarazadas. Como consecuencia, en mujeres con deseos de concepcion y con
dolor asociado a endometriosis, los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son la tnica
opcion factible para mantener la fertilidad. Para llevar a cabo la supresion hormonal, los
analogos o agonistas de la GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone) son empleados
usualmente como primera linea de tratamiento, debido a su alta efectividad en la supresion
hormonal, acompafiada de la inhibicién del crecimiento de tejido endometrial. Otro de los
tratamientos estudiados en la actualidad estd relacionado con la sensibilizacion del sistema
central, el cual ha sido asociado como un factor clave en la sensibilidad al dolor causado por
la endometriosis (Brawn et al., 2014). Este tipo de tratamientos son recomendados para
algunas pacientes, y entre ellos podemos encontrar algunos como los farmacos tetraciclicos o
los antiepilépticos, aunque su evidencia clinica es limitada. Adicionalmente, para las
pacientes es recomendable realizar un enfoque multidisciplinar que incluya terapias como la

fisioterapia o la atencion psicoldgica (Friggi Sebe Petrelluzzi et al., 2012).
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Figura 6. Tratamientos farmacologicos actuales para la endometriosis. Se pueden diferenciar dos tipos de
tratamientos farmacologicos distintos en funcion de su modo de accion: los hormonales y los no hormonales. En
funcion de las caracteristicas de la paciente y sus necesidades, se pueden plantear diferentes tipos de opciones de

tratamiento. Creado con BioRender.com
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En las dos ultimas décadas se han testado una gran cantidad de nuevas opciones de
tratamientos. Todos ellos estan dirigidos a revertir alguna condicidon especifica relacionada
con la endometriosis. Entre los tratamientos hormonales mas prometedores, los antagonistas
de la GnRH han sido unos de los mas empleados contra la endometriosis. Estos producen un
ambiente hipoestrogénico mediante la supresion directa de la gonadotropina pituitaria. Este
mecanismo da lugar a la inhibicion de la proliferacion e invasion celular inducidas por el
factor de necrosis tumoral (TNF-a), al mismo tiempo que mantiene los niveles de estradiol a
fin de evitar sintomas vasomotores en las células estromales del endometrio (Taniguchi et al.,
2013). Otro tipo de farmacos estudiados en la actualidad para el tratamiento de la
endometriosis son los moduladores selectivos de los receptores de progesterona (Selective
Progesterone Receptor Modulators, SPRM), que presentan efectos beneficiosos mediante la
inhibicion de los implantes endometridsicos y reducen el dolor (Chwalisz et al., 2005).
También se han desarrollado farmacos moduladores selectivos de los receptores de
estrogenos (Selective Estrogen Receptor Modulators, SERM). Algunos de ellos han sido
empleados en el tratamiento de la osteoporosis postmenopdusica y han mostrado efectos
prometedores en la reduccion de implantes endometriésicos (Yao et al., 2005). Finalmente,
otro de los grupos de farmacos mas estudiados en la actualidad para el tratamiento de la
endometriosis es el de los inhibidores de la aromatasa. La aromatasa es una enzima clave en
la biosintesis de estrogenos, hormona estrechamente relacionada con el desarrollo de la
enfermedad. Por tanto, la inhibicion de la produccion de estrogenos conlleva una reduccion
local de los implantes endometridsicos (Attar & Bulun, 2006; Bedaiwy et al., 2009; Bilotas
etal., 2010).

En lo referido a los tratamientos no hormonales, los mas estudiados son los
inmunomoduladores y los agentes antiangiogénicos. Los inmunomoduladores actian
mediante el bloqueo de TNF-a, que es una citocina proinflamatoria cuyo incremento ha sido
asociado con el desarrollo de la endometriosis (Bedaiwy et al., 2002). El bloqueo de esta
proteina da lugar a una reduccion significativa de las lesiones producidas por la enfermedad
(Giiney et al.,, 2008; Ingelmo etal., 2013; Xu etal., 2012). Por otro lado, los agentes
antiangiogénicos tratan de evitar el proceso de angiogénesis, relacionado con la iniciacion,
crecimiento, invasion y recurrencia de la endometriosis. Una gran cantidad de agentes
antiangiogénicos han sido evaluados, tanto en ratones (Becker et al., 2006; Bruner-Tran et al.,
2009; Dabrosin et al., 2002) y ratas (Bruner-Tran et al., 2009) como en células humanas in

vitro (Almassinokiani etal., 2013; Esfandiari etal., 2007; Sharma etal., 2010) para el
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tratamiento de la endometriosis. Sin embargo, la eficacia clinica de estos es de evidencia

limitada (Laschke & Menger, 2012).

3.3. Principales limitaciones en el tratamiento de la endometriosis

A pesar de la gran cantidad de tratamientos disponibles y bajo estudio, estas terapias
suelen aliviar los sintomas, aunque en la mayoria de los casos la desaparicion del dolor es
limitada en eficacia y duracion, por lo que los sintomas reaparecen (Dunselman et al., 2014).
La mayoria de las terapias hormonales actuales se basan en la supresion de los niveles de
estrogenos a nivel sistémico o local. Todas ellas muestran una eficacia similar. No obstante,
el perfil de respuesta entre las diferentes pacientes es muy variable (Burney & Giudice,
2012). Los mas usados comunmente son las progestinas y los anticonceptivos orales
combinados. Otros, como los GnRH-a (agonistas de GnRH), son también frecuentemente
empleados. Este tipo de terapias inducen estados hipoestrogénicos, resultando en sintomas
relacionados con la menopausia y con la pérdida de densidad mineral 6sea (Lee et al., 2016).
Farmacos como el Danazol, especialmente cuando es administrado por via oral, estan
asociados con efectos secundarios androgénicos significativos, por lo que su uso ha sido
restringido en la rutina médica. Ademas, analgésicos como los AINEs son prescritos para el
tratamiento del dolor, a pesar de la limitada evidencia de su eficacia (Dunselman et al., 2014).
Se ha sugerido que entre el 25 % y el 30 % de las pacientes tratadas con anticonceptivos o
progestagenos requieren un tratamiento adicional debido a la falta de respuesta o baja
tolerabilidad (Vercellini et al., 2008, 2014). También es necesario tener presente que la
variabilidad asociada a los estudios clinicos puede influir en las conclusiones obtenidas sobre
los efectos beneficiosos de un fairmaco determinado. Es conocido el hecho de que alrededor
del 39 % de eventos serios relacionados con la toma de farmacos, especialmente aquellos
relacionados con el cancer, no se reportan en ensayos clinicos, y el 49 % de los mismos no
estan descritos en las etiquetas de la FDA (Food and Drug Administration), organismo

regulador de medicamentos en Estados Unidos (www.fda.gov).

En un meta-analisis (Becker etal., 2017) se compard la eficacia de diferentes
tratamientos empleados actualmente contra la endometriosis, asi como la respuesta de la
poblacion a los mismos. En €l se describe la falta de eficacia en seis estudios independientes,
y la persistencia del dolor al finalizar la terapia fue descrita en catorce de ellos. La aparicion

de efectos adversos también juega un papel importante a la hora de la prescripcion de uno u
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otro medicamento. La mayoria de pacientes que interrumpen el tratamiento proceden de
terapias en las que aparecen efectos adversos. Se estima que entre el 5 % y el 9 % de
pacientes tratadas con progestinas, danazol, GnRH-a o GnRH-ant (antagonistas de GnRH) lo
detienen en alguna fase debido a la falta de eficacia y a la aparicion de efectos secundarios
(Becker etal., 2017). Como conclusiéon de estos estudios se deriva la idea de que los
mecanismos de accidon de los tratamientos actuales solo ofrecen el alivio de los sintomas, vy,
por el momento, no hay ninguna terapia con una efectividad total en la reversion de la
enfermedad, por lo que podrian considerarse tratamientos simplemente paliativos. Ademas, y
a pesar de que las terapias médicas actuales suprimen los sintomas asociados a la
enfermedad, no todas las pacientes presentan la misma respuesta, observandose una
efectividad variable. Si tenemos en cuenta el gasto asociado a las mismas, podemos concluir
que existe una necesidad actual de desarrollar nuevas terapias, mas efectivas y
personalizadas. En un estudio en el que se evaluo el gasto asociado a estos tratamientos, se
estimd que en Estados Unidos, durante el afio 2009, fueron invertidos alrededor de 49 mil
millones de dolares en el diagndstico y tratamiento del dolor e infertilidad asociados a la
endometriosis (Simoens etal., 2011). Actualmente, el Unico método de diagndstico y
evaluacion del estado de la endometriosis y la recurrencia de la enfermedad después del
tratamiento es la visualizacion durante la intervencioén quirtrgica (Burney & Giudice, 2012).
Debido a la falta de eficacia comentada anteriormente, gran parte de las pacientes optan por
el tratamiento quirargico. Entre los empleados en la actualidad, los mas comunes son la
laparoscopia y la histerectomia. La laparoscopia es una técnica quirirgica que permite la
vision de la cavidad pélvica-abdominal mediante el uso de una lente 6ptica. No obstante, la
laparoscopia puede afectar a la reserva ovarica de las pacientes (Bedaiwy et al., 2017). Por
otro lado, la histerectomia consiste en la extirpacion total o parcial del utero. Otra de las
soluciones propuestas consiste en la combinacion de las terapias quirurgicas y

farmacologicas.

Para el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos al tratamiento de la endometriosis
es necesario conocer las bases moleculares que dan lugar a la aparicion de esta enfermedad
compleja y poligénica. En la actualidad se estan realizando muchos esfuerzos en esa
direccion. Existen una gran cantidad de estudios y bases de datos dedicados a tal fin. Una de
las estrategias consiste en considerar la enfermedad desde un punto de vista holistico y
global, en lugar de estudiar por separado los diferentes componentes que dan lugar a su

aparicion. No obstante, este tipo de enfoque, a su vez, se basa en la integracion de
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informacion de diferentes experimentos independientes, por lo que estos ultimos también se

hacen necesarios para avanzar en el conocimiento de la enfermedad.
3.4. Biomarcadores de la endometriosis

La endometriosis es una de las enfermedades reproductivas mas estudiadas en
medicina reproductiva por su prevalencia en la sociedad. Entre los procesos moleculares
desregulados en endometriosis han sido descritos algunos como: apoptosis, angiogénesis,
estrés oxidativo, inflamacion y proliferacion celular. Entre las rutas moleculares relacionadas
con estos procesos moleculares destacan algunas como las de MAPK/ERK, AKT/PI3K o p38
MAPK (Samimi et al., 2019) (Figura 7).
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Figura 7. Principales rutas y procesos moleculares desregulados en endometriosis. Se muestran algunos de
los procesos y rutas moleculares desreguladas importantes para el desarrollo de la endometriosis. Modificado de

Samimi y colaboradores (2019)
Ademas de los procesos y rutas moleculares descritos anteriormente, también existen

otros en los que se relaciona la endometriosis con la infertilidad. En este contexto, la

desregulacion de la ruta AMPK/mTOR juega un papel importante. La hiperactivacion de la
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proteina mTORCI1 y la hiporegulacion de AMPK han sido asociadas a la infertilidad
relacionada con la endometriosis, junto a la desregulacion de otros procesos moleculares
como la decidualizacion, proliferacion celular, angiogénesis, inflamacion o autofagia
aberrante (Assaf et al., 2022), por lo que representan unos de los potenciales marcadores
moleculares que podrian ser empleados para el tratamiento de la infertilidad asociada a la

enfermedad.

En la actualidad existen gran cantidad de bases de datos dedicadas a almacenar
informacion relativa a las diferentes moléculas que dan lugar a la aparicion de diferentes
enfermedades. Esta informacion puede ser muy valiosa para el desarrollo de nuevas terapias
mas dirigidas y personalizadas. La secuenciacion del genoma humano ha abierto un amplio
abanico de posibilidades para ello y para el estudio de muchas enfermedades complejas.
Asimismo, la explosion de las diferentes tecnologias dmicas también ha contribuido a este
proposito. Algunas de las mas desarrolladas en la actualidad son la gendémica y la

transcriptomica.

En la Tabla 1 se describen algunas de las bases de datos de caracter genémico
relevantes para el estudio tanto de enfermedades monogénicas como de enfermedades

poligénicas y complejas.

Tabla 1. Bases de datos genémicas para la extraccion de genes de enfermedades complejas. Se muestra el

nombre de la base de datos, la pagina web y la referencia bibliografica.

Base de datos Web Referencia
GWAS Catalog www.ebi.ac.uk/gwas/home (Sollis et al., 2023)
HGMD www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php (Stenson et al., 2020)
GWAS Central www.gwascentral.org (Beck et al., 2014)
PheGenl www.ncbi.nlm.nih.gov/gap/phegeni  (Ramos et al., 2014)

La tecnologia basada en la transcriptomica también ofrece una informacion util para
el estudio de enfermedades complejas. Un procedimiento estandar para la obtencion de genes

candidatos para una enfermedad consiste en estudiar los niveles de expresion de genes en
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pacientes con una enfermedad concreta con respecto al fenotipo normal. De este modo, los
genes candidatos en los cuales se observa una diferencia significativa en la expresion entre
los dos grupos podrian ser biomarcadores a tener en cuenta (de la Fuente, 2010; Nitsch et al.,
2009). En lo referido a la endometriosis, se han realizado grandes esfuerzos para caracterizar
la enfermedad a través de diferentes estudios de transcriptomica (Bhat et al., 2019; Burney
etal., 2007; Crispi et al., 2013; Hever et al., 2007; Khan et al., 2012; Ohlsson et al., 2009;
Tamaresis et al., 2014; Zhao et al., 2018).

Gene Expression Omnibus (GEO) (Clough & Barrett, 2016) es un repositorio publico
y gratuito de informacion extraida de experimentos de microarray y RNAseq (secuenciacion
de ARN). Esta clase de experimentos se basa en realizar medidas de los niveles de expresion
de genes. Originariamente, la tecnologia de microarray fue la primera desarrollada para este
proposito. Sin embargo, con la introduccion de la tecnologia derivada de la secuenciacion
masiva (Next Generation Sequencing, NGS), emergio el RNAseq, que ofrece una serie de
ventajas con respecto a los microarrays, entre las que destacan el posible descubrimiento de
nuevos genes (ya que la tecnologia de microarray parte de sondas predeterminadas que se
unen a genes ya conocidos) y la mayor resolucion, ya que la tecnologia de RNAseq es capaz
de detectar la expresion a nivel de gen, exdn, transcrito y ADN codificante. GEO cuenta
actualmente con informacion sobre 4.348 datasets, 3.157.567 muestras de diferentes
organismos y 19.931 plataformas diferentes, por lo que es un recurso ampliamente empleado

en la investigacion biomédica.

3.5. Modelos para el estudio de la endometriosis

Existen modelos in vivo y modelos in vitro para el estudio de la endometriosis. Los
modelos in vivo permiten estudiar, de un modo relativamente rapido y sencillo, en
comparacion con el estudio en humanos, el efecto en el crecimiento anormal de tejido, el
dolor y la infertilidad, asi como la identificacion de posibles tratamientos que puedan ser
susceptibles de ser empleados en humanos. Debido a que la endometriosis sélo se desarrolla
de manera espontanea en humanos y en algunos primates no humanos que tienen ciclos
menstruales (D’Hooghe et al., 2009), el uso de animales como macacos Rhesus (Macaca
mulatta) o babuinos (Papio hamadryas) supone uno de los modelos mas relevantes para el
estudio de la endometriosis, pero su uso esta limitado debido a los costes asociados y a

cuestiones éticas derivadas del mismo. Otros modelos animales, como los roedores, ofrecen
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una opcion mas tangible para el estudio de la enfermedad. No obstante, a pesar del hecho de
que en estos animales se replican ciertos aspectos de la enfermedad (Flores et al., 2007;
Konno et al., 2007), no simulan realmente la diseminacion del tejido hacia el peritoneo y la
formacion de lesiones a partir del tejido endometrial desprendido. Esto, junto con la
dificultad de encontrar un conveniente numero de estas ratas comercialmente disponibles,

hace que su uso se vea limitado en el estudio de la endometriosis.

En lo referente a los modelos in vitro, a pesar de que una de sus principales
limitaciones es la falta de fidelidad en la reproducibilidad de algunas de las manifestaciones
fisiologicas de la enfermedad, permiten el estudio del efecto de farmacos en células
pertenecientes a diferentes tejidos de la misma de un modo relativamente sencillo y
econémico (Romano et al., 2020). Respecto a este tipo de modelos, existen varias opciones.
Entre las mas usadas cabe destacar el cultivo primario a partir de biopsias endometriales de
pacientes y el uso de lineas celulares inmortalizadas (Fan, 2020). Sin embargo, el limitado
nimero de células que pueden ser aisladas a partir de biopsias endometriales de pacientes y la
mayor facilidad que supone trabajar con lineas celulares, ademas de la dificultad anadida de
disponer de biopsias endometriales, son las razones por la que gran parte de los

investigadores decide emplear lineas celulares para el estudio de la enfermedad.

Dependiendo del objetivo del estudio, existen diferentes lineas celulares que pueden
ser empleadas. Debido a que el tejido endometrial humano se compone en su mayoria de
células epiteliales y células estromaticas, las principales lineas celulares empleadas para el
estudio de la fisiopatologia de la endometriosis se basan en estos tipos celulares. Hay
disponibles una variedad de lineas celulares endometridsicas inmortalizadas, tanto epiteliales,
que incluyen algunas como las 127, 497, 108Z y la 11Z, como estromales, como el caso de
las 22B (Fan, 2020). Mediante la comparacion de estas células endometriosicas con células
primarias endometriales normales, se ha observado una elevada expresion de genes
relacionados con la regulacion del metabolismo de hormonas esteroideas, especialmente los
receptores de estrogenos (ESR) y progesterona (PGR), con la invasion celular (MMP2 y
MMPY), con el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), con citoquinas (/L) o con el
factor de necrosis tumoral (TNF-a) (Banu et al., 2008). No obstante, el uso de estos modelos
celulares para el estudio de la endometriosis continiia en debate. Un trabajo reciente realizado
por Romano y colaboradores (Romano et al., 2020), en el que se incluian 300 protocolos

publicados describiendo el aislamiento y cultivo de células endometridsicas, concluyo que
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existia una gran falta de reproducibilidad de los protocolos, debido, en gran medida, a la
ausencia de pureza celular obtenida y de la caracterizacion fenotipica de los cultivos
primarios, que presentan un alto riesgo de contaminacion por tejidos circundantes. También
fue revisada la autentificacion de las lineas celulares y se observd que dicha autentificacion

no fue realizada (excepto en las lineas 11Z y 127).

Actualmente el cultivo de organoides en 3D también ofrece una posibilidad muy
interesante de estudiar, tanto la endometriosis como el proceso de implantacion embrionaria y
el efecto farmacoldgico sobre los mismos (Boretto et al., 2019; Kagawa et al., 2022; Luddi

et al., 2020).

4. Redes Moleculares

4.1. Teoria de grafos

Una de las herramientas mas empleadas para el estudio de las enfermedades
complejas y de todos los componentes que dan lugar a la aparicion de las mismas es
la visualizacion y andlisis de redes moleculares mediante la teoria de grafos. Una red
molecular representa interacciones complejas entre todas las entidades de un sistema
biolégico. Un grafo es una representacion esquematica de las conexiones de una red, y, por
tanto, permite visualizar las interacciones complejas entre todas las entidades de un sistema
que dan lugar al fendmeno objeto de estudio, como podria ser el caso de las enfermedades
complejas y poligénicas o el estudio de la accion farmacologica y las relaciones entre sus

dianas moleculares y los genes de una enfermedad.

Matematicamente, un grafo estd formado por los vértices o nodos, los cuales
representan entidades biologicas (como podrian ser genes, proteinas o metabolitos), y las
aristas (que representan las relaciones que se establecen entre las distintas entidades
bioldgicas) que conectan dichos nodos. El conjunto de aristas puede ser: ordenado (grafo

dirigido) o no ordenado (grafo no dirigido) (Figura 8).
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Figura 8. Componentes basicos de una red. Se muestran los componentes mas importantes de una red
molecular. Los circulos representan entidades bioldgicas (nodos) y las aristas relaciones entre los mismos. Las

relaciones pueden ser dirigidas (flechas) o no dirigidas (linea continua).

4.2. Tipos de redes biologicas

Es conocido el hecho de que la complejidad subyacente a la biologia estad dando paso
al estudio de la misma desde una perspectiva holistica, sustituyendo al método reduccionista
que se habia venido utilizando histéricamente hasta hace unas pocas décadas. Con el
desarrollo de diferentes técnicas moleculares y la generaciéon de datos dmicos, muchas
disciplinas han optado por el empleo de redes moleculares a la hora de estudiar la relacion
entre diferentes componentes bioldgicos (biologia de sistemas). Existen, por tanto, tantas
redes bioldgicas como relaciones entre diferentes entidades biologicas (enfermedades,

farmacos, genes, proteinas, metabolitos, etc).

Unas de las redes mas empleadas para el estudio de enfermedades complejas son las
redes de regulacion. Se basan en estudiar las relaciones entre los factores de transcripcion y
los genes, con el fin de modelar e identificar alteraciones en los procesos reguladores que
dan lugar a la aparicion o desarrollo de una determinada enfermedad (Karlebach & Shamir,
2008). En estos casos, los nodos de la red representan factores de transcripcion y genes, y las

aristas las interacciones entre estos.

Otro tipo de redes bioldgicas empleadas son las redes de coexpresion. Estas se
construyen mediante la conexion de pares de genes que presentan una alta correlacion en sus
perfiles de expresion génica. En este contexto, las redes de coexpresion de genes permiten

agrupar conjuntos de genes con patrones de expresion similar bajo unas condiciones
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determinadas. De este modo, este tipo de redes permite refinar el estudio funcional de grupos
de genes dentro de un contexto bioldgico concreto (Gupta & Pereira, 2019). Los nodos de
representan los genes, mientras que las aristas (ponderadas) representan los valores de

correlacion de expresion entre pares de genes.

Las redes metabdlicas y de seializacion aportan informacion acerca de las
reacciones enzimaticas y metabolicas que ocurren en el interior de la célula. En estas redes
los nodos representan enzimas y las aristas que conectan los pares de enzimas representan
metabolitos de una reaccion enzimatica que conecta una enzima con otra. Representan el
conjunto de reacciones bioquimicas que se producen en el interior celular y se emplean para

predecir biomarcadores para enfermedades complejas (Angione, 2019).

Otros tipos de redes empleadas en la actualidad son las redes de similitud. Estas
conectan dos nodos (entidades bioldgicas) en funcion de la similitud entre ambos. Un
ejemplo son las redes de similitud quimica entre fArmacos o proteinas. Han sido empleadas
con bastante eficacia para predecir interacciones entre farmacos o para reposicionamiento de
farmacos (Azad et al., 2021; Vilar et al., 2014; Zhou et al., 2015). El principio de este tipo de
redes consiste en que, por ejemplo, si dos farmacos tienen una similitud estructural alta,
también tienen mayor probabilidad de interaccionar entre si. Han sido empleadas como
métodos de prediccidon para reposicionamiento de farmacos, efectos secundarios o dianas

moleculares (Brouwers et al., 2011; Campillos et al., 2008; Lounkine et al., 2012).

Uno de los tipos de redes mas ampliamente estudiado en el campo de la medicina son
las redes de interaccion proteina-proteina (IPP). La presente Tesis centrard su metodologia

en este tipo de redes biologicas, las cuales se describiran con detalle en el siguiente apartado.

4.2.1. Redes de interaccion proteina-proteina (IPP) y el Interactoma Humano

Las redes de IPP representan interacciones fisicas (aristas) entre proteinas (nodos). La
integracion de estas redes con datos gendmicos, transcriptomicos y protedmicos permite
estudiar las funciones celulares en la mayoria de contextos fisioldgicos o patoldgicos (Luck
et al.,, 2020). De manera anéloga a la secuenciacion del genoma humano, la generacion del
Interactoma Humano es necesaria para el estudio imparcial de los mecanismos bioldgicos a

nivel protedmico en un contexto celular. La estructura y naturaleza de las redes de IPP han
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sido objeto de estudio por parte de disciplinas como la biologia de sistemas debido a los
grandes conjuntos de datos (datasets) disponibles (Safari-Alighiarloo et al., 2014). El anélisis
sistematico de las redes de IPP se inici6 a mediados de la década de los 90, con estudios que
buscaban la relacion entre grandes complejos proteicos (Bartel et al., 1996). Posteriormente,
la creciente evidencia de que existen interacciones entre diferentes vias de sefializacion
celular ha demostrado que la transduccion de sefales se produce a través de una red de vias
interconectadas, y no a través de una serie de rutas celulares aisladas (Shuai, 2000). Por ello,
actualmente se estd prestando gran atencion a este tipo de informacion, al mismo tiempo que

se estan generando gran cantidad de datasets para estudios a gran escala.

Existen diferentes métodos de obtencion de redes de IPP, pudiendo distinguir entre los
computacionales y los experimentales. Con los avances computacionales y el desarrollo de
las tecnologias omicas, se han desarrollado métodos de prediccion de interaccién entre
proteinas. Estos métodos emplean el contexto estructural, genomico y biologico de las
proteinas y genes para predecir IPP (Skrabanek et al., 2008). Una de las ventajas del uso de
redes de IPP derivadas de métodos computacionales es el bajo costo y el poco tiempo
necesario para generar este tipo de redes. No obstante, su principal limitacion es que la
precision de los resultados obtenidos mediante prediccion depende en gran medida del
enfoque computacional empleado. Ademas, no existe un gold standard para su generacion
por medio de métodos computacionales, ya que un método que funciona bien para predecir
una IPP podria funcionar mal para predecir otra, al generar falsos positivos y falsos negativos
(El etal., 2015). Es por ello que la interpretacion de los resultados obtenidos mediante el
analisis de estas redes debe realizarse con cautela. Por otro lado, los métodos experimentales
para la deteccion de IPP, ofrecen la ventaja de proporcionar informacion sobre las
interacciones reales que se producen entre proteinas en un contexto bioldgico, lo que
proporciona una mayor confianza en los resultados obtenidos de esta forma que en los
obtenidos por prediccion. No obstante, una de las principales limitaciones de estas redes, en
general, consiste en que, a pesar de que se estan haciendo grandes esfuerzos para
completarlas, todavia estan parcialmente incompletas (Luck et al., 2020; Rolland et al., 2014;
Rual etal.,, 2005; Vidal, 2016), ya que hay un cierto sesgo hacia el estudio de ciertas
proteinas con mayor relevancia para la comunidad cientifica, como las relacionadas con
cancer u otras enfermedades mas estudiadas. Sin embargo, a pesar de esta limitacion, estas
redes de IPP se han empleado con éxito para predecir biomarcadores para algunas

enfermedades complejas o dianas terapéuticas para las mismas.
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4.3. Parametros de red

Gracias a esta teoria de grafos pueden ser disefiados modelos para todas las entidades
biologicas de un sistema que presenten algin tipo de relacion entre ellas. El modelado
matematico de estos sistemas mediante herramientas informaticas se denomina modelo in

silico.

Si el sistema representa moléculas y relaciones moleculares, algunos autores apuntan
a que las enfermedades se producen como resultado de una perturbacion en estas redes
moleculares (Csermely et al., 2013; del Sol et al., 2010; Huang et al., 2009). En la misma
linea, otros autores sugieren que los objetivos farmacoldgicos o dianas moleculares actuan
distribuyendo un estimulo concreto al resto de proteinas (nodos) relacionadas en las redes de
interaccion proteina-proteina (Kuhn etal.,, 2013), por lo que conocer los diferentes
parametros de red, que evaltan la efectividad de un nodo concreto de la red para canalizar un
estimulo al resto de componentes de la red, cobra cierta relevancia en el analisis de redes
biologicas. A continuacion, se detallan algunos de los parametros de red mas importantes

para el analisis de redes bioldgicas:

Grado de conectividad (degree): el grado de conectividad o degree, k, es uno de los
parametros locales mas estudiados y elementales en la teoria de grafos. Se refiere al nimero
de conexiones que tiene un nodo concreto con otros nodos de la red (Figura 9). Es una
medida local, ya que representa el grado en que un nodo determinado de la red esta conectado

con sus vecinos.

Nodo con alto degree Nodo con bajo degree

Figura 9. Parametro topolégico de red: degree centrality. A la izquierda se muestra un nodo (en color rojo)
con alto valor de degree centrality (k = 5). A la derecha (en color rojo) se muestra otro nodo con bajo valor de

degree centrality (k = 1).
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Los nodos con un alto valor se denominan comtinmente como hubs. Estos hubs han
sido ampliamente estudiados en el campo de la farmacologia por su importancia, debido a
que son capaces de transmitir la informacion a muchos nodos de la red (Amala & Emerson,
2019; Borneman et al., 2006; McGovern & Barreto, 2021; Nithya et al., 2023; Su et al., 2021;
Viacava Follis, 2021). Ademas, las proteinas rara vez actuan de forma aislada, sino que mas
bien actuan en conjunto para dar lugar a una funcién molecular concreta o al desarrollo de
una enfermedad compleja (excepto en las enfermedades monogénicas). De hecho, se ha
observado que, a mayor grado de aglomeracion de las proteinas, mayor probabilidad hay de
que éstas tengan un alto grado de similitud en cuanto a funciones biologicas compartidas
(Menche etal.,, 2015). Asimismo, algunos estudios sugieren que las proteinas que
interaccionan fisicamente con las proteinas de una determinada enfermedad en las redes de
interaccidn proteina-proteina, presentan una mayor probabilidad (hasta diez veces mas de lo
esperado por azar) de estar involucradas en el desarrollo de la enfermedad (hipotesis local)
(Barabasi etal., 2011; Goh etal., 2007; Oti etal.,, 2006; Wang et al., 2011), por lo que
encontrar proteinas con un alto numero de conexiones con otras proteinas de la enfermedad
en el Interactoma Humano podria ser una estrategia Util para considerar nuevas dianas
moleculares asociadas a una enfermedad compleja concreta. Este tipo de estudios también ha
logrado descubrir que existe un mayor solapamiento de las manifestaciones clinicas o
sintomas de dos enfermedades cuanto mayor sea el grado de aglomeracion de las proteinas de

ambas enfermedades en el Interactoma Humano.

Una propiedad importante de las redes bioldgicas, y relacionada con el grado de
conectividad, consiste en que éstas son libres de escala (scale-free). A diferencia de las redes
aleatorias, las redes bioldgicas poseen la propiedad de tener unos pocos nodos con muchas
relaciones con otros nodos (alto degree centrality) y muchos nodos con pocas relaciones con
otros nodos de la red (Figura 10). En este contexto, los nodos con un bajo valor de degree
centrality desempefian un papel menor en la topologia de la red, mientras que los nodos con
un alto valor afectan significativamente a ésta (Koutrouli et al., 2020). Por ello, es uno de los
parametros evaluados para comprobar si una red se asemeja a una red bioldgica real o, por el

contrario, se trata de una red que podria haber sido generada por azar.
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Figura 10. Propiedades de las redes biologicas. (A) Se muestra el ejemplo de cémo se organiza una red
biologica (libre de escala o scale-free). Las redes bioldgicas presentan una pequefia cantidad de nodos muy
conectados y una gran cantidad de nodos poco conectados. (B) Las redes aleatorias, a diferencia de las redes
bioldgicas, no presentan la propiedad de ser libres de escala o scale-fiee, y tienen una distribucion aleatoria en lo
referido al numero de conexiones de cada nodo de la red, que presentan aproximadamente el mismo nimero de

conexiones que el resto de nodos de la red. Creado con BioRender.com

Betweenness centrality: La centralidad de intermediacion o betweenness centrality (Figura
11) hace referencia a la capacidad que un nodo tiene, con respecto al resto de la red, de
transmitir informacion al resto de nodos de la red. Su valor se estima calculando la fraccion
de caminos mas cortos que pasan a través de un nodo determinado. Se trata, por tanto, de una
medida global de la cantidad de control que un nodo ejerce con respecto al resto de la red.
Los nodos con un alto valor asociado se caracterizan por funcionar como “puente” entre
diferentes grupos de nodos de la red, es decir, son nodos por los que pasa gran cantidad de
informacion transmitida por otros grupos de nodos presentes en la red, y por ello son
denominados comunmente como “cuellos de botella” (Yu et al., 2007). Por tanto, eliminar
nodos con alto valor de betweenness centrality puede repercutir drasticamente en la estructura
de la red, ya que se puede perder la conexion entre diferentes componentes de ésta,
impidiendo el flujo de informacion entre ellos. Algunos autores han empleado este parametro
topoldgico para identificar elementos clave dentro de una red molecular, como fdrmacos o
compuestos que actian modulando diferentes rutas metabolicas, ya que nodos de la red con

un alto valor asociado pueden transmitir la informacion a diferentes puntos de la red (Nacher
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& Schwartz, 2008). De este modo, estos farmacos pueden modular dianas moleculares
implicadas en procesos bioldgicos diferentes, por lo que en enfermedades complejas que
dependen de diversos procesos biologicos alterados podrian ser una opcion para revertir la

patologia actuando en diferentes puntos de la red (Yu et al., 2007).

Nodo con alto betweenness centrality Nodo con bajo betweenness centrality

Figura 11. Parametro topologico de red: betweenness centrality. A la izquierda se muestra un nodo (en color
rojo) con alto valor de betweenness centrality. A la derecha (en color rojo) se muestra otro nodo con bajo valor

de betweenness centrality.

Longitud de caminos mas cortos (shortest paths length): la distancia en redes

se mide por la longitud del camino, que nos indica cuantos enlaces o aristas

debemos atravesar para realizar el camino de un nodo concreto de la red

a otro (Figura 12). Como hay muchas rutas alternativas entre dos nodos, la ruta mas corta es
la ruta con menor niumero de enlaces entre los nodos de interés. Por tanto, se trata de una
medida global de la “navegabilidad” general de una red. Dos nodos son adyacentes cuando

poseen una arista comun que los conecta.

Figura 12. Parametro topologico de red: longitud de caminos mas cortos. A la izquierda se muestra una red
con una longitud mas corta (n = 2) entre dos nodos que en la red de la derecha (n = 4). Las lineas

discontinuas representan la longitud de los caminos mas cortos entre dos nodos concretos de la red (en rojo).
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Este parametro ha sido empleado en el andlisis de redes moleculares para estudiar la
relacion entre enfermedades complejas y las comorbilidades asociadas, ya que se ha descrito
que enfermedades similares a nivel fenotipico, o enfermedades con comorbilidades asociadas,
estdn mas cerca entre si en estas redes moleculares de lo esperado por azar (Menche et al.,
2015). Este tipo de estudios ha dado lugar al surgimiento de una nueva disciplina denominada
medicina de redes o network medicine (Barabasi et al., 2011). Estas aproximaciones también
han sido empleadas para la prediccion de la efectividad de fArmacos a nivel molecular contra
una determinada enfermedad compleja, ya que se ha visto que la cercania de las dianas
moleculares de un farmaco a los genes de una enfermedad concreta estd directamente
relacionada con la efectividad del farmaco para el tratamiento de esa enfermedad (Cheng
et al., 2018; Guney et al., 2016), distinguiéndose entre fairmacos paliativos y etiologicos en
funcion de estas distancias (Yildirim et al., 2007) (Figura 13). Este tipo de estudios integra
informacion sobre los genes de enfermedad, sobre los farmacos y sus dianas moleculares y el
analisis de redes a fin de predecir nuevos farmacos para el tratamiento de enfermedades
complejas, y da lugar al surgimiento de otra disciplina, actualmente en auge, denominada

farmacologia de sistemas.
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Figura 13. Grafica comparativa de las distancias en redes moleculares entre los genes de enfermedad y las
dianas moleculares. A medida que se conocen las bases moleculares de las enfermedades, se observa una
mayor tendencia a desarrollar farmacos cuyas dianas moleculares se sitian mas cerca de los genes de
enfermedad (P < 0,01. Kolmogorov-Smirnov test). Aquellos farmacos cuyas dianas estdn mas cerca de los genes
de enfermedad se consideran farmacos racionales, mientras que los que tienen dianas moleculares lejanas a los
genes de enfermedad se valoran como paliativos. El eje de las Y representa la fraccion del nimero de farmacos
aprobados, y el eje de las X representa la distancia molecular entre las dianas de los farmacos y los genes de

enfermedad. Modificado de Yildirim y colaboradores (2007)
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5. Farmacologia de sistemas

5.1. Definicion y caracteristicas de la farmacologia de sistemas

La industria farmacéutica hace frente a los problemas actuales en investigacion y
desarrollo de medicamentos, donde el tiempo para encontrar nuevos candidatos para el
tratamiento de enfermedades complejas es muy largo (aproximadamente unos 12 afos)
(Figura 14), requiere una gran cantidad de recursos y conlleva un riesgo asociado en cuanto a
cuestiones de eficacia y seguridad. En las ultimas décadas se han desarrollado nuevas
tecnologias y disciplinas que pueden suponer una gran ventaja para acelerar este proceso.
Una de las disciplinas emergentes que pueden ser de gran utilidad en este contexto es la

farmacologia de sistemas.

La farmacologia de sistemas es una rama de la farmacologia que estudia como los
farmacos afectan al organismo a nivel global, considerando la interaccion entre diferentes
sistemas biologicos. Con el desarrollo en paralelo de disciplinas como la bioinformatica y el
surgimiento de bases de datos que almacenan informacion procedente de diferentes estudios
cientificos y tecnologias omicas, la farmacologia de sistemas se nutre de estos elementos para
estudiar y proponer nuevas terapias, teniendo en cuenta los diferentes elementos biologicos

que intervienen en el desarrollo y tratamiento de enfermedades complejas.
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Figura 14. Tiempo, costes y éxito en las diferentes etapas de desarrollo de farmacos. Las tasas de fracaso
mas altas ocurren en la Fase II, primera etapa en la que la dosis del farmaco en humanos se aumenta hasta
alcanzar niveles que se esperan que sean clinicamente activos. La probabilidad global de que un farmaco
alcance el mercado es de alrededor de un 11%, y abarca un periodo medio de 12 afios. Modificado de Van

Norman (2016). Creado con BioRender.com

A diferencia de los métodos clasicos para la busqueda de farmacos, como el del
paradigma de las “balas magicas” propuesto por Paul Ehrlich (Strebhardt & Ullrich, 2008),

consistente en el enfoque “una enfermedad-una diana molecular-un farmaco”, Ia
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farmacologia de sistemas contempla las enfermedades complejas y su tratamiento como un
sistema donde muchos elementos bioldgicos interaccionan entre si, proponiendo un enfoque
holistico en lugar de uno reduccionista (Figura 15). Con el avance de la medicina y el
descubrimiento de enfermedades complejas como el cancer, el paradigma propuesto por
Ehrlich ha quedado desfasado, por lo que surge la necesidad de buscar nuevos enfoques para

el tratamiento de estas enfermedades.

Visién clésica Farmacologia de sistemas
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Figura 15. Vision clasica vs visién basada en farmacologia de sistemas. El paradigma reduccionista de las
balas magicas (magic bullets) propone que un farmaco se une a una diana molecular Unica y esta union da lugar
a la aparicion de efectos terapéuticos para tratar una enfermedad concreta y efectos secundarios. Se considera la
accion del farmaco como un sistema de caja negra, donde se obvian las relaciones moleculares producidas como
consecuencia de la union del farmaco a la diana molecular. Con el descubrimiento de las enfermedades
complejas surgen disciplinas, como la farmacologia de sistemas, que consideran la accion de los farmacos como
la interaccion de estos con diferentes dianas moleculares (magic shotguns), que a su vez interaccionan con otras
proteinas para dar lugar a efectos terapéuticos y a efectos secundarios producto de estas interacciones. Se
considera como un sistema de caja blanca, ya que permite estudiar las relaciones moleculares que ocurren tras la

administracion de un farmaco. Creado con BioRender.com

Esta disciplina se encuentra actualmente en auge, debido a la ventaja que supone la
integracion de diferente informacién bioldgica con el fin de estudiar las enfermedades
complejas y sus posibles tratamientos. Con el desarrollo de las nuevas tecnologias y el
almacenamiento de informacion en bases de datos, los estudios relacionados con la

farmacologia de sistemas han ido creciendo de manera exponencial (Figura 16).
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Figura 16. Publicaciones cientificas relacionadas con la farmacologia de sistemas. Se muestra el numero de
articulos cientificos donde su abstract menciona el término “farmacologia de sistemas” y los afios
correspondientes, desde el 2000 hasta el 2018. Con el desarrollo de las nuevas tecnologias émicas y bases de

datos, la farmacologia de sistemas ha experimentado una creciente importancia con el paso de los afios.

Modificado de Cucurull-Sanchez y colaboradores (2019)

Entre las aplicaciones relacionadas con el ambito de la farmacologia y la medicina,
existen tantas como datos disponibles para cada entidad bioldgica (fdrmacos, proteinas,
efectos secundarios o enfermedades, por nombrar algunas). Asi, la farmacologia de sistemas

puede ser de gran utilidad para:

- Descubrimiento de nuevos farmacos
- Prediccidn de resistencia a medicamentos
- Prediccion de efectos secundarios

- Prediccion farmacocinética y farmacodindmica de farmacos

Una aplicacion interesante en este contexto, y en la que se centrara la presente Tesis,

es la del reposicionamiento de farmacos.
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5.2. Estrategias de reposicionamiento de farmacos mediante farmacologia de sistemas

El reposicionamiento de farmacos es un método potente que podria ayudar al
descubrimiento de nuevas indicaciones para un farmaco ya aprobado para el tratamiento de
una enfermedad diferente para la que estd indicado. Existen ejemplos de reposicionamiento
de farmacos con éxito, en los que el farmaco propuesto mejora la eficacia de los farmacos ya
existentes para el tratamiento de la enfermedad. Los primeros ejemplos de reposicionamiento
de farmacos fueron debidos a una casualidad (serendipia). No obstante, con el avance de los
nuevos métodos computacionales y la informacidn existente en las bases de datos, se allana el
camino para el abordaje, desde un punto de vista racional, de este tipo de enfoques. De la
mano de la ya mencionada farmacologia de sistemas, los estudios relacionados con el
reposicionamiento de firmacos han ido aumentando con el paso de los afios (Figura 17),
debido a que ofrecen una alternativa al desarrollo de otros nuevos, lo que podria suponer un

ahorro de tiempo y recursos para la industria farmacéutica y un beneficio evidente para los

pacientes.
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Figura 17. Numero de publicaciones cientificas relacionadas con el reposicionamiento de farmacos y bases
de datos de reposicionamiento de firmacos. Se muestran el numero de publicaciones cientificas de
reposicionamiento de firmacos y bases de datos relacionadas desde el afio 2000 hasta el 2018. Se observa un

aumento exponencial con el paso de los afios. Modificado de Masoudi-Sobhanzadeh y colaboradores (2020)

Existen diferentes enfoques para la investigacion de la reposicionamiento de farmacos

basados en la farmacologia de sistemas (Parvathaneni et al., 2019; Turanli et al., 2021):

- Basados en firmas de expresion génica: Este tipo de métodos se basa en comparar la
firma de expresion génica de una determinada enfermedad con el perfil de expresion

génica de un fdrmaco en diferentes lineas celulares tras su administracion, con el fin
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de encontrar uno que revierta el perfil de expresion de la enfermedad. Este tipo de
estudios ha dado lugar a la creacion de un proyecto internacional, CMap
(www.broadinstitute.org/connectivity-map-cmap), cuya mision es recopilar
informacion de expresion génica de enfermedades y de farmacos en diferentes lineas

celulares, con el fin de buscar nuevos tratamientos para enfermedades complejas.

Una de las limitaciones que tiene este tipo de aproximaciones es el tiempo necesario y
los recursos de laboratorio y computacionales necesarios para llevarlas a cabo. No
obstante, tienen maultiples ventajas, al ser eficaces en la construccion de mapas
detallados de conexiones entre enfermedades y el modo de accion de los
medicamentos, ademés de ser faciles de validar mediante estudios preclinicos y
clinicos, debido a la baja tasa de falsos positivos en comparacion con otros métodos

computacionales.

Basados en redes moleculares: Este tipo de métodos proporciona una vision
integrativa de las relaciones, tanto cualitativas como cuantitativas, que se dan en un
sistema biologico. A pesar de que el modelado de redes en farmacologia se encuentra
en sus inicios, ya han sido muchos los estudios que han empleado este tipo de
enfoques para predecir dianas moleculares, interacciones entre farmacos, efectos

secundarios o nuevas indicaciones para enfermedades complejas.

Algunos ejemplos del empleo con éxito del modelado de redes bioldgicas basados en

la farmacologia de sistemas son la reposicion de farmacos para el tratamiento de cénceres

diversos (Turanli etal.,, 2021), ya que es la enfermedad compleja mas estudiada en la

actualidad, asi como el de otras enfermedades complejas como la diabetes (Saiti et al., 2023),

por citar algunas.

5.3. Farmacologia de sistemas para el estudio de la efectividad y seguridad

farmacologica

Los estudios preclinicos y clinicos para evaluar la eficacia de los farmacos son

procesos laboriosos y que consumen una gran cantidad de tiempo y de recursos. Por ello, los

estudios de prediccion in silico (mediante métodos computacionales) ofrecen una alternativa

muy demandada en la actualidad por la industria farmacéutica. Este tipo de estudios puede
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suponer la ventaja de priorizar aquellos farmacos que tienen mas probabilidad de ser
efectivos y enfocar los estudios en estos, descartando aquellos que no tienen evidencia a nivel

molecular para el tratamiento de una determinada enfermedad.

5.3.1. Parametros de red aplicados a la priorizacion de farmacos efectivos

Como se ha detallado anteriormente, existen cada vez mas herramientas para llevar a
cabo este tipo de estudios. Sin embargo, la presente Tesis Doctoral se centrard en el uso de
redes biologicas para evaluar las relaciones moleculares entre los fArmacos aprobados en el
mercado y las dianas moleculares de la enfermedad, con el fin de predecir si presentan una
alta evidencia de ser candidatos para su tratamiento. En este contexto, existen determinados
pardmetros de red que determinan la importancia de un nodo dentro de la misma. Tal y como
se detalla en el apartado 4.3, algunos de los parametros de red mas estudiados en la
actualidad son el degree centrality y el betweenness centrality, valores que indican la
importancia tanto a nivel local (degree centrality) como a nivel global (betweenness
centrality) de un nodo en la red. Para dar contexto al andlisis de este tipo de estudios, en
primer lugar es necesario construir la red de enfermedad a partir del Interactoma Humano,
con el fin de modelar la fisiopatologia de la misma. Posteriormente, el andlisis de esta red
molecular sera el que arroje luz sobre los posibles tratamientos mas efectivos en funcioén de

los pardmetros de red antes mencionados.

Las distancias en el Interactoma Humano entre las dianas moleculares y los genes de
una determinada enfermedad también han sido empleados para evaluar la eficacia de los
farmacos, distinguiendo entre farmacos paliativos, cuyas distancias estan mas lejos en el
Interactoma de lo esperado por azar, y farmacos racionales, aquellos cuyas dianas

moleculares estan mas proximos a los genes de enfermedad de lo esperado por azar.

5.3.2. Polifarmacologia y promiscuidad de farmacos

Ademés de los pardmetros mencionados anteriormente, la promiscuidad de los
farmacos es una caracteristica que podria ser de gran utilidad en el tratamiento de
enfermedades complejas como la endometriosis. Farmacos con muchas dianas moleculares
relacionadas con la enfermedad son mas probables que puedan ser efectivos que aquellos con

una o unas pocas dianas moleculares. Es por ello que la priorizacion de farmacos con muchas
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dianas moleculares relacionadas con la enfermedad, y el que sus dianas moleculares tengan
una alta repercusion en la red de enfermedad, podria ser de gran utilidad para reposicionar
farmacos empleados en otras enfermedades y cuyos perfiles de efectos secundarios ya son

bien conocidos.

En las ultimas décadas, los avances en medicina de redes (network medicine) han
permitido asentar las bases para un enfoque polifarmacoldgico. Existen diferentes opciones
para obtener un resultado clinico deseado en el que se desea intervenir una enfermedad
compleja y poligénica bajo este tipo de aproximaciones. La polifarmacologia puede surgir de
un solo compuesto que se una a multiples dianas moleculares (farmacos promiscuos) o de
varios compuestos que, en combinacion, modulen diferentes dianas terapéuticas, obteniendo
un efecto sinérgico. En principio, ambas opciones serian igualmente viables para el manejo
de enfermedades complejas. De hecho, las dos han sido empleadas recientemente por la
industria para el tratamiento de enfermedades como cancer (Morphy, 2010) o enfermedades
neuroldgicas (Millan, 2006; Youdim & Buccafusco, 2005). Sin embargo, existen algunas
ligeras diferencias en las consecuencias que podrian producir en el paciente. La combinacion
de farmacos, a diferencia de aquellos administrados de manera individual, puede dar lugar a
interacciones entre los medicamentos co-administrados, produciéndose una variabilidad en la
eficacia farmacologica o la posible aparicion de efectos adversos indeseados (Jankel &
Fitterman, 1993). Ademads, es conocido el hecho de que, cada vez mads, las personas toman
otros medicamentos para el tratamiento de otras enfermedades diferentes, situacion que
incrementa el riesgo de interacciones farmacologicas. Otra pequefia ventaja inherente a los
farmacos promiscuos con respecto a la combinacién de farmacos es la simplificacion del
régimen terapéutico para el paciente (Prati et al., 2014). Por ello, los f&rmacos promiscuos
(multi-target) se estan convirtiendo en la actualidad en una alternativa bastante considerada
para el desarrollo de medicamentos para el tratamiento de enfermedades complejas (L.

Bolognesi, 2013; Mencher & Wang, 2005).

5.3.3. Farmacogenética y farmacogenomica

Las variantes genéticas en determinados genes relacionados con la respuesta a
farmacos, genes ADME (Administracion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion), también
pueden traer como consecuencia una variabilidad en la eficacia de los medicamentos.

Ademas, estas variantes también pueden dar lugar a un metabolismo deficiente del farmaco,
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produciendo su acumulacion en el organismo y dando lugar a la aparicion de efectos

secundarios (Yip et al., 2015).

La farmacogenética es la disciplina que surgié como resultado del estudio de genes
individuales relacionados con la respuesta a farmacos. Madas tarde, al igual que en las
enfermedades complejas, muchos estudios sugirieron que la respuesta a farmacos era
multifactorial y estaba determinada por la accion de varios genes, surgiendo asi la
farmacogenomica (Kalow, 2006). Debido a la importancia del efecto de estas variantes
genéticas en la respuesta a farmacos, cada dia se hace mas evidente la utilidad de estas
disciplinas para la implementacién de una medicina personalizada. A pesar de la dificultad de
llevar a cabo este tipo de estudios a nivel poblacional, es evidente que se deben seguir

haciendo esfuerzos para obtener méas resultados que puedan aplicarse en la rutina clinica.

5.4. Bases de datos para la integracion de datos omicos

En la actualidad existen una gran cantidad de bases de datos de gran utilidad para el
estudio de diferentes condiciones o entidades bioldgicas, que permiten realizar estudios
basados en farmacologia de sistemas, dependiendo del objetivo planteado. La integracion de
informacion de diferentes bases de datos permite a su vez el estudio entre los diferentes
componentes de un sistema complejo, con lo cual podemos tener una vision global acerca de
una cuestion o hipdtesis concreta de la investigacion. En la Tabla 2 se muestran algunas de

las bases de datos mas empleadas en este tipo de estudios en funcion de los datos disponibles.

Tabla 2. Bases de datos de utilidad para realizar estudios de reposicionamiento de farmacos. Se muestra el
tipo de informaciéon que contiene cada base de datos, el nombre de la base de datos, la pagina web y la

referencia bibliografica. Modificado de Turanli y colaboradores (2021)

Tipo de datos Base de datos Web Referencia
Dianas moleculares BioGRID thebiogrid.org (Stark  etal,
2006)
PDB rcsb.org (Berman et al.,
2000)
Human Protein Atlas proteinatlas.org (Uhlén  etal.,
2015)
PubChem pubchem.ncbi.nlm.nih (Y. Wang et al.,
.gov 2009)
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Farmacos PharmGKB pharmgkb.org (Hewett etal.,
2002)

ChEMBL ebi.ac.uk/chembl (Gaulton et al.,
2017)

DGlIdb dgidb.org (Cotto  etal.,
2018)

Enfermedades GEO ncbi.nlm.nih.gov/geo  (Barrett etal.,
2013)

OMIM omim.org (Hamosh et al.,
2005)

PheGenl ncbi.nlm.nih.gov/gap/ (Ramos etal,
phegeni 2014)

GWAS Catalog ebi.ac.uk/gwas (Buniello et al.,

2019)
GWAS Central gwascentral.org (Beck  etal,
2014)
HGMD hgmd.cf.ac.uk (Stenson et al.,
2020)
Farmaco-diana DrugBank go.drugbank.com (Wishart et al.,
2018)
BindingDB bindingdb.org (Liu etal,
2007)
STITCH stitch.embl.de (Szklarczyk
et al., 2016)
Farmaco-enfermedad CTD ctdbase.org (Davis  etal,
2019)
KEGG DRUG genome.jp/kegg/drug  (Kanehisa
etal., 2017)
Efectos secundarios SIDER sideeffects.embl.de (Kuhn  etal.,
2016)

FAERS fda.gov/drugs/surveill (Fang  etal.,
ance/questions-and-an  2014)
swers-fdas-adverse-ev
ent-reporting-system-f
aers

ADReCS-Target bioinf.xmu.edu.cn/AD (L.-H. Huang
ReCS-Target etal., 2018)

Farmaco-expresion génica ~ ¢cMAP broadinstitute.org/con (Lamb etal,
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nectivity-map-cmap 2006)

ArrayExpress ebi.ac.uk/biostudies/ar (Parkinson
rayexpress etal., 2007)
Redes moleculares KEGG genome.jp/kegg (Kanehisa
etal., 2017)
Reactome reactome.org (Croft  etal,
2011)
MANTRA mantra.tigem.it (Torio et al.,
2010)
Interactome Database interactome-atlas.org ~ (Luck  etal,
2020)
STRING string-db.org (Szklarczyk
etal., 2023)

En lo referente a la informacion acerca de los fAirmacos y sus dianas moleculares, la
base de datos de DrugBank es un referente en el campo de la investigacion. Es actualizada
constantemente y proporciona informaciéon experimental, tanto de farmacos ya aprobados
como de aquellos que estan en fase de investigacion. Ademas, contiene informacion acerca
de las interacciones entre farmacos, lo cudl podria ser de utilidad para plantear combinaciones
de terapias en las que se eviten estas interacciones que podrian afectar a la eficacia y
seguridad de los farmacos. En este contexto, la base de datos de PharmGKB también ofrece
informacion acerca de las variantes farmacogenéticas que pueden comprometer la eficacia y
seguridad de los farmacos administrados. En funcién de los objetivos del estudio, la
informacion presente en estas bases de datos puede ser integrada para aportar una nueva

vision con respecto a los métodos experimentales clésicos.
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6. Hipotesis dirigida por datos

El método cientifico clasico se ha basado en formular una hipotesis que
posteriormente se contrasta mediante experimentacion. En estos casos, los experimentos
generan una serie de datos que pueden analizarse por diversos medios para probar (o refutar)
la hipotesis planteada inicialmente. El principal escollo de este tipo de aproximaciones es que
el investigador debe “adivinar” o predecir un factor que podria estar influyendo y tratar de
analizarlo. Consecuentemente, esta metodologia estd limitada desde el mismo planteamiento
inicial, en el sentido de que el investigador aborda el estudio con sus inherentes limitaciones
de conocimiento a priori y sesgo experimental, simplificando sobremanera el problema y
analizando uno o unos pocos factores de los cientos que podrian estar afectando. Se trata, por
tanto, de un enfoque top-down (Figura 18), en el que se intenta dar solucion a un problema
mediante la derivacion de los principios o leyes que ya son conocidos y que mejor unifican el

conocimiento cientifico presente.

Por el contrario, las nuevas tecnologias dmicas permiten generar cantidades masivas
de datos rapidamente, y, por lo tanto, abordar el problema de un modo menos sesgado. Tal
cantidad de datos favorece la extraccion y el andlisis de los mismos de manera objetiva.
Algunos investigadores criticos con este tipo de enfoques (bottom-up) argumentan que no
estan basados en una “hipdtesis concreta”. No obstante, podria decirse que se trata de una
hipotesis “amplia” o “genérica”. Al emplear este tipo de enfoques (hipotesis dirigida por
datos), el analisis de estos grandes conjuntos de datos o datasets puede dar lugar a la
generacion de patrones o pistas utiles para futuros estudios de validacion experimental, los
cuales podrian regirse por el método tradicional basado en hipoétesis del tipo: el “biomarcador
X” influye en la “condicion Y”. Esta combinacion de recopilacion de datos y posterior
validacion experimental podria ser el unico modo de comprender las enfermedades complejas
y poligénicas como la endometriosis, en la que influyen una gran cantidad de factores. En
este contexto, disciplinas como la farmacologia de sistemas ofrecen una oportunidad para
desarrollar enfoques basados en hipdtesis dirigida por los datos, ya que permiten recopilar
informacion a gran escala sobre los farmacos y sus dianas moleculares e informacion sobre
los mecanismos moleculares de enfermedades complejas para priorizar farmacos susceptibles
de ser empleados en el tratamiento de tales enfermedades y que pueden ser validados

experimentalmente en un proceso posterior.
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Figura 18. Esquema de los diferentes tipos de aproximaciones empleados para realizar estudios
cientificos. Los métodos tradicionales (top-down) parten de una cuestion o problema de investigacion para,
posteriormente, generar una hipotesis que pueda explicar ese problema. Tras realizar un diseflo experimental, se
extraen los datos procedentes del experimento y se analizan para dar una respuesta a la cuestion planteada
inicialmente. Por otro lado, los métodos basados en enfoques bottom-up también parten de una cuestion de
investigacion, pero en este caso se realiza un disefio experimental que permita extraer y analizar diferentes tipos
de datos para hallar patrones o priorizar informacion relevante, lo que da lugar a la generacion de una hipotesis
dirigida por los datos que posteriormente puede ser validada experimentalmente mediante los métodos clasicos.

Creado con BioRender.com

37



Hipotesis y objetivos

“En algun lugar algo increible esta

esperando ser descubierto.”

- Carl Sagan
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Durante las ultimas décadas se ha generado una gran cantidad de conocimiento acerca
de la etiopatogénesis de la endometriosis a nivel molecular. Sin embargo, poco se ha
avanzado en las terapias adecuadas para esta enfermedad compleja y poligénica, que siguen
siendo practicamente paliativas y con una gran cantidad de efectos secundarios. A pesar de su
caracter complejo y poligénico, la mayoria de las terapias actuales estan enfocadas en la
supresion de una o de unas pocas condiciones relacionadas con la enfermedad, pudiendo s6lo
paliar algunos de los sintomas relacionados con la endometriosis. La mayoria de estos
tratamientos se basan en el bloqueo de la generacion de estrégenos o en el bloqueo del eje
hipotalamo-hipofisario-ovarico que suprime la ovulacidn, situacion que compromete la
posibilidad de embarazo natural en las pacientes. Como alternativa, se prescriben
antiinflamatorios no esteroideos dirigidos a paliar los sintomas relacionados con el desarrollo

y la progresion de la enfermedad.

La farmacologia de sistemas y el modelado de redes moleculares podria ser una
alternativa muy interesante para plantear hipdtesis sobre qué firmacos podrian ser mejores
candidatos que los actuales para el tratamiento de la endometriosis, bajo un enfoque que
contemple la complejidad de la enfermedad a nivel molecular. Asimismo, el
reposicionamiento de farmacos ya empleados para otras enfermedades, y con un perfil de
efectos secundarios definido, ha cobrado importancia en los ultimos afios, debido al ahorro de
costes y tiempo que puede suponer con respecto al desarrollo de nuevos medicamentos. En
este contexto, en la actualidad existen multitud de bases de datos que almacenan informacion
biologica procedente de diferentes estudios y métodos experimentales, y que pueden ser
aprovechadas para integrar dicha informacion con el fin de generar hipotesis, en funcioén de
los objetivos del estudio, de un modo racional. En este contexto, la hipdtesis principal de la
presente Tesis Doctoral es que existen farmacos mas efectivos a nivel molecular que los

actuales para el tratamiento de la endometriosis.

Por tanto, el objetivo principal es desarrollar un modelo in silico basado en
farmacologia de sistemas y andlisis de redes moleculares que nos ayude a priorizar
potenciales dianas terapéuticas y fairmacos mas efectivos para el reposicionamiento en el
tratamiento de la endometriosis y/o la infertilidad asociada. Para alcanzar el objetivo

principal, se plantean los siguientes objetivos especificos:
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Seleccion de genes relacionados con la endometriosis, tanto con el componente
genético (estudios GWAS), como con el componente ambiental, y el estudio de su
efecto en el desarrollo y progresion de la enfermedad y la infertilidad asociada
(estudios de expresion génica).

Construccion del Interactoma Humano para modelar molecularmente la endometriosis
en funcion de las interacciones fisicas entre proteinas.

Andlisis de las relaciones moleculares entre los genes de endometriosis en el
Interactoma Humano y construccion de la red molecular de endometriosis.
Priorizacion de potenciales dianas moleculares y farmacos en funcion de parametros
de red.

Andlisis y comparacion de la efectividad a nivel molecular de los fArmacos actuales
con los potenciales farmacos priorizados para el tratamiento de la endometriosis y la
infertilidad asociada.

Validacion en la literatura de los potenciales farmacos priorizados para el tratamiento
de la endometriosis y la infertilidad asociada.

Analisis de la seguridad de los farmacos priorizados mediante el estudio de los efectos
secundarios, interacciones entre farmacos y variantes farmacogenéticas que pueden
afectar a la efectividad y/o provocar toxicidad.

Validacion in vitro de la eficacia de los compuestos priorizados en una linea celular de

endometriosis.
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Material y métodos

“La ciencia es la progresiva
aproximaciéon del hombre al

mundo real.”

- Max Planck
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1. Disefio experimental

El diseno experimental de la presente tesis doctoral se detalla en la Figura 19 y
Figura Suplementaria 1. Brevemente, en primer lugar, se priorizaron los genes de
enfermedad, que posteriormente fueron mapeados en el Interactoma Humano para construir
la red de endometriosis. Sobre esta red se priorizaron dianas moleculares y potenciales
farmacos para su reposicionamiento en endometriosis, mediante el analisis de diversos
parametros topologicos de red. Para estos compuestos priorizados se llevé a cabo un analisis
de seguridad en el que se analizaron los efectos secundarios, las interacciones
farmaco-farmaco y las variantes farmacogendmicas. Finalmente, se llevo a cabo una revision
en la literatura con el fin de validar los resultados obtenidos mediante el modelo de
priorizacion basado en farmacologia de sistemas, y aquellos compuestos con menos efectos
secundarios fueron seleccionados para una posterior validacion experimental in vitro. En los
siguientes apartados se detallaran cada uno de los pasos seguidos en el desarrollo de este

modelo de priorizacion de farmacos para su reposicionamiento en endometriosis.
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1. Seleccion de genes de enfermedad
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Figura 19. Esquema del disefio experimental. Representacion esquematica del disefio experimental en la que
se muestran, de manera secuencial, los diferentes pasos empleados en la realizacion del modelo de farmacologia
de sistemas para la priorizacion de dianas moleculares y potenciales farmacos o compuestos para el tratamiento

de la endometriosis. Creado con BioRender.com
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2. Construccion del Interactoma Humano

Con el fin de estudiar la relacion fisica entre los diferentes genes/proteinas de la
endometriosis para modelar la red de la enfermedad y priorizar fArmacos o compuestos en
funcidn de estas relaciones, en primer lugar se procedié a elaborar el Interactoma Humano
que sera empleado en el desarrollo de esta Tesis Doctoral. Este Interactoma representa todas

las interacciones fisicas conocidas entre proteinas humanas.

Para este proposito, se integraron dos datasets de IPP derivadas de dos fuentes
diferentes incluidas en The Human Reference Protein Interactome Mapping Project, un
proyecto relacionado con el estudio de la interaccion fisica entre proteinas a nivel

sistematico:

1) HuRI (Human Reference Interactome) (Luck et al., 2020): dataset de IPP procedentes de
experimentos realizados mediante el sistema de doble hibrido de levadura y validados
ortogonalmente mediante ensayos binarios que incluyen MAPPIT (The Mammalian
Protein-Protein Interaction Trap) (Eyckerman etal.,, 2001), NAPPA (Nucleic Acid
Programmable Protein Array) (Braun etal., 2009; Ramachandran etal., 2008), PCA
(Protein-fragment Complementation Assay) (Cassonnet et al., 2011), o co-afinidad. Por tanto,
estas interacciones representan una fuente fiable de informacion, que, a diferencia de otras, se
deducen por prediccion en lugar de experimentalmente. Este dataset procede de varios
estudios que incluyen diferentes conjuntos de interacciones fisicas entre proteinas (Rolland
et al., 2014; Rual et al., 2005; Venkatesan et al., 2009; X. Yang et al., 2016; Yu et al., 2011)

(Figura Suplementaria 1).

2) Lit-BM: dataset de IPP derivadas de experimentos procedentes de la literatura, las cuales

han sido evidenciadas en dos o mas estudios.

Para integrar la informacion de todos los estudios y construir el Interactoma Humano
que sera empleado para futuros andlisis, en primer lugar se procedio a realizar la conversion
de genes a identificadores unicos mediante el paquete de R biomaRt v2.30.0 (Durinck et al.,
2009), el cual realiza la conversion a identificadores de Ensembl (Hubbard, 2002), una base
de datos de anotacion de genes. Tras realizar la conversion, se filtraron aquellas IPP

duplicadas, obteniendo las IPP entre todas las proteinas humanas, y se visualizé y analiz6
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mediante Cytoscape v.3.8.2 (Shannon et al., 2003), un software de codigo abierto que permite
integrar, visualizar y analizar redes moleculares. En este caso, se analizaron el nimero de
proteinas Unicas, el nimero de IPP tunicas, y la propiedad scale-free, la cual indica si una red
presenta significado bioldgico o por el contrario un comportamiento aleatorio (Seccién 4.3 de

Introduccion) mediante el plugin Network Analyzer (Assenov et al., 2008).

3. Seleccion de genes de endometriosis e infertilidad asociada

3.1. Genes relacionados con el desarrollo y progresion de la endometriosis y la

infertilidad asociada

Los estudios a nivel transcriptomico nos ofrecen una vision acerca de los genes
desregulados que dan lugar a la aparicion y desarrollo de la enfermedad. Debido a que es
conocido el hecho de que se producen desregulaciones a nivel molecular, tanto en el tejido
endometrial eutdpico de mujeres con endometriosis, el propiamente dicho, como en el
endometrio ectdpico, el que migra fuera del endometrio, la seleccion de genes de
endometriosis y la infertilidad asociada se centrara en ambos tejidos (Figura 19 y Figura

Suplementaria 1).

Para llevar a cabo esta seleccion de genes, en primer lugar se consulté la base de datos
GEO para identificar: a) estudios con muestras de endometrio ectopico y endometrio eutépico
de pacientes con endometriosis, que permitiran evaluar la progresion de la enfermedad); y b)
estudios con muestras de tejido eutdpico de pacientes con endometriosis y tejido endometrial
de mujeres sanas, con el fin de evaluar la infertilidad asociada a la endometriosis (Figura 20

y Figura Suplementaria 1).

En segundo lugar se realiz6 una busqueda de los estudios descritos anteriormente en
la base de datos y se descargaron los datos crudos para su posterior preprocesado y analisis.
En este caso, se consideraron datasets de experimentos que cumplian los siguientes criterios
de inclusion: ARN procedente directamente de biopsia endometrial, tamafio muestral mayor
de 3 en ambos grupos (caso y control), experimentos de microarray o RNAseq procedentes
de las plataformas Affymetrix, Illumina o Agilent y datos crudos del experimento
disponibles. El mismo andlisis transcriptomico se realizdé de manera independiente para cada
estudio (dataset), con el fin de poder integrar diversos estudios y extraer los genes

diferencialmente expresados entre las condiciones: Ectopico vs Eutopico (genes relacionados

47


https://www.zotero.org/google-docs/?t8UcFV
https://www.zotero.org/google-docs/?uqErON

con el desarrollo de la enfermedad) y Eutopico vs Control (genes relacionados con la
infertilidad o la receptividad endometrial asociada a la endometriosis) (Figura 20 y Figura
Suplementaria 1). Para cada estudio se recopildo la informacidon relacionada con el
identificador de dicho estudio, el afio en que se realizo, el nimero de muestras de cada grupo
(caso y control), el estadio de la endometriosis, la fase del ciclo menstrual en el momento de
la toma de la biopsia y la plataforma de microarray o RNAseq empleada. Estas variables se
recogieron con el fin de estudiar su posible contribucion a los resultados relacionados con el
posterior analisis de expresion diferencial de genes y de su correccion en el caso de que los

resultados se vieran influenciados por estas variables.

Una vez descargados los datos crudos de cada estudio individual, se procedi6 a
realizar un preprocesado de los mismos. Para el preprocesado de los datos procedentes de
estudios de microarray se aplicé el método RMA (Robust Multichip Average), implementado
mediante el paquete /imma v3.46.0 en el lenguaje de programacion R (Ritchie et al., 2015).
Este método corrige el ruido de fondo asociado a la técnica experimental de microarray. En
el caso de los experimentos derivados de la tecnologia RNAseq, en primer lugar se realizé un
filtrado de los genes con pocos conteos mediante el paquete edgeR v3.32.1 (Robinson et al.,
2010) y una transformacion de los datos mediante el método Voom con /imma v3.46.0, con el

fin de hacerlos comparables con los datos provenientes de microarrays.

Posteriormente, se realizd una normalizaciéon por cuantiles con el fin de hacer
comparables los datos de expresion de cada gen entre las diferentes muestras del estudio
mediante limma v3.46.0, y se procedio a realizar la anotacion de genes mediante el paquete
de R biomaRt v2.30.0, el cual permite transformar los identificadores de las sondas (probe

sets) a la nomenclatura del gen correspondiente.

Finalmente, para cada uno de los estudios independientes se llevo a cabo un analisis
exploratorio de los datos mediante la visualizacion por PCA (Principal Component
Analysis), con el proposito de detectar posibles datos anomalos (outliers) y efectos de tanda
(batch effects) que pudieran enmascarar los resultados obtenidos en el posterior analisis de
expresion diferencial. En estos PCA se estudid el efecto de algunas de las variables mas
importantes descritas en cada uno de los estudios independientes y que pudieran estar
interfiriendo con los resultados posteriores. En este caso, se consideraron el estadio de la

endometriosis (II-1V) y la fase del ciclo menstrual de la mujer en el momento de la obtencion
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de la biopsia endometrial, la cual se ha descrito que tiene un gran impacto en la expresion
génica. De hecho, se ha comprobado que la fase del ciclo menstrual enmascara las diferencias
debidas a enfermedades uterinas, y, por tanto, este efecto debe de ser corregido previamente
al andlisis transcriptomico (Devesa-Peiro etal., 2021). Los outliers fueron excluidos
mediante la visualizacién de elipses de confianza al 99% y el efecto tanda (batch effect) se

corrigio mediante modelos lineales utilizando el paquete /imma v3.46.0 de R.

Una vez realizados los pasos descritos anteriormente para cada dataset (preprocesado,
normalizacidon, anotacion de genes y analisis exploratorio), se procedid a integrar la
informacion de todos los datasets procedentes de estudios relacionados (independientemente
en las comparaciones de Ectopico vs Eutdpico y Eutopico vs Control) con el fin de aumentar
el tamafio muestral y de realizar un analisis de expresion diferencial de genes (Figura 20).
Este tipo de andlisis permite comparar la media de los valores de expresion de cada gen entre
diferentes muestras y provee una lista de genes con una expresion significativamente mayor o
menor en una condicidén con respecto a otra (por ejemplo, entre tejido ectopico y tejido
eutdpico). Dado que este test es realizado de forma independiente para miles de genes, los
P-valores obtenidos siempre han de corregirse para multiples pruebas a fin de minimizar las
tasas de falsos positivos (Benjamini & Hochberg, 1995). Este enfoque es empleado
ampliamente en el campo de la medicina para obtener una mejor comprension a nivel
molecular de determinadas condiciones o enfermedades. Para llevar a cabo la integracion de
los datasets, se empled la metodologia descrita en el estudio de Tajti y colaboradores (2020)
(Figura 20). En primer lugar, se procedid a unir la informacion de cada uno de los
experimentos que estudian la misma condicion (Ectopico vs Eutopico o Eutopico vs Control).
Tras visualizar en un PCA si existia algin efecto del dataset, se procedio a eliminar ese
efecto mediante modelos lineales con el fin de hacer los experimentos comparables entre si 'y
que el efecto en la expresion de los genes no se vea afectado por esta condicion. Una vez
corregido el efecto del experimento, se realizd un analisis de expresion diferencial de genes
entre las muestras de la misma condicion (ectopico, eutdpico o control), con el fin de eliminar
la variabilidad asociada a cada condicion. Finalmente se realizo otro analisis de expresion
diferencial entre condiciones (Ectopico vs Eutdpico o Eutopico vs Control, segin la
comparacion de interés), obteniendo asi los genes que se expresan diferencialmente debido a

dichas condiciones.
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Figura 20. Metodologia empleada para la extraccion de genes de endometriosis y de infertilidad asociada

a endometriosis mediante integracion de estudios y anailisis de expresion diferencial. Representaciéon

esquematica de la integracion de estudios para el analisis de expresion diferencial. En primer lugar, se

realizd una busqueda de datasets en GEO. Posteriormente, se llevd a cabo un preprocesado y analisis

exploratorio de los estudios de manera individual, con el fin de eliminar efectos indeseados o estudios

inconsistentes. Una vez corregido el efecto de cada una de las variables mediante modelos lineales, se integraron

los datasets que estudian la misma condicion (p. ej. Ectopico vs Eutdpico) y se eliminaron los genes

diferencialmente expresados dentro de la misma condicion (p. ej. ectdpico). Finalmente, se realizo otro analisis
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de expresion diferencial entre las dos condiciones estudiadas para obtener los genes diferencialmente

expresados. Creado con BioRender.com

3.2. Genes relacionados con la predisposicion al desarrollo de la endometriosis

Debido a la naturaleza compleja y multifactorial de la endometriosis, también se
realizd una busqueda de los genes asociados a la endometriosis mediante estudios de GWAS.
Para dicho fin se consultaron diferentes bases de datos de caracter gendmico que asocian un
gen determinado a una enfermedad concreta. Las bases de datos consultadas fueron GWAS
Catalog, Human Gene Mutation Database (HGMD), GWAS Central y Phenotype-Genotype
Integrator (Figura Suplementaria 1). Aquellos genes con variantes genéticas
significativamente asociadas a endometriosis (P < 1x107°) fueron extraidos y se consideraron

para futuros analisis.

4. Modelado de la red molecular de endometriosis e infertilidad asociada
4.1. Estudio de las relaciones moleculares entre los genes de endometriosis, la
infertilidad asociada y la predisposicion genética a la enfermedad: construccion de la

red de endometriosis

Con el fin de estudiar las relaciones moleculares entre los diferentes genes de
enfermedad obtenidos mediante las diferentes estrategias mencionadas anteriormente, se
procedié a modelar la red de endometriosis. Para ello, se mapearon los genes de

endometriosis en el Interactoma Humano.

En primer lugar, cada conjunto de genes (endometriosis, infertilidad asociada a
endometriosis y predisposicion genética a la endometriosis) fueron transformados a
identificadores tunicos de Ensembl mediante el paquete de R biomaRt v2.30.0, y

posteriormente se mapaearon en el Interactoma Humano obtenido con anterioridad.

Luego se procedio a realizar el célculo de la media de las distancias mas cortas
(average shortest paths) entre los diferentes conjuntos de genes (desarrollo de endometriosis,
infertilidad asociada y predisposicion genética a la enfermedad) en el Interactoma Humano.
Esto permitird construir la red centrada en la endometriosis (Figura 19 y Figura

Suplementaria 1) que represente mas fielmente la enfermedad, ya que los conjuntos de
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genes con interacciones fisicas entre si tendran mayor probabilidad de pertenecer realmente a
la enfermedad. De este modo, se seleccionaran los conjuntos de genes mas apropiados para el

estudio de la enfermedad a nivel de IPP.

En primer lugar, las distancias entre los tres conjuntos de genes se analizaron por
pares, empleando el analisis de proximidad de Guney y colaboradores (2016), donde la
distancia entre dos conjuntos de genes se computa como la media de los caminos mas cortos
entre los respectivos conjuntos. Para llevar a cabo este analisis se empleo el paquete iGraph
v.0.11.3 (Ju etal.,, 2016), mediante el lenguaje de programacion de Python v.3.2.2 (Van
Rossum & Drake, 2019). La significatividad de los resultados obtenidos proviene de la
comparacion de estos con los obtenidos mediante dos conjuntos de genes aleatorios del

Interactoma Humano con el mismo nimero de genes (Figura 21).
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(genes/proteinas) al azar de cada conjunto y se realiza el mismo proceso 1.000 veces, obteniendo una

distribucion. (B) El resultado de cada analisis se compara para obtener un valor de significatividad (P-valor) con

un indice de confianza del 95%. Creado con BioRender.com



En segundo lugar, y con la finalidad de analizar la relacion a nivel molecular entre los
diferentes conjuntos de genes de enfermedad, se realizd un test hipergeométrico de una cola,
implementado mediante el lenguaje de programacién en R, para examinar el nivel de
solapamiento entre los diferentes conjuntos de genes. Debido a que genes involucrados en la
misma enfermedad tienden a estar cerca y a agruparse en el Interactoma Humano (Barabasi
etal.,, 2011; Goh etal., 2007; Oti etal.,, 2006; X. Wang etal., 2011) y a que las redes
moleculares densamente conectadas representan una alta similitud funcional (Koutrouli et al.,
2020), solo aquellos conjuntos que estaban significativamente mas cerca de lo esperado por
azar (P < 0,05) y tenian un solapamiento significativo (P < 0,05) entre si, fueron

seleccionados para construir la red de endometriosis.

Para construir la red de endometriosis, se filtr6 el Interactoma Humano, considerando
unicamente aquellas IPP entre los conjuntos de genes seleccionados, priorizados por su
mayor relaciéon molecular. Posteriormente, se analizé su naturaleza libre de escala (scale-free)
mediante el plugin Network Analyzer de Cytoscape v.3.8.2, a fin de confirmar su significado

bioldgico y no aleatorio.

4.2. Priorizacion de dianas moleculares y fairmacos/compuestos para la endometriosis y

la infertilidad asociada

Para priorizar fArmacos/compuestos potenciales (reposicionamiento de farmacos) ya
aprobados en el mercado (hasta 2019), todos los farmacos aprobados y sus dianas
moleculares fueron descargados de la base de datos de DrugBank v.5.0, excluyendo las

dianas moleculares de origen no humano.

Las dianas moleculares de todos los farmacos aprobados fueron entonces mapeadas
en la red de endometriosis, con el fin de priorizar aquellas con mayor repercusion en la red en
funcién de determinados pardmetros de red (degree centrality y betweenness centrality)
(Figura 19 y Figura Suplementaria 1). El degree centrality muestra el nimero de
conexiones de una diana molecular en la red de endometriosis, mientras que la betweenness
centrality muestra el nimero de caminos mas cortos entre dos genes cualesquiera que pasan a
través de un determinado gen. Ambas medidas son indicativas de la influencia que tiene un
nodo (gen/proteina) a nivel local (degree centrality) o global (betweenness centrality) en la

red. Para priorizar aquellas dianas moleculares con un alto valor de degree centrality y
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betweenness centrality, se llevo a cabo el célculo de las mismas mediante el p/ugin Network
Analyzer de Cytoscape v.3.8.2, se realiz6 la distribucion de los valores de todos los genes en
la red de endometriosis y se seleccionaron aquellas dianas moleculares con un valor igual o
mayor al maximo relativo de dicha distribucién como las mas influyentes en la fisiopatologia

de la endometriosis.

Ademas, para seleccionar aquellos farmacos/compuestos con mayor influencia en la
red de endometriosis, tanto a nivel cualitativo (degree centrality y betweenness centrality)
como a nivel cuantitativo, se priorizaron aquellos con dianas moleculares con alto valor de
degree centrality y betweenness centrality y que ademas tuvieran el mayor nimero de dianas
moleculares relacionadas con la endometriosis (farmacos promiscuos) (Figura 19 y Figura
Suplementaria 1). Para ello, se realizé la distribucion de los valores correspondientes al
niumero de dianas moleculares relacionadas directamente con la enfermedad que tenia cada
farmaco aprobado en el mercado y se seleccionaron aquellos con el mismo valor o més alto
que el maximo relativo de la distribucién. De este modo, se priorizan aquellos fAirmacos o
compuestos con un mayor numero de dianas moleculares directamente relacionadas con la
enfermedad y cuyas dianas moleculares tengan una alta repercusion a nivel molecular (local y
global) en la endometriosis. Estos farmacos/compuestos seran considerados como potenciales

para reposicionamiento en endometriosis.

5. Analisis comparativo de la eficacia a nivel molecular entre los
farmacos/compuestos candidatos para reposicionamiento en endometriosis

y los tratamientos actuales

Es conocido el hecho de que la mayoria de tratamientos actuales para la endometriosis
carecen de eficacia para revertir la enfermedad. Uno de los métodos posibles para evaluar la
eficacia de los farmacos a nivel molecular contra una determinada enfermedad consiste en
analizar las distancias entre las dianas moleculares y los genes de dicha enfermedad en el
Interactoma Humano, distinguiendo entre fairmacos paliativos (distancias mas largas de lo
esperado por azar) y farmacos racionales o etioldgicos (distancias mas cortas de lo esperado

por azar) (Guney et al., 2016; Yildirim et al., 2007).
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Para evaluar la eficacia contra la endometriosis a nivel molecular y comparar con los
farmacos candidatos priorizados en el apartado anterior, en primer lugar se procedi6 a realizar
una busqueda sistematica de los actuales tratamientos de la endometriosis. Para llevar a cabo
dicha busqueda se consultaron las principales guias de reproducciéon humana: European
Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) (Becker etal., 2022), The
American Society for Reproductive Medicine (ASRM), Human Reproduction (HR) (Johnson
et al., 2013), Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF) y Sistema Nacional de Salud (SNS) de
Espana (Figura 19 y Figura Suplementaria 1). Para cada farmaco se anot6 el tipo y la
indicacion (tratamiento de sintomas de endometriosis o infertilidad asociada) y si esta en fase
de experimentacion o se emplea en clinica, excluyendo aquellos que se encuentran en fase de
experimentacion. Posteriormente, las dianas moleculares de estos farmacos fueron

descargadas de la base de datos de DrugBank v.5.0.

Para llevar a cabo el analisis comparativo de la eficacia a nivel molecular entre los
candidatos priorizados en el apartado anterior y los actuales tratamientos, se realizd un
analisis de distancias (tal y como se describe en el apartado 3.2) entre las dianas moleculares
de los farmacos o compuestos priorizados y los genes de enfermedad y entre las dianas

moleculares de los firmacos actuales y los genes de enfermedad.

6. Analisis de la seguridad de los farmacos/compuestos candidatos para

reposicionamiento en endometriosis

Ademas de la eficacia, uno de los problemas que subyacen al uso de farmacos
actuales para el tratamiento de la endometriosis es la gran cantidad de efectos secundarios
que presentan. Con el fin de priorizar aquellos candidatos para reposicionamiento en
endometriosis con menores efectos secundarios, se analizaron la cantidad y gravedad de los
mismos en los farmacos priorizados. Ademas, se realizé un andlisis farmacogenético en el
que se estudiaron las variantes genéticas que dan lugar a una variabilidad tanto en la eficacia
de los farmacos como en la aparicion de efectos secundarios indeseados. Por otra parte, se
realiz6 un andlisis de interacciéon farmaco-firmaco, con el fin de evaluar posibles

combinaciones de los fArmacos candidatos priorizados (Figura 19 y Figura Suplementaria

1.
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Para llevar a cabo el estudio de los efectos secundarios de cada uno de los farmacos
candidatos priorizados, se realizd una revision manual de las etiquetas de cada uno de ellos
mediante la consulta de la ficha técnica en la Agencia Espafiola de Medicamentos y
Productos Sanitarios (AEMPS). Aquellos farmacos/compuestos con los menores efectos
secundarios y menor gravedad fueron finalmente seleccionados como farmacos/compuestos

candidatos.

Adicionalmente, para facilitar futuros estudios y la implementacion de una medicina
personalizada en el caso de ser empleados en la practica clinica, se consultaron las variantes
farmacogenéticas susceptibles de provocar una diferente respuesta a farmacos en la
poblacion. Para ello se extrajeron las variantes con mayor nivel de evidencia clinica de la
base de datos PharmGKB, en el apartado “Clinical Annotations” (acceso en junio de 2023).
Las anotaciones clinicas de PharmGKB brindan informacién sobre pares de variantes y
medicamentos basandose principalmente en anotaciones de variantes e incorporando pautas
de prescripcion especificas para variantes con efecto clinico y etiquetas de medicamentos

aprobados por la FDA.

Para llevar a cabo el analisis de interacciones farmaco-farmaco, se consult6 la base de
datos de DrugBank v.5.0, extrayendo la informacion relativa a las interacciones entre los

farmacos candidatos priorizados que dan lugar a una variabilidad en la eficacia y/o toxicidad.

7. Validacion en la literatura del mecanismo de accion de los
farmacos/compuestos candidatos para el tratamiento de la endometriosis y

la infertilidad asociada

Con el fin de evaluar la posible aplicacion de los farmacos y compuestos candidatos
priorizados mediante el modelo basado en farmacologia de sistemas, se procedio a realizar
una busqueda extensiva en la literatura cientifica del uso y eficacia de los mismos para el
tratamiento de la endometriosis y/o la infertilidad. De esta manera se realizé una biisqueda en

Google Scholar, PubMed y ClinicalTrials.gov (https://www.clinicaltrials.gov/), hasta junio de

2023, empleando las siguientes palabras clave: ‘endometriosis’ OR ‘infertility” AND ‘nombre
del farmaco/compuesto’, con el fin de evaluar estudios que valoraran la aplicabilidad de estos

farmacos o compuestos en el tratamiento de la endometriosis y/o la infertilidad (Figura 19 y

57


https://www.clinicaltrials.gov/

Figura Suplementaria 1). En este contexto, para cada estudio se anotd el
farmaco/compuesto empleado, la dosis, tipo de estudio (in silico, in vitro o in vivo), sujetos
empleados (humano o animal), nimero de muestras, tipo de muestra/tejido estudiada, efectos
fenotipicos estudiados y un resumen del efecto del firmaco/compuesto en el tratamiento de la

endometriosis, de otras enfermedades reproductivas o de la infertilidad.

8. Analisis in vitro de la eficacia de los farmacos/compuestos candidatos

priorizados contra la endometriosis

8.1. Aislamiento de células epiteliales endometriales, linea celular de endometriosis y

condiciones de cultivo

Con la finalidad de validar experimentalmente los resultados obtenidos del modelo de
prediccion de endometriosis, se evalud in vitro la efectividad de los compuestos candidatos
con menos efectos secundarios (Figura 19 y Figura Suplementaria 1). Para tal fin, se
emplearon células epiteliales endometriales procedentes de biopsias de participantes sanas
(HEEC, Human Endometrial Epithelial Cells) y una linea celular epitelial de endometriosis,
12Z (Applied Biological Materials, T0764. Vancouver, Canadd). Todas las participantes
firmaron el consentimiento informado y el proyecto (1706-FIVI-048-PD) fue aprobado por el
Comité Revisor Institucional sobre el uso de seres humanos en investigacion del Instituto
Valenciano de Infertilidad, cumpliendo con la Ley Espafiola de Tecnologias de Reproduccion

Asistida (35/1988).

Las biopsias endometriales fueron disgregadas mecdnicamente en trozos de menos de
1 mm con dos cuchillas esterilizadas, separando la sangre y la mucosidad. Posteriormente, las
muestras fueron digeridas durante 1 h a 37°C en un baiio agitador con 0,1% de colagenasa
tipo IA (Sigma-Aldrich. Madrid, Espana) en DMEM (Sigma-Aldrich. Madrid, Espana). Las
HEEC fueron aisladas de las células estromales mediante filtracion. Para ello, se anadio el
contenido en un tubo estéril de 15 mL. Tras 10 min, se observo la separacion en fases de las
HEEC y las células estromales, quedando las HEEC en el precipitado. Para el aislamiento de

las HEEC se empled un filtro de 50 pum.

Las HEEC y las células 12Z fueron cultivadas en un medio, Dulbecco’s Modified
Eagle Medium/Nutrient Mixture F12 (DMEM/F12) / MCDB 131 Medium (Sigma-Aldrich.
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Madrid, Espafia) (3:1), suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich.
Madrid, Espafia) y 0,1% (v/v) de gentamicina y fungizona (Sigma-Aldrich. Madrid, Espafia),
en un ambiente controlado a 37°C y 5% de COe..

8.2. Ensayo de dosis y viabilidad celular en HEEC y 12Z

Para el ensayo de dosis se realizo un estudio de viabilidad celular en las HEEC con
diferentes concentraciones de los compuestos candidatos: resveratrol (10-500 uM) (Santa
Cruz Biotechnology, sc-200808. Heidelberg, Alemania), adenina (50-800 uM) (Santa Cruz
Biotechnology, sc-291834. Heidelberg, Alemania), glutation (500-2.000 uM) (Santa Cruz
Biotechnology, sc-29094. Heidelberg, Alemania), acetato de zinc dihidrato (100-200 puM)
(Sigma-Aldrich, C8027. Madrid, Espafa), sulfato de cobre (II) pentahidratado (10-50 uM)
(Sigma-Aldrich, 96459. Madrid, Espana) y NADH (500-2.000 uM) (Santa Cruz
Biotechnology, sc-205762. Heidelber, Alemania). En primer lugar se sembraron 1,5 x 10*
células/pocillo en una placa de 96 pocillos y éstas fueron suplementadas con las diferentes
concentraciones de cada compuesto durante 24 h, empleando tres réplicas biologicas y tres
réplicas técnicas para cada concentracion. El andlisis de viabilidad celular se llevo a cabo
mediante colorimetria, empleando el kit comercial The CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay (Promega. Madrid, Espana), que determina el nimero de células
viables en un  cultivo celularr El kit consta de un  compuesto,
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium,
(MTS), el cudl es reducido por las células y se transforma en un producto coloreado,
formazan, que es soluble en el medio de cultivo. La cantidad de formazédn medida por
absorbancia a 490 nm es directamente proporcional al nimero de células vivas en el medio de
cultivo. Se afadieron 20 pL. de MTS a cada pocillo, dejando actuar durante 3 h, y la
absorbancia fue determinada mediante el lector de microplacas SpectraMax 190 (bioNova
cientifica S.L. Madrid, Espana). Como vehiculo (control) se empled el medio en el que

estaban disueltos los compuestos.

Los valores obtenidos fueron normalizados teniendo en cuenta la absorbancia del
vehiculo, y se realiz6 un test t-Student para evaluar la significatividad de las diferencias en la
viabilidad celular. Tras seleccionar las dosis correspondientes de cada compuesto, éstas se
probaron en la linea celular de endometriosis inmortalizada 12Z, con el fin de determinar qué

compuestos afectan a su viabilidad (P < 0,05), siguiendo el mismo procedimiento.
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Resultados

“Lo que conocemos es una gota de
agua. Lo que ignoramos es un

océano.”

- Isaac Newton
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1. Seleccion de genes de enfermedad

Con el objetivo de identificar aquellos genes importantes para la enfermedad en lo
referente a la interaccion entre genes y ambiente, se llevd a cabo una revision de datasets en
la base de datos de GEO, encontrando cinco estudios en los que se analizaba la expresion
génica en tejido ectopico de pacientes con endometriosis y tejido eutdpico de las mismas
pacientes, y tres estudios en los que se analizaba la expresion génica en tejido eutopico de
pacientes con endometriosis y endometrio de mujeres sanas (control). Las pacientes con
endometriosis analizadas en los diferentes estudios presentaban un estadio de endometriosis
II-IV y se encontraban en diferentes fases del ciclo menstrual (Tabla Suplementaria 1).

Dichos andlisis fueron realizados con diferentes plataformas de microarray o secuenciacion

de ARN (RNAseq).

Para la seleccion de estos genes se llevd a cabo, en primer lugar, un andlisis
exploratorio, con el fin de analizar la presencia de outliers técnicos o algin efecto de otras
variables, como la fase del ciclo menstrual, el estado de la endometriosis o la edad de las
pacientes que pudieran enmascarar el efecto de la expresion génica en posteriores analisis. En
dicho analisis exploratorio se observo un efecto desconocido en el estudio GSE37837 y la

presencia de outliers técnicos en algunos de ellos (Figura 22).
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Figura 22. Analisis exploratorio de los estudios GSE37837, GSE25638, GSE11691 y GSE120103. En el
estudio GSE37837 (n = 36 muestras) se observo un efecto desconocido que enmascara los resultados del analisis
de expresion diferencial de genes, por lo que fue descartado para futuros andlisis. Por otro lado, en los estudios
GSE25628 (n = 15 muestras), GSE11691 (n = 17 muestras) y GSE120103 (n = 34 muestras) se observaron dos
outliers técnicos en cada uno de ellos que fueron eliminados para posteriores analisis.

PC1, principal component 1 (componente principal 1); PC2, principal component 2 (componente principal 2)

Una vez eliminados los outliers técnicos, se realizd un analisis de las diferentes
variables que podrian interferir en los futuros andlisis para cada uno de los estudios (batch
effect o efecto de tanda). Se observo un efecto de la fertilidad asociada a la endometriosis en
el estudio GSE120103 y un efecto de la fase del ciclo menstrual en el estudio GSE6364, que
fueron corregidos mediante el empleo de modelos lineales, utilizando el paquete /imma,

implementado mediante el lenguaje de programacion R.

Tras llevar a cabo el preprocesado y andlisis exploratorio de cada uno de los estudios,
finalmente fueron seleccionados cuatro estudios en los que se analiza la expresion diferencial
de genes en tejido ectopico (n = 32 muestras) y tejido eutdpico (n = 32 muestras) de pacientes

con endometriosis, y tres estudios en los que se analiza la expresion génica en tejido eutdpico
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(n = 43 muestras) de pacientes con endometriosis y endometrio control (n = 40 muestras) de

mujeres sin la enfermedad (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacién de los estudios empleados para seleccionar los genes asociados a la endometriosis,

tanto aquellos con efecto en el tejido ex situ (A), como en el propio endometrio (B). Se representa el

identificador de cada estudio, el afio en el que fue realizado, el numero de muestras de tejido ectdpico, el

numero de muestras de tejido ettopico, el nimero de muestras de tejido control (endometrio normal), el estadio

de la endometriosis (I-IV), la fase del ciclo menstrual y la plataforma de microarray o RNAseq empleada.

A) Estudios de Ectopico vs Eutopico

Estudio Aiio Ectopico Eutopico Estadio  Fase ciclo Plataforma
GSE105764 2018 8 8 I-1v SEC [llumina HiSeq 4000
GSE11691 2008 7 8 I-1v PRO, SEC HG-UI133-A
GSE25628 2013 7 6 I-1v PRO HG-U133-A2
GSE7305 2007 10 10 n/d FOL, LUT HG-U133-Plus2

B) Estudios de Eutopico vs Control

Estudio Aiio Eutopico Control Estadio  Fase ciclo Plataforma
GSE120103 2019 14 18 v n/d Agilent 4x44K
GSE25628 2013 8 6 I-1v PRO HG-U133-A2
GSE6364 2007 21 16 v PRO, ESE, HG-U133-Plus2

MSE

SEC, secretora; PRO, proliferativa;, FOL, folicular; LUT, litea; ESE, early secretory (secretora temprana);

MSE, mild secretory (secretora media); n/d, no disponible

Se hallaron un total de 10.467 genes en comun entre los cuatro estudios de Ectopico

vs Eutopico y un total de 11.234 entre los tres estudios de Eutopico vs Control (Figura 23).
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GSEB6364

GSE11691 GSE25628

Figura 23. Diagramas de Venn mostrando el nimero de genes incluidos en cada estudio seleccionado y los
genes compartidos entre los mismos. (A) Genes en comun entre los estudios de Ectopico y Eutopico. (B)

Genes en comun entre los estudios de Eutdpico y control.

Por un lado, tras integrar los cuatro estudios de Ectépico vs Eutépico (n = 64
pacientes), eliminar el efecto asociado a cada estudio y los DEGs dentro de cada condicion, y
realizar el andlisis de expresion diferencial, se obtuvieron un total de 4.176 DEGs (FDR <

0,05) (Figura 24).
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Figura 24. Andlisis exploratorio de la expresion génica de los estudios de endometrio Ectépico vs
Eutopico. Analisis de componentes principales de: (A) datos crudos de los estudios integrados de Ectdpico vs
Eutopico con un total de 10.467 genes y 64 muestras; (B) resultado tras eliminar el efecto asociado a cada
estudio; (C) resultado obtenido con los genes evaluados finalmente.

PC1, principal component 1 (componente principal 1); PC2, principal component 2 (componente principal 2)

Por otro lado, tras la integracion de los tres estudios de Eutopico vs Control, eliminar
el efecto asociado a cada estudio y los DEGs dentro de cada condicion y realizar el andlisis

de expresion diferencial, se obtuvieron un total de 831 DEGs (FDR < 0,05) (Figura 25).
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Figura 25. Analisis exploratorio de la expresién génica de los estudios de endometrio Eutépico vs Control.
Analisis de componentes principales de: (A) datos crudos de los estudios integrados de Eutdpico vs Control con
un total de 11.234 genes y 83 muestras; (B) resultado tras eliminar el efecto asociado a cada estudio; y (C)
resultado obtenido con los genes evaluados finalmente.

PC1, principal component 1 (componente principal 1); PC2, principal component 2 (componente principal 2);

Los DEGs entre las condiciones de Ectopico vs Eutdpico serdn considerados como
genes relacionados con la progresion y desarrollo de la endometriosis, y los DEGs entre las
condiciones de Eutdpico vs Control como genes relacionados con la infertilidad asociada a la

endometriosis.

Ademas, para estudiar el componente genético asociado a la enfermedad, se
extrajeron aquellos genes relacionados con la endometriosis derivados de GWAS
(Genome-Wide Association Studies). En este caso fueron hallados un total de 128 genes con

cambios en la secuencia del ADN, asociados a la endometriosis (P < 1x107).

2. Construccion del Interactoma Humano

El Interactoma Humano se construyd mediante la integracion de experimentos de alto
rendimiento (HuRI) de doble hibrido y validacién ortogonal y los derivados de la literatura,
con al menos dos evidencias experimentales (Lit BM). HuRI estaba compuesto por 9.094
proteinas Unicas y 64.006 interacciones, mientras que Lit-BM contaba con 4.047 proteinas
unicas y 13.441 interacciones. Seis proteinas y 111 interacciones fueron descartadas por no
presentar identificador en la base de datos de Ensembl. Finalmente, se obtuvo un Interactoma
Humano compuesto por 11.517 proteinas inicas con 75.251 IPP. A pesar de que se observan

algunos nodos (proteinas) aislados, esta red presentaba un R? = 0,919, lo que indica que la red
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es scale-free, confirmandose asi que se asemeja a una red biologica real, tal y como cabria

esperar (Figura 26).

-----------------------------------------

° proteinas = 11.517
N° relaciones = 75.251

R*=0,919

Figura 26. Interactoma Humano. Los nodos de la red representan proteinas y las aristas interacciones fisicas

entre proteinas (IPP) validadas experimentalmente.

3. Modelo sistémico de la endometriosis para la priorizacion de

farmacos/compuestos candidatos

3.1. Modelado de la red de endometriosis

El primer paso para el desarrollo del modelo de priorizacion consistid en estudiar las
relaciones moleculares entre los diferentes genes de enfermedad (priorizados por estudios de
GWAS o por expresion génica diferencial), con el fin de construir una red molecular que
representase mas fielmente la enfermedad y aquellos procesos bioldgicos en comuin que

permitiesen priorizar farmacos o compuestos dirigidos a las mismas.

Para llevar a cabo este andlisis, los diferentes conjuntos de genes de las diferentes
condiciones de la enfermedad fueron mapeados en el Interactoma Humano. De los 4.176
DEGs relacionados con el desarrollo y progresion de endometriosis (conjunto de genes de
Ectopico) mapearon un total de 2.931 genes (70%). En el caso de los genes referentes a la
infertilidad asociada a la endometriosis (conjunto de genes de Eutdpico), de los 831 DEGs

obtenidos, mapearon 553 genes (67%). Finalmente, de los 128 genes relacionados con la
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predisposicion genética a la endometriosis (conjunto de genes de GWAS), mapearon 44 genes

(34%).

Tras analizar el solapamiento entre los diferentes conjuntos de genes, se observo un
solapamiento significativo de los genes de Ectdpico y Eutopico, con 210 genes en comin (P
= 1.9x10™"") (Figura 27A y Tabla 5). No se obtuvieron resultados significativos en las demas
comparaciones: Ectopico vs GWAS y Eutdpico vs GWAS (P > 0,05). Por otro lado, en el
analisis de distancias también se observéd que los conjuntos de genes de Ectopico y Eutdpico
estaban mas cerca entre ellos de lo esperado por azar (P = 0,04) (Figura 27B y Tabla 5), lo

que indica una estrecha relacion a nivel molecular entre estos conjuntos de genes.

A) B)

- Genes Ectépico

- Genes Eutopico

3.60 3.85

Media de caminos mas cortos

Figura 27. Analisis de solapamiento y de distancias para la comparaciéon Ectépico vs Eutépico. (A) El
analisis de solapamiento mostré 210 genes en comin entre ambas condiciones (P = 1,91x10™'"). (B) El analisis

de distancias mostrd una distancia menor de lo esperado por azar para los dos conjuntos de genes (P = 0,04).

Tabla 5. Analisis de solapamiento y de distancias entre los diferentes conjuntos de genes de enfermedad.

Se muestra el P-valor derivado de cada analisis.

Comparacion Solapamiento (P) Proximidad (P)
Ectopico vs Eutépico 1,91x10 1 *** 0,04 *

Ectopico vs GWAS 0,07 0,16

Eutopico vs GWAS 0,63 0,22

GWAS, genome-wide association studies, P, p-valor; * P < 0,05; *** P < 0,001
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Debido a la falta de relacion a nivel molecular con el resto de conjuntos de genes, el
conjunto de genes de GWAS fue excluido para la construccion de la red de enfermedad, y
solo se tuvieron en cuenta los conjuntos de genes de Ectopico y de Eutopico para dicho fin
(Figura 28). Este resultado podria esperarse debido al distinto modo de priorizacion de genes

(por estudios de GWAS y por expresion génica).

N° genes = 2.567 i 7 £y :
N° Relaciones = 6.930 e ¥

R*=0,911

Genes Ectopico (2.151)
® Genes Eutdpico (250)

® Genes Ectopico/Eutépico (166)

Figura 28. Red de endometriosis. Red generada tras integrar los conjuntos de genes de Ectopico y Eutdpico en

el Interactoma Humano. Se muestran las interacciones fisicas (IPP) entre los conjuntos de genes.

La red de endometriosis, que sera posteriormente empleada para la priorizacion de
farmacos, estaba compuesta por un total de 2.567 genes (2.151 de Ectdpico, 250 de Eutopico
y 166 de ambos) y 6.930 relaciones (IPP) entre ellos. Dicha red era scale-free, con un R? =
0,911, lo que indica que se asemeja a una red bioldgica real y, por tanto, se pueden inferir los

principios de la farmacologia de sistemas.

3.2. Seleccion de farmacos aprobados para reposicionamiento en endometriosis

Con el fin de priorizar fArmacos o compuestos aprobados para otras indicaciones en
endometriosis, se seleccionaron aquellos de la base de datos de DrugBank cuyo uso ha sido
aprobado en Estados Unidos, Europa o Canada, excluyendo aquellos en fase de investigacion
o experimentacion y los ilegales o retirados del mercado. De los 3.883 farmacos/compuestos

aprobados, se obtuvieron 2.235 que contenian informacién sobre sus dianas moleculares.

69



3.3. Seleccion de farmacos actuales para el tratamiento de la endometriosis

Para evaluar la eficacia a nivel molecular de los principales tratamientos actuales

empleados para la endometriosis, dichos tratamientos fueron identificados a partir de las

principales guias de reproduccion. En total se encontraron 44 farmacos aprobados para su uso

en endometriosis, excluyéndose aquellos en investigacion. En la Tabla 6 se muestran los

farmacos obtenidos, clasificados por su modo de accion y la indicacion correspondiente

relacionada con la endometriosis.

Tabla 6. Firmacos empleados para endometriosis actualmente. Se muestra el nombre de cada farmaco, el

tipo y la indicacion.

Farmaco Tipo Indicacion
Paracetamol Analgésico Dolor
Amitriptilina Analgésico Dolor
Anastrozol IA Dolor
Buserelina GnRH-a Dolor
HCG COS Infertilidad
Clomifeno COS Infertilidad
Acetato de ciproterona Progestina Dolor
Danazol Androgeno Dolor
Desogestrel Progestina Dolor
Dienogest Progestina Dolor
Duloxetina Analgésico Dolor
Didrogesterona Progestina Dolor
Elagolix GnRH-ant Dolor
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Estradiol
Etinilestradiol
Etonogestrel
Exemestano
Fentanilo
Folitropina
Gabapentina
Gestrinona
Goserelina
Ibuprofeno
Letrozol
Leuprorelina
Levonorgestrel
MPA
Megestrol acetato
Metamizol
Metadona
Mifepristona
Morfina
Nafarelina

Naproxeno

Estrogeno

Estrogeno

Anticonceptivo

IA
Opioide
COS

Analgésico

Anticonceptivo

GnRH-a
Analgésico
IA
GnRH-a
Progestina
Progestina
SPRM
Analgéisco
Opioide
SPRM
Opioide
GnRH-a

Analgéisco

Dolor

Dolor

Dolor

n/d

Dolor

Infertilidad

Dolor

Dolor

Dolor

Dolor

Dolor/Infertilidad

Dolor

Dolor

Dolor

n/d

Dolor

Dolor

Dolor

Dolor

Dolor

Dolor
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Nomegestrol Anticonceptivo Dolor
Norelgestromina Anticonceptivo Dolor
Noretisterona Anticonceptivo Dolor
Pregabalina Analgésico Dolor
Progesterona Anticonceptivo Dolor
Rofecoxib Analgésico Dolor
Tibolona SERM Dolor
Triptorelina GnRH-a Dolor
Tiamina Vitamina Dolor
Piridoxina Vitamina Dolor

HCG, human chorionic gonadotropin (gonadotropina corionica humana); MPA, medoxyprogesterone acetate
(acetato de medoxiprogesterona); IA, inhibidor de la aromatasa; COS, controlled ovarian stimulation
(estimulacion ovdrica controlada); GnRH-a, agonistas de la GnRH; GnRH-ant, antagonistas de la GnRH;
SPRM, selective progesterone receptor modulator (modulador selectivo del receptor de progesterona); SERM,

selective estrogen receptor modulator (modulador selectivo del receptor de estrogenos); n/d, no disponible

Entre los principales grupos de farmacos encontramos anticonceptivos, progestinas,
farmacos para la estimulacion ovarica, SPRM, SERM, andrégenos, estrogenos, analgésicos o
AINEs, inhibidores de la aromatasa, opioides y vitaminas. Como se puede apreciar en la
tabla, los farmacos empleados para el tratamiento de la endometriosis se basan
principalmente en el tratamiento del dolor o la infertilidad asociados a la aparicion de la
enfermedad. La mayoria de ellos son tratamientos hormonales (61%), en su mayoria
compuestos por anticonceptivos orales (33%). Por otro lado, los analgésicos son los
principales tratamientos no hormonales empleados (52%), cuya indicacion fundamental es el

tratamiento del dolor.
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Tras extraer sus dianas moleculares de la base de datos de DrugBank, se obtuvieron
un total de 142 dianas moleculares para todos los farmacos aprobados para su uso en

endometriosis extraidos de las principales guias de reproduccion.

3.4. Modelo basado en farmacologia de sistemas para la priorizacion de

farmacos/compuestos en endometriosis

Con el fin de priorizar potenciales fArmacos o compuestos para el tratamiento de la
endometriosis, se empled la red de endometriosis (Seccion 3.1 de Resultados), elaborada
mediante la integracion de genes de Ectopico y Eutopico. Sobre esta red se mapearon todas
las dianas moleculares de todos los fArmacos/compuestos aprobados en el mercado (Seccion
3.2 de Resultados), con el fin de analizar pardmetros topoldgicos de las dianas moleculares
incluidas en la red, lo que permitird priorizar aquellos farmacos/compuestos que tengan una
mayor repercusion en la misma, tanto a nivel cualitativo (mayor degree y betweenness
centrality) como a nivel cuantitativo (mayor nimero de dianas moleculares relacionadas con

la enfermedad), en la red de endometriosis.

Tras analizar la distribucién de los diferentes parametros de red (Figura 29), se
priorizaron aquellos compuestos promiscuos (gran numero de dianas moleculares
relacionadas con endometriosis) que, ademas, tenian dianas moleculares con alto degree y

betweenness centrality (por encima del maximo relativo de la distribucion).

Distribucion de degree centrality Distribucidn de betweenness centrality Distribucion de promiscuidad
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Figura 29. Distribucion de parametros empleados para priorizacion de dianas moleculares y
farmacos/compuestos para endometriosis. Fueron priorizados aquellas dianas moleculares y

farmacos/compuestos que cumplieron con los tres criterios de priorizacion (degree centrality > 13, betweenness
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centrality > 0,0025 y nimero de dianas de endometriosis > 3). Los ejes de las Y representan los valores de

degree centrality, betweenness centrality y nimero de dianas moleculares respectivamente.

De un total de 3.883 farmacos o compuestos aprobados en la base de datos de
DrugBank, 130 presentaron alguna diana molecular con una gran cantidad de conexiones al
resto de genes de endometriosis (degree centrality > 13) y, por tanto, una alta influencia local
en la red de endometriosis. Otros 188 presentaron alguna diana molecular con alta influencia
global (betweenness centrality > 0,0025) en la red de endometriosis, y 41 fueron promiscuos
(n° de dianas moleculares de endometriosis > 3). De todos ellos, 16 compuestos cumplieron

todos los criterios de priorizacion (Figura 30):

Adenina Glutation
) Aspirina NADH
Dearee centralit Acido citrico Regorafenib
g Y _ | Carfilzomib Resveratrol
Betweenness centrality Carvedilol Sorafenib
Cobre Tretinoina
Promiscuidad Dasatinib Triéxido de arsénico
Fostamatinib Zinc

13

Figura 30. Diagrama de Venn. Se muestra el nimero de farmacos/compuestos aprobados que cumplen cada
uno de los criterios de priorizacion por separado y los 16 farmacos/compuestos candidatos que cumplieron todos

los criterios de priorizacion.

Los 16 farmacos/compuestos priorizados tenian un total de 772 dianas moleculares
asociadas, de las cuales 311 (40,3%) eran genes relacionados con la endometriosis (253
relacionados con la progresion y desarrollo de la enfermedad y 58 relacionados con la
infertilidad asociada). Todos los compuestos priorizados tenian alguna diana molecular
asociada, tanto al desarrollo y progresion de la endometriosis (ectopico) como a la infertilidad
asociada (eutopico), con excepcion del glutation, acido citrico, aspirina, tretinoina y
sorafenib, los cuales presentaron sélo genes relacionados con el desarrollo y progresion de la
endometriosis. De los priorizados, la adenina mostré el mayor porcentaje de dianas
moleculares asociadas con la endometriosis (83,3%). Por otro lado, el zinc y el cobre
mostraron mecanismos moleculares mas similares entre ellos, compartiendo un total de 14

dianas moleculares (Figura 31).
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Figura 31. Red molecular mostrando los mecanismos en comin de los farmacos/compuestos priorizados
para endometriosis. Los tridngulos hacen referencia a los fArmacos o compuestos priorizados, los cuadrados
indican dianas moleculares relacionadas con la endometriosis (ectopico, eutopico o ambos), los circulos indican
las dianas moleculares de endometriosis (ectdpico, eutopico o ambos) no compartidas entre ninguno de los

candidatos priorizados y las lineas continuas indican interaccion farmaco-gen.

4. Evaluacion de la efectividad a nivel molecular de los
farmacos/compuestos candidatos priorizados para reposicionamiento en

endometriosis

Con el fin de evaluar la eficacia a nivel molecular de los candidatos priorizados, se
analizaron las distancias de sus dianas moleculares a los genes de Ectdpico (progresion y
desarrollo de la enfermedad) y Eutopico (infertilidad asociada a la enfermedad) en el
Interactoma Humano. En dicho anélisis se observo que las distancias eran menores de lo
esperado por azar (P < 0,05) (Figura 32B), lo que implica una estrecha relacion a nivel

molecular entre los mismos y la posibilidad de ser reposicionados para la enfermedad.
Por otro lado, con el fin de comparar la efectividad de los farmacos actuales con los

candidatos priorizados, se evaluo la distancia relativa de las dianas moleculares de los

mismos a los genes de enfermedad en la red de endometriosis. Se observd, que a diferencia
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de los candidatos priorizados, los farmacos actuales tenian una distancia mayor de lo
esperado por azar (P > 0,05) (Figura 32A), lo que indica que los candidatos podrian ser mas

efectivos para tratar la endometriosis que los farmacos actuales.

A) Farmacos actuales de endometriosis B) Farmacos candidatos para
(N =44) endometriosis (N = 16)
n 20 |
15
10
2 5

0. I

17 18 39 40 3.75 3.80 3.85 3.90

Media de caminos mas cortos Media de caminos mas cortos

Figura 32. Media de los caminos mas cortos entre dianas moleculares y genes de enfermedad (Ectdépico y
Eutopico) en la red de endometriosis. (A) Distancia de los farmacos actuales para el tratamiento de la
endometriosis (P = 0,97). (B) Distancia de los farmacos/compuestos candidatos priorizados para

reposicionamiento en endometriosis (P = 0,01).

5. Evaluacion de la seguridad de los farmacos/compuestos candidatos

priorizados para reposicionamiento en endometriosis

Con el objetivo de analizar la seguridad de los candidatos priorizados mediante el
modelo basado en farmacologia de sistemas, se extrajo la informacidn relativa al nimero y
gravedad de los efectos secundarios de cada uno de los fA&rmacos/compuestos, mediante la

revision manual de las etiquetas comerciales de los medicamentos en la AEMPS (Tabla 7).

Tabla 7. Nimero y gravedad de los efectos secundarios producidos por los farmacos/compuestos
candidatos priorizados para reposicionamiento en endometriosis. El color verde indica poca gravedad, el

naranja gravedad moderada y el rojo gravedad alta.

Farmaco/Compuesto N° efectos secundarios Gravedad
Cobre n/d -
Resveratrol n/d -
Adenina n/d -
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Glutation n/d

NADH n/d
Zinc n/d
Acido citrico 22
Fostamatinib 34
Aspirina 54
Tretinoina 57
Carvedilol 74
Trioxido de arsénico 81
Regorafenib 83
Sorafenib 102
Carfilzomib 166
Dasatinib 214

n/d, no disponible

Como se puede observar en la tabla, compuestos como cobre, resveratrol, adenina,
glutation, NADH y zinc no presentaron efectos secundarios descritos, por lo que se
consideraron los mas seguros. Por otro lado, y como cabria esperar, aquellos farmacos
indicados actualmente para el tratamiento de cancer presentaron mayor cantidad y gravedad

de efectos secundarios.

Ademas de evaluar los efectos secundarios, se estudiaron las variantes
farmacogenéticas asociadas a una diferente respuesta a farmacos en la poblacion que podrian
conllevar una variaciéon en la eficacia o toxicidad. Sélo se encontraron variantes
farmacogenéticas en tres (dasatinib, carvedilol y sorafenib) de los dieciséis candidatos
priorizados. Sorafenib fue el farmaco candidato con mayor numero de variantes

farmacogenéticas asociadas (19), las cuales estaban asociadas a doce genes diferentes. Once
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de las variantes estaban asociadas a toxicidad, mientras que diez de ellas estaban asociadas a
la reduccion de eficacia del tratamiento (existen variantes que afectan tanto a la eficacia como
a la toxicidad). Los genes ABCG2, VEGFA y KDR fueron aquellos con mas variantes

genéticas relacionadas con la respuesta a farmacos (Tabla 8).

Tabla 8. Variantes farmacogenéticas asociadas a variacion en la respuesta a firmacos en la poblacién. Se
muestra el nombre del farmaco candidato priorizado, el niimero de variantes farmacogenéticas, los genes
asociados a las variantes farmacogenéticas, el n® de variantes que producen toxicidad y el n° de variantes que

influyen en la eficacia.

Farmaco N° variantes Genes Toxicidad Eficacia
Dasatinib 5 1 0 0
Carvedilol 6 4 0 2
Sorafenib 19 12 11 10

Finalmente, para evaluar la seguridad de los farmacos/compuestos candidatos en
combinacion, se estudiaron las interacciones farmaco-fairmaco entre los mismos. Se
encontraron interacciones farmaco-farmaco entre alguno de los candidatos para once de los
dieciséis priorizados. El trioxido de arsénico mostré la mayor cantidad de interacciones con
otros farmacos candidatos (8), de las cuales cuatro de ellas dan lugar a toxicidad (sorafenib,
tretinoina, carfilzomib y fostamatinib). No se hallaron interacciones farmaco-farmaco para
los siguientes farmacos o compuestos: cobre, zinc, NADH, 4cido citrico y glutation (Figura

33).
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Aspirina Dasatinib

Fostamatinib

Carvedilol

Figura 33. Red de interaccion farmaco-farmaco de los firmacos/compuestos candidatos priorizados. Los
triangulos representan farmacos/compuestos candidatos. Las aristas grises son interacciones farmaco-farmaco
que dan lugar a una variacién en los parametros farmacocinéticos/farmacodindmicos. Las aristas rojas son

interacciones farmaco-fairmaco que dan lugar a toxicidad.

6. Validacion en la literatura: mecanismos de accion de los
farmacos/compuestos candidatos priorizados para reposicionamiento en

endometriosis

Con el fin de validar las predicciones realizadas por el modelo molecular basado en
farmacologia de sistemas, se realizd una revision en la literatura de los compuestos
candidatos y su posible implicacion en el tratamiento de la endometriosis. Diez de los
candidatos tenian algiin estudio relacionado directamente con su efectividad en el tratamiento
de la endometriosis o la infertilidad (resveratrol, glutation, zinc, tretinoina, NADH, aspirina,

regorafenib, sorafenib, fostamatinib y cobre) (Tabla Suplementaria 1).

Por otro lado, seis de los compuestos candidatos priorizados (trioxido de arsénico,
dasatinib, carvedilol, adenina, &cido citrico y carfilzomib) no tenian ninguna referencia en la
literatura que relacionara directamente a los mismos con el tratamiento de la endometriosis.
Sin embargo, en algunos casos, tenian alguna indicacion para el tratamiento de alguna otra
enfermedad uterina o endometrial. Concretamente, trioxido de arsénico (Bae-Jump et al.,
2008; C. Zhou et al., 2007), dasatinib (Takiguchi et al., 2017) y cafilzomib (Y. Zhou et al.,
2016) han sido evaluados con resultados positivos para el tratamiento de cancer de

endometrio o de ttero segun la revision en la literatura.
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7. Validacion in vitro de farmacos/compuestos candidatos en una linea

celular de endometriosis

Tras priorizar los 16 compuestos candidatos para el tratamiento de la endometriosis,
se procedid a validar experimentalmente aquellos con menos efectos secundarios (adenina,
NADH, zinc, cobre, glutation y resveratrol). Con el objetivo de identificar la dosis adecuada a
utilizar de cada compuesto, se realiz6 un ensayo de viabilidad en las HEEC utilizando
diferentes concentraciones de cada compuesto. El rango de concentracion utilizado en cada
compuesto fue seleccionado en base a estudios en los que se habian probado dichos
compuestos en cultivos celulares. En los casos del zinc y el cobre se encontré que mostraban
una reduccion significativa de la viabilidad de las HEEC a determinada concentracion (P <
0,05). En el zinc en particular, la concentracion a la que se produjo una disminucion
significativa de la viabilidad celular fue a partir de 200 uM (P = 1,6 x 10™*). El cobre mostrd
una reduccion significativa de la viabilidad celular a una concentracion de 50 uM (P = 5,48 x
10™*), mientras que en el resveratrol esta reduccion se vio a partir de una concentracion de

200 puM (P = 0,0018) (Figura 34).
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Figura 34. Ensayo de dosis de los compuestos candidatos. Se muestra el porcentaje de viabilidad celular en

HEEC tratadas con diferentes concentraciones de los compuestos candidatos (adenina, NADH, zinc, cobre,
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glutation y resveratrol) con respecto a las células cultivadas con el vehiculo (control). Las barras de error
representan el error estandar (SE).

SE, standard error (error estandar); **, P < 0,01 (test t-Student); *** P < 0,001 (test t-Student)

En el caso del resveratrol, debido a que su efectividad en endometriosis ha sido
validada experimentalmente in vitro en muchos estudios, se decidi6 realizar una prueba de
concepto a una dosis de 100 uM (dosis maxima no toxica para células endometriales sanas),
observando una reduccion significativa en el crecimiento celular de las 12Z (P = 0,004)

(Figura 35).
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Figura 35. Efecto de viabilidad celular en la linea celular de endometriosis 12Z para el resveratrol. Se
muestra el porcentaje de viabilidad de células tratadas con resveratrol a una concentracion de 100 pM
normalizado con respecto a las células tratadas con el vehiculo (control). Las barras de error representan el error
estandar (SE).

SE, standard error (error estandar); ** P < 0,01 (test t-Student)

En el caso del cobre y el zinc, se decidi6 probar un rango de dosis comprendido entre
la concentracion maxima que no produce un efecto toxico sobre las HEEC y la dosis minima
que reduce la viabilidad de dichas células. Debido a las nuevas concentraciones incluidas,
este ensayo se realizo tanto en HEEC como en células 12Z. Se encontr6 que el zinc redujo la
viabilidad de las HEEC a partir de una concentracion de 175 uM (P = 0,012) y en las 12Z a
partir de una concentracién de 175 uM (P = 8,0 x 10™*). Ademas, también se observo que a
partir de 175 uM las células 12Z eran mads sensibles al tratamiento con zinc que las células
HEEC (P = 1,2 x 10). EI cobre redujo significativamente la viabilidad de las HEEC a una
concentracion de 20 uM (P = 1,7 x 107°), al igual que en las 12Z (P = 0,002). A partir de una
concentracion de 40 uM las células 12Z mostraron una sensibilidad mayor a la aplicacion de

cobre con respecto a las HEEC (P = 0,004) (Figura 36).
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Figura 36. Efecto de viabilidad celular en HEEC y en la linea celular de endometriosis (12Z) para el zinc
y el cobre. Se muestra el porcentaje de viabilidad de las células tratadas con diferentes concentraciones de zinc
(100-200 uM) y cobre (10-50 uM) normalizado con respecto a las células cultivadas con el vehiculo (control).
Los asteriscos (*) representan la significatividad de la comparacion entre las células 12Z tratadas

y las HEEC tratadas. Las almohadillas (#) azules representan la significatividad de la comparacion entre las
HEEC tratadas y las HEEC cultivadas con el vehiculo. Las almohadillas naranjas (#) representan la

significatividad entre las células 12Z tratadas y las células 12Z cultivadas con el vehiculo. Las barras de error

representan el error estandar (SE).

HEEC, human endometrial epithelial cells; SE, standard error (error estandar); */# P < 0,05 (test t-Student);
¥/ P < 0,01 (test t-Student), ***/###, P < 0,001 (test t-Student)

En el caso de NADH, adenina y glutation, se decidi6 emplear la dosis maxima para
evaluar el efecto en las 12Z, ya que no se observo ninglin efecto perjudicial sobre las HEEC a
dicha dosis (Figura 34). En este caso, el glutation y el NADH mostraron un aumento
significativo de la proliferacion celular en las 12Z (P = 0,043 y P = 0,002 respectivamente),
mientras que para la adenina no se observaron diferencias significativas, pero se aprecioé una

tendencia a la reduccion de la viabilidad celular (P = 0,052) (Figura 38).
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Figura 38. Efecto de viabilidad celular en la linea celular de endometriosis (12Z) para la adenina,
glutation y NADH. Se muestra el porcentaje de viabilidad de las células 12Z tratadas con las maximas dosis de
adenina (800 uM), glutation (500 uM) y NADH (500 pM) normalizado con respecto a las células cultivadas con
el vehiculo (control). Las barras de error representan el error estandar (SE).

SE, standard error (error estandar); *, P < 0,05 (test t-Student); ** P < 0,01 (test t-Student)

En este contexto, se decidid aumentar la concentracion de NADH y glutation (debido
a la baja solubilidad de la adenina, no fue posible realizar un ensayo con dosis mas elevadas
para evaluar su efecto en las 12Z) para analizar de qué modo podrian afectar a la viabilidad
de las 12Z concentraciones crecientes de estos compuestos. En el caso del NADH se observé
un crecimiento celular significativo dependiente de dosis a partir de 500 uM (P =0,013) en la
linea celular de endometriosis (12Z). Asimismo, el glutation también aumentd

significativamente el crecimiento celular en las 12Z a partir de una concentracion de 1.000
uM (P =0,017) (Figura 39).
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Figura 39. Efecto de viabilidad celular en la linea celular de endometriosis 12Z para el NADH y el
glutation. Se muestra el porcentaje de viabilidad de las células 12Z tratadas con diferentes concentraciones de
NADH (500-2.000 uM) y glutation (500-2.000 uM) normalizado con respecto a las células cultivadas con el
vehiculo (control). Las barras de error representan el error estandar (SE).

SE, standard error (error estandar); *, P < 0,05 (test t-Student)
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8. Mecanismos de accion de los farmacos/compuestos candidatos

Los compuestos candidatos priorizados presentan diferentes mecanismos de accion
relacionados con los procesos moleculares que dan lugar al desarrollo y progresion de la

endometriosis y la infertilidad asociada (Figura 40).
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Figura 40. Mecanismos de accion de los compuestos candidatos para el tratamiento de la endometriosis
y/o la infertilidad asociada. En concordancia con la busqueda en la literatura y la validaciéon experimental in
vitro se muestran los diferentes modos de accion de los compuestos candidatos en algunos de los procesos
moleculares o biologicos relacionados con la endometriosis. Los compuestos marcados con ‘*’ han sido
evaluados en otros tejidos no endometriales para los mecanismos de accion representados. Creado con

BioRender.com
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Discusion

“La base mas fructifera para el
descubrimiento de un nuevo farmaco es

comenzar con un farmaco antiguo.”

- Sir James Black (Premio Nobel, 1988)
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El estudio realizado en la presente Tesis Doctoral aborda por primera vez el
tratamiento de la endometriosis mediante un enfoque basado en farmacologia de sistemas, en
el que se integra informacion de diferentes fuentes para proponer nuevos compuestos
candidatos para su reposicionamiento en dicha enfermedad. A diferencia de otros trabajos
previos (Bhat et al., 2019; Burney et al., 2007; Crispi et al., 2013; Hever et al., 2007; Hull
etal., 2008; Zhao et al., 2018), que se limitan a la busqueda de biomarcadores importantes
para la enfermedad, el presente estudio va mas alla, no sélo evaluando la importancia de
dichos marcadores, sino también asociandolos a la busqueda de fairmacos o compuestos ya
aprobados en el mercado para proponer tratamientos mas efectivos a nivel molecular y con
menores efectos secundarios que los farmacos actuales. En contraposicion a los métodos
clasicos, este tipo de enfoque podria ahorrar tiempo y costes, debido a que el mismo permite
realizar hipotesis dirigidas de un modo racional, teniendo en cuenta las bases moleculares que
dan lugar a la aparicion de la enfermedad y su relacion con los mecanismos de accion de los
diferentes compuestos. La metodologia integrativa empleada para la seleccion de genes
permite obtener unos resultados mas robustos que los derivados de estudios independientes.
Asimismo, el empleo de un Interactoma Humano validado experimentalmente refuerza los
resultados obtenidos, en comparacion con aquellos estudios en los que se emplean redes de
IPP derivadas de predicciones. Finalmente, este es el primer estudio realizado en el que se
compara la eficacia a nivel molecular entre los farmacos actuales empleados para el
tratamiento de la endometriosis y los compuestos priorizados mediante el presente modelo de

priorizacion.

El estudio de la expresion diferencial de genes entre los diferentes tejidos de pacientes
con endometriosis (ectopico/eutdpico) y el control y la busqueda de biomarcadores genéticos
realizados en la presente tesis revela que la endometriosis y la infertilidad asociada se
caracterizan por el deficiente funcionamiento de multiples genes, hecho que concuerda con
estudios previos realizados (Bhat et al., 2019; Burney et al., 2007; Crispi et al., 2013; Hever
etal., 2007; Hull etal, 2008; Zhao etal., 2018). La integraciéon de experimentos
independientes de expresion génica ha sido empleada previamente en otros estudios,
demostrando obtener unos resultados mas robustos que los experimentos realizados de
manera independiente, corrigiendo el efecto tanda (batch effect) asociado a cada uno de ellos
(Tajti etal., 2020). Ademas, esto permite aumentar el tamafio muestral con respecto a
estudios independientes y, por lo tanto, detectar diferencias mdas sutiles en la expresion

génica.
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En este contexto, la posterior integracion de estos genes en el Interactoma Humano
nos permite analizar las relaciones a nivel molecular entre los mismos. A pesar de que unas
de las principales limitaciones del Interactoma Humano son que todavia se estima incompleto
y que no se han comprobado experimentalmente si las IPP se producen realmente en tejido
endometrial, el nivel de detalle que ofrece en la actualidad, y la fiabilidad de los datos
disponibles en cuanto a las interacciones entre las diferentes proteinas humanas, ha sido
aprovechado con éxito por multiples estudios para otras enfermedades complejas como el
cancer (Gulati et al., 2013). De hecho, el Interactoma Humano muestra un sesgo aparente
hacia el estudio de interacciones entre proteinas relacionadas con las enfermedades mas
estudiadas, como la mencionada anteriormente (Kar etal., 2009). A pesar de estas
limitaciones, otras multiples enfermedades complejas como la celiaquia (Zamanian Azodi
et al., 2016), el asma (Hwang et al., 2008), el infarto de miocardio (Guo et al., 2021; Song
etal.,, 2022), la escler6sis multiple (Safari-Alighiarloo etal., 2016) o enfermedades
infecciosas como el relativamente reciente COVID-19 (Morselli etal., 2021), por citar
algunos ejemplos, han sido estudiadas bajo este tipo de aproximaciones. Uno de los trabajos
mas reveladores de la importancia de este tipo de redes fue el realizado por el grupo de
Laszlo Barabasi, uno de los pioneros en el uso del Interactoma Humano, que dio nombre a la
disciplina network medicine (Barabasi et al., 2011). Gracias a la integracion de genes de
diferentes enfermedades complejas, demostrd la relacion a nivel genético entre las mismas,

asi como las comorbilidades asociadas.

En lo que respecta a la endometriosis, también existen trabajos previos (Idrissi et al.,
2022; Katiyar et al., 2018; Liu et al., 2015; Xiao et al., 2017; Yu et al., 2021) en los que se
emplea el Interactoma Humano para diferentes propositos o aproximaciones al de la presente
Tesis Doctoral. Algunos de estos han empleado las redes de IPP para predecir nuevos
biomarcadores para la endometriosis mediante el uso de parametros topoldgicos de red como
el degree o la betweenness centrality o el analisis de modulos de genes relacionados con la
enfermedad y posteriormente fueron validados, en algunos casos. No obstante, algunas de las
limitaciones de estos estudios estriban en el uso de redes de IPP derivadas de predicciones, lo
que podria conllevar la obtencidbn de conclusiones menos acertadas o sesgadas en
comparacion con aquellos en los que se emplea un Interactoma Humano validado
experimentalmente. Por ello, una de las fortalezas de este estudio es el uso de un Interactoma
Humano con una alta evidencia cientifica, lo que permite asegurar que las conclusiones

obtenidas son robustas en tanto que proceden de una fuente fiable de informacion. En otros
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casos se emplean algoritmos para agrupar diferentes conjuntos de genes de enfermedad con el
fin de evaluar su comportamiento en conjunto en el Interactoma Humano. No obstante,
dependiendo del algoritmo empleado para detectar estos modulos de genes, los resultados
obtenidos son diferentes, por lo que podrian obtenerse conclusiones diferentes (Emmons

etal., 2016).

Otra de las fortalezas de la presente Tesis Doctoral consiste en la busqueda de manera
robusta de genes relacionados con endometriosis mediante la integracion de diferentes
estudios de expresion diferencial de genes de diferentes tejidos endometriales (ectopico,
eutépico y endometrio control) y en el andlisis de la relaciéon de estos genes con el
componente genético de la enfermedad. Ademas de los trabajos mencionados anteriormente,
existe otro precedente en la integracion de diferentes estudios de expresion génica realizada
por Chen y colaboradores (2020), en la que combinan tres estudios procedentes de la base de
datos GEO para llevar a cabo un andlisis de expresion diferencial de genes y un analisis de
redes moleculares basadas en el Interactoma Humano para predecir dianas moleculares
importantes para la endometriosis y que, posteriormente, fueron validadas experimentalmente
mediante inmunohistoquimica. Sin embargo, no se incluye informacion acerca de los
potenciales farmacos dirigidos a esas dianas moleculares. Ademas, la mayoria de estudios
mencionados anteriormente emplean redes IPP que no han sido experimentalmente validadas
para llevar a cabo sus estudios, por lo que las conclusiones obtenidas podrian estar sesgadas.
Por otro lado, el Interactoma Humano empleado ha sido validado por diferentes métodos
experimentales ortogonales, lo que proporciona una alta fiabilidad relativa a los resultados
obtenidos. Adicionalmente, el analisis de la propiedad scale-free del Interactoma Humano
empleado, con un R? = 0,919, y de la posterior red de endometriosis derivada de la misma
tras la integracion de genes de enfermedad, con un R? = 0,911, indica que se asemejan a redes
bioldgicas reales y no a redes aleatorias, hecho que refuerza los posteriores analisis realizados
sobre las mismas. En este contexto, la presente Tesis Doctoral es el primer trabajo que estudia
las relaciones moleculares entre el componente genético de la endometriosis y la influencia
del ambiente sobre la expresion génica. Este andlisis reveld una estrecha relacion entre los
genes involucrados en el desarrollo y progresion de la endometriosis (ectopico vs eutdpico) y
los genes asociados a la infertilidad relacionada con la enfermedad (eutdpico vs control), por
lo que se puede concluir que tienen mecanismos moleculares en comun. No obstante, este
mismo analisis reveld la falta de relacion significativa entre los genes relacionados con el

componente puramente genético de la endometriosis (derivados de GWAS) y los genes
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obtenidos mediante el analisis de la expresion génica. Sin embargo, no es posible confirmar si
este hecho se debe a que el Interactoma Humano empleado esta incompleto (solamente
mapearon un 34% de los genes) o a que no existe realmente esta relacion a nivel molecular,
situacion que se resolvera a medida que se complete el Interactoma Humano. De acuerdo con
la hipotesis local que establece que los genes de una misma enfermedad tienden a agruparse
en el Interactoma Humano (Barabasi et al., 2011; Goh et al., 2007; Oti et al., 2006; X. Wang
et al., 2011), se decidio realizar la red de endometriosis con los genes derivados de expresion
diferencial (influencia del ambiente sobre la expresion genética) que mostraban una estrecha
relacion, excluyendo de andlisis posteriores a aquellos genes derivados de GWAS, ya que la
falta de IPP entre los mismos no permitiria obtener una red conectada (ni scale-free) con la

que realizar los andlisis pertinentes de la presente Tesis.

Una de las novedades de este trabajo con respecto a los descritos anteriormente es la
integracion entre la informacion sobre los fArmacos/compuestos y sus dianas moleculares y la
informacion de los genes de enfermedad (biomarcadores), lo que aporta un valor afadido
para establecer hipdtesis racionales acerca de los posibles tratamientos para la progresion de
la enfermedad y la infertilidad asociada. Existen algunos estudios para el tratamiento de la
endometriosis, basados en farmacologia de sistemas, en los que se integra informacion acerca
de productos naturales y sus dianas en redes moleculares (Y. Chen et al., 2018; Wei et al.,
2019). No obstante, a diferencia de la presente Tesis Doctoral, dichos estudios se centran en
un solo compuesto natural en lugar de estudiar de modo sistematico todos los farmacos

aprobados en el mercado mediante esta aproximacion.

La inclusion de todos los farmacos y compuestos aprobados permite comparar su
eficacia a nivel molecular con los actuales tratamientos para la endometriosis y la posibilidad
de estudiar las relaciones a nivel molecular con la enfermedad, con el fin de predecir el
potencial reposicionamiento de los mismos para su tratamiento. Es conocido el hecho de que,
a pesar de que en los ultimos afios se ha avanzado mucho en el conocimiento a nivel
molecular de la etiopatogénesis de la endometriosis, este conocimiento no se ha traducido de
un modo efectivo en tratamientos mas efectivos que los que habia hace unas décadas. La
mayoria de los empleados actualmente en la rutina clinica son paliativos, y una de las
limitaciones de los farmacos disponibles es que tienen modos de accion similares contra la
enfermedad. A pesar de la obviedad, después de multiples estudios que lo avalan, de que

determinadas condiciones como la sobreproduccion de estrogenos condicionan el desarrollo y
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progreso de la endometriosis, los inhibidores de la aromatasa (enzima fundamental en la
biosintesis de estrogenos) no son suficientes para revertir la enfermedad por completo
(Garzon et al., 2020). Esto se explica, en parte, por el hecho de que la endometriosis es una
enfermedad en la que existen numerosos procesos moleculares desregulados mas alld de la
sobreproduccion de estrogenos (Samimi etal.,, 2019). Existen otros tratamientos con
diferentes modos de accion que se estdn estudiando en la actualidad, como farmacos
antiangiogénicos, inmunomoduladores, estatinas o inhibidores de la histona deacetilasa
(Bedaiwy et al., 2017; Clemenza et al., 2018). La mayoria de los tratamientos disponibles
tienen modos de accion similares. Tras realizar la revision de las principales guias de
reproduccion, tanto nacionales como internacionales, se observo que existen 44 farmacos
disponibles en la rutina clinica, los cuales pueden ser divididos a su vez en tratamientos
hormonales y no hormonales, que son prescritos para el tratamiento del dolor asociado a la
enfermedad o para la infertilidad asociada. Entre los tratamientos hormonales, destacan los
anticonceptivos orales y los agonistas de la hormona GnRH (GnRH-a), los cuales interfieren
con la ovulacion de las pacientes y tienen una gran cantidad de efectos indeseados. Otro tipo
de tratamientos hormonales que se emplean son los SERM y SPRM. Se trata de agentes que
tiene efectos de agonista o antagonista sobre los receptores de estrogenos o progesterona en
funcion del tejido sobre el que actuan. Algunos estudios muestran la efectividad de estos en la
reduccion del tamafo de las lesiones endometriosicas y el dolor pélvico (Suardika & Astawa,
2018), aunque la mayoria de estudios se han llevado a cabo en modelos animales y otros
estudios muestran resultados contradictorios en cuanto a su efectividad. Sin embargo, el
empleo de estos farmacos puede conllevar efectos secundarios indeseados, como el aumento
del cancer de endometrio (Tamoxifeno) o una enfermedad tromboembdlica, al igual que los
estrogenos en el caso de los SERM (Pérez Edo, 2004), o efectos negativos en la ovulacion en

el caso de los SPRM (Keller et al., 2016).

Una de las ventajas que suponen las redes moleculares y la farmacologia de sistemas
es que nos permite integrar a nivel sistémico informacion sobre los farmacos o compuestos y
sus dianas moleculares por un lado y los genes de enfermedad por otro lado, para visualizar y
analizar las relaciones a nivel molecular que se producen, pudiendo asi establecer hipotesis
dirigidas al reposicionamiento racional de farmacos. En este contexto, uno de los resultados
de esta Tesis Doctoral muestra una longitud significativamente mas corta que la esperada por
azar en las dianas moleculares de los farmacos/compuestos candidatos en conjunto con

respecto a los genes de endometriosis, por lo que podrian ser susceptibles de ser
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reposicionados para el tratamiento de la endometriosis. Contrariamente a este hecho, los
farmacos de uso actual en clinica, en conjunto, muestran unas distancias mas largas de lo
esperado por azar a los genes de endometriosis en el Interactoma Humano, por lo que, a nivel
comparativo, se podria proponer que los candidatos seleccionados mediante el presente
modelo de priorizacion tendrian una relacion molecular mas estrecha con el desarrollo y
progresion de la endometriosis y la infertilidad asociada que los tratamientos actuales, hecho
que concuerda con que algunos de los actuales son paliativos para el tratamiento de la

enfermedad.

La revision en la literatura de los farmacos/compuestos candidatos priorizados puede
arrojar luz sobre los mecanismos moleculares, por los que los mismos podrian ser efectivos
para el tratamiento de la endometriosis y la infertilidad asociada. En este contexto, diez de los
candidatos priorizados ya habian sido estudiados para el tratamiento de la endometriosis o su
relacion a nivel molecular, lo que refuerza las conclusiones obtenidas a partir del modelo
molecular desarrollado en este estudio. Uno de los compuestos candidatos priorizados por el
modelo molecular es el resveratrol, antioxidante natural con multiples propiedades y sin
efectos secundarios descritos. Existen diversos estudios en los que se analiza la efectividad de
este compuesto para el tratamiento de la endometriosis mediante diversos mecanismos de
accion. En concordancia con el modelo de priorizacion, el resveratrol presenta multiples
dianas moleculares relacionadas con la endometriosis, lo que podria explicar la diversidad de
mecanismos de accion por los que este compuesto podria ser interesante para el tratamiento
de la enfermedad. Entre estos mecanismos de accidn, el resveratrol presenta un efecto
inhibitorio del crecimiento de tejido endometridsico (Ricci etal., 2013), modulando la
expresion de genes relacionados con la inflamacién y la angiogénesis (Bahrami et al., 2021;
Bayoglu et al., 2015; Kodarahmian et al., 2019), o mecanismos como la apoptosis (Taguchi
etal., 2016) o el estrés oxidativo (Yavuz et al., 2014), los cuales ya se habian relacionado con
el desarrollo y progreso de la enfermedad. Ademads, un estudio in vivo en humanos sugiere
que la combinacién del resveratrol con anticonceptivos orales reduce significativamente el
dolor en mujeres con endometriosis (Maia et al., 2012). También se ha sugerido que podria
mejorar el endometrio eutopico de mujeres con endometriosis durante el periodo de la
ventana de implantacion mediante la modulacion de VEGF y TNF-a (Khodarahmian et al.,
2021). Otro de los posibles mecanismos de accion de este compuesto que da lugar a la
inhibicion de la proliferacion celular puede explicarse por la inhibicion de AHR por parte del

resveratrol. Se trata de una diana molecular con una elevada expresion en el endometrio
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ectopico de pacientes con endometriosis, de acuerdo a los resultados obtenidos del anélisis de
expresion diferencial de genes desarrollado en la presente Tesis Doctoral. En condiciones
normales, este gen es importante para regular la proliferacion celular y la apoptosis. La
activacion de AHR da lugar a la transcripcion de los receptores de estrogenos en endometrio
(ESRI y ESR2) y, como consecuencia, se produce un aumento de la proliferacion celular (De
Pascali et al., 2021). Por otro lado, AHR activa el gen CYPIBI (también sobreexpresado en
endometriosis) en la misma ruta molecular, dando como resultado una sobreactivacion de los
receptores de estrogenos (Piccinato et al., 2016) y una inhibicion de la proteina DAPKI1
(Mitsui et al., 2015), que, a su vez, inhibe la apoptosis celular como consecuencia (Singh
etal.,, 2016). Por tanto, la inhibicion de AHR y CYPIBI1 por parte del resveratrol podria
explicar el mecanismo de accion de este compuesto en lo referente a la proliferacion
observada en el modelo celular in vitro. Otra de las dianas moleculares del resveratrol,
ITGAS, una integrina que participa en la adhesion y sefializacion mediada por la superficie
celular, sobreexpresada en endometriosis, podria explicar el efecto de este compuesto en
procesos celulares como la adhesion, la migracion o la invasion celular, procesos
desregulados en endometriosis. La inactivacion de esta diana molecular da como resultado la
inhibicion de los procesos moleculares descritos (Xiao etal., 2021). Como prueba de
concepto que apoya las predicciones realizadas por el modelo de endometriosis, el resveratrol
mostré un efecto beneficioso para la endometriosis, reduciendo significativamente la
viabilidad de la linea celular de endometriosis inmortalizada (12Z), en concordancia con
estudios previos. Todo ello avala el reposicionamiento de este compuesto para el tratamiento
de la endometriosis. Otro de los compuestos candidatos priorizados, el zinc, empleado
actualmente para el tratamiento de algunas afecciones como el retraso del crecimiento,
también ha sido relacionado con la endometriosis y la infertilidad. Diversos estudios
muestran la reduccion de los niveles de zinc en sangre en mujeres con infertilidad con
respecto a las mujeres sanas (Lu et al., 2020). Del mismo modo, se ha observado que mujeres
infértiles con endometriosis presentan niveles mas bajos de zinc en sangre que mujeres
infértiles sin endometriosis (Lai et al., 2017), lo que apunta a una posible implicacion del zinc
en el desarrollo de la endometriosis. Por otro lado, algunos estudios han hallado niveles
mayores de zinc en liquido folicular en mujeres que quedan embarazadas con respecto a las
que no lo logran (Singh etal., 2013), lo que sugiere que el zinc podria tener un papel
importante en fertilidad. Otro estudio realizado por Mier-Cabrera y colaboradores (2009)
demostré que las mujeres con endometriosis tenian una dieta més baja en zinc que aquellas

que no desarrollan la enfermedad. Todos estos indicios apuntan a la posibilidad de realizar
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ensayos clinicos en un futuro para probar la efectividad del zinc en el tratamiento de la
endometriosis y/o la infertilidad asociada. De hecho, existe un ensayo clinico con 99
pacientes con endometriosis (NCT02437175) en el que se estudia el efecto de diferentes
elementos traza como el zinc en el tratamiento del dolor asociado a la endometriosis. No
obstante, en este estudio solo se evalua el posible rol del zinc en el tratamiento del dolor, por
lo que seria interesante realizar otros estudios en los que se contemple su papel en el
tratamiento de la infertilidad asociada a la endometriosis, asi como en otros procesos
bioldgicos relacionados con la enfermedad. De acuerdo al modelo de priorizacion realizado,
el zinc presenta cinco dianas moleculares relacionadas con la infertilidad y 21 con el
desarrollo y progresion de la enfermedad, lo que, junto con los resultados sobre la
proliferacion celular in vitro en la linea celular 12Z, refuerza su posible uso para el
tratamiento de ambas afecciones. Otra opcidn atractiva podria consistir en estudiar el efecto
de la combinacion de estos compuestos o la combinacién con alguno parcialmente efectivo
que se emplea actualmente para tratar la endometriosis, con el objetivo de evaluar si existe un
efecto sinérgico entre ellos para el tratamiento de la enfermedad y de la infertilidad asociada a
la misma. Como muestra el andlisis de interacciones farmaco-farmaco entre los compuestos
priorizados, no se encontraron interacciones que pudieran comprometer la eficacia o
seguridad de la combinacion de los mismos. Asimismo, en el andlisis de variantes genéticas
que pudieran comprometer la eficacia o seguridad s6lo se encontré una para el zinc, que
podria tenerse en consideracion para futuros ensayos clinicos. Con respecto al cobre, las
variaciones de los niveles de este compuesto en sangre han sido vinculadas con el posible
desarrollo de infertilidad por diversos estudios. Para este compuesto no han sido descritos
efectos secundarios. Existen dos estudios que muestran unos niveles significativamente
reducidos de este compuesto en sangre en mujeres con infertilidad (Soltan & Jenkins, 1983) o
en aquellas en las que se produce aborto (Skalnaya etal., 2019), por lo que podria ser
interesante ahondar mas en su papel en el tratamiento de enfermedades reproductivas.
Ademas, otro estudio llevado a cabo por Mao y colaboradores (2017) hallé6 una relacion
positiva entre la liberacion de cobre mediante un dispositivo intrauterino durante el ciclo
menstrual antes de la implantacion y la mejora en las tasas de implantacion, embarazo
quimico y embarazo clinico en mujeres con fallos de implantacion recurrente. El modelo de
priorizacioén indica que el cobre presentaba un total de 40 dianas moleculares relacionadas
con la progresion y desarrollo de la endometriosis y 10 vinculadas a la infertilidad asociada.
Finalmente, el estudio in vitro realizado resalta una implicacion de este compuesto en la

inhibicidn del crecimiento celular en el modelo de endometriosis, por lo que seria interesante
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evaluar el papel de este compuesto en humanos. En lo referente al NADH, otro antioxidante
natural sin efectos secundarios descritos, al igual que el resveratrol, solo existe un estudio que
muestra su implicacion directa con la endometriosis (Atkins et al., 2019). Dicho estudio
mostrd unos niveles menores de NADH en mujeres con endometriosis que en mujeres sanas,
lo que revelaria un posible papel en el tratamiento de la enfermedad. Es conocido que el
NADH es un potente antioxidante (Mier-Cabrera etal., 2009), y el desarrollo de la
endometriosis ha sido vinculado a una mayor produccion de estrés oxidativo (Scutiero et al.,
2017), por lo que podria explicar el mecanismo mediante el cudl el NADH tendria una
relacion con el desarrollo de la enfermedad. No obstante, seria interesante realizar mas
estudios que evalten el papel de este compuesto en el tratamiento de la endometriosis. Los
resultados obtenidos mediante los experimentos realizados in vitro indican que este
compuesto podria no ser efectivo para controlar la proliferacion celular en el modelo de
endometriosis. Sin embargo, el hecho de que presente una estrecha relacion a nivel molecular
con la endometriosis, sugiere que podria ser efectivo en la reversion de otros procesos
bioldgicos relacionados con la enfermedad, por lo que seria interesante realizar mas estudios
para comprobar su papel en los mismos. El glutation, otro antioxidante natural sin efectos
secundarios especificados, también ha sido indirectamente relacionado con su posible
implicacion en el desarrollo de la endometriosis. Un estudio mostrd niveles reducidos de
glutation en células de endometrio ectdpico en mujeres con endometriosis con respecto al
endometrio eutdpico en mujeres sanas (Jamali etal., 2019), dando como resultado una
situacidon de estrés oxidativo mas elevado. En otro estudio in vivo, se demostro la reduccion
de los endometriomas en pacientes con endometriosis mediante la aplicaciéon de un
tratamiento con N-acetilcisteina (precursor directo del glutation) sin interferir en la ovulacion
(Porpora, Brunelli, etal., 2013), por lo que podria ser una alternativa a los tratamientos
actuales que interfieren en la misma. Al igual que el NADH, este compuesto mostré un
aumento en la viabilidad celular en el modelo de endometriosis (linea celular 12Z) in vitro,
pero seria interesante evaluar el efecto de este compuesto en otros procesos moleculares

relacionados con la endometriosis.

El resto de compuestos priorizados por el modelo basado en farmacologia de sistemas
presentan un mayor numero de efectos secundarios con respecto a los descritos
anteriormente, por lo que no fueron considerados para su validacion in vitro. No obstante,
también han sido diversos estudios los que han analizado el papel de la aspirina en el

tratamiento de la endometriosis y el dolor asociado. Se trata de un compuesto con
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propiedades analgésicas indicado actualmente para procesos inflamatorios o dolor. A pesar de
que en la actualidad se ofrece como opcion de tratamiento el uso de farmacos con
propiedades analgésicas y antiinflamatorias, el hecho de que este compuesto haya sido
priorizado mediante el presente modelo, apunta a que podria ser una alternativa mas efectiva
que los actuales tratamientos. Un estudio de este compuesto en conejos mostrd una reduccion
significativa de los implantes endometriosicos (Saad-Hossne et al., 2016), lo que sugiere una
posible alternativa al uso de los tratamientos actuales. Ademas, también ha sido demostrado
su papel en la mejora significativa del dolor asociado a la enfermedad y la dismenorrea
(Moini et al., 2021), uno de los sintomas relacionados con la endometriosis, y en la mejora de
las tasas de embarazo y de implantacién embrionaria en pacientes con endometriosis (Kim
etal.,, 2002; L. Wang etal., 2021). Por ello, este compuesto podria ser interesante para
mejorar tanto el dolor asociado a la enfermedad como la posible infertilidad relacionada con
la misma. La tretinoina, actualmente indicada para el tratamiento de la leucemia
promielocitica aguda, también ha sido estudiada para el tratamiento de la endometriosis con
resultados positivos. Un estudio en humanos mostrd su papel en la regulacion de genes
relacionados con la proliferacion celular y el metabolismo de estrogenos (Yamagata et al.,
2015), ambos caracterizados por su papel en el desarrollo de la endometriosis. En otro estudio
en ratas se observd que la aplicacion de tretinoina reducia el volumen de los implantes
endometridsicos sin afectar a la reserva ovdrica, llegando a incrementar también la capacidad
reproductiva (Ozer etal., 2013). Estos estudios indican la posibilidad de emplear este
tratamiento para la endometriosis, regulando diversos mecanismos moleculares relacionados
con la enfermedad, sin llegar a comprometer la capacidad reproductiva de las pacientes,
efecto secundario asociado a alguno de los actuales tratamientos. Finalmente, la blisqueda en
la literatura también confirm6 la posible implicacion de tres inhibidores de tirosin-quinasas
predicha por el modelo basado en farmacologia de sistemas para el tratamiento de la
endometriosis. Tres estudios en humanos y en animales muestran el efecto del tratamiento de
la endometriosis mediante la aplicacion de sorafenib. Se trata de un compuesto
antineoplasico indicado actualmente para el tratamiento de cancer. En un estudio en el que se
evaluaba la eficacia del mismo para el tratamiento de la endometriosis, este compuesto
produjo una reduccion tanto de los implantes endometridsicos en ratas sin afectacion de la
reserva ovarica (Ozer et al., 2013) como de la proliferacion celular y de la angiogénesis, y
una modulacioén de la inflamacién en humanos (Leconte et al., 2015; Moggio et al., 2012).
Finalmente, s6lo un estudio evalua el posible efecto de regorafenib y fostamatinib en el

tratamiento de la endometriosis. Ambos farmacos se emplean actualmente para el cancer. Sin
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embargo, un estudio llevado a cabo por Wang y colaboradores (2022) predijo, mediante un
estudio in silico, los efectos beneficiosos del fostamatinib para el tratamiento de la
endometriosis, mediante un enfoque también basado en farmacologia de sistemas. Los
autores de este estudio integraron cuatro diferentes datasets de expresion génica de pacientes
con endometriosis y mujeres sin endometriosis, y, tras realizar un analisis de expresion
diferencial e integrar esa informacion con estudios de expresion génica de farmacos
procedente del proyecto CMap, predijeron el beneficio de diferentes farmacos en el
tratamiento de la enfermedad. Ademas, el fostamatinib se estd estudiando actualmente en un
ensayo clinico para el tratamiento de cancer de ovario (NCT03246074), y es conocida la
relacion entre la endometriosis y el desarrollo de cancer ovarico (Kralickova et al., 2020), por
lo que podrian compartir mecanismos moleculares en comtn (Lu et al., 2015). Asi pues, seria
interesante evaluar el efecto de este farmaco en el tratamiento de ambas condiciones en
conjunto. De hecho, y de acuerdo al modelo realizado, el fostamatinib tenia el mayor nimero
de dianas moleculares asociadas con la endometriosis (90) entre todos los farmacos
candidatos priorizados. Con respecto al regorafenib, sélo existe un estudio evaluando la
eficacia en el tratamiento de la endometriosis. Se trata del reporte de un caso en el que se
observo una regresion completa de la endometriosis en una paciente (Mir et al., 2019), por lo
que serian necesarios mas estudios que evalten la efectividad de este tratamiento en una
poblacion de pacientes con la enfermedad. No obstante, el nimero y la gravedad de efectos
secundarios descritos para estos compuestos apunta a que deberian estudiarse con cautela. En
el caso del regorafenib se han descrito efectos secundarios como infarto de miocardio,
hemorragias o incluso la muerte. Con respecto al fostamatinib, se encuentran algunos como

dario fetal.

Seis de los compuestos candidatos priorizados (trioxido de arsénico, dasatinib,
carvedilol, adenina, 4cido citrico y carfilzomib) no tenian ninguna referencia en la literatura
que estudiara su efecto en el tratamiento de la endometriosis. No obstante, algunos de ellos
han sido estudiados para el tratamiento de otras enfermedades reproductivas femeninas. En lo
referente a la adenina, una purina empleada para el tratamiento de algunos desequilibrios
dietéticos, tampoco se hall6 ninguna vinculaciéon de su aplicacion en endometriosis en la
literatura cientifica. No obstante, cinco de las seis dianas moleculares de este compuesto
estan directamente relacionadas con el desarrollo y progresion de la endometriosis (APRT,
MTAP, ACACB, ACPI y SRPK?2) de acuerdo al andlisis de la red de endometriosis. Por tanto,

el hecho de que la mayoria de dianas moleculares sean biologicamente relevantes para el
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desarrollo de la endometriosis, podria minimizar la aparicion de efectos secundarios
indeseados en otros tejidos. Ademas, una de las principales dianas moleculares de la adenina,
AMPK (no contemplada en la base de datos de DrugBank), se encuentra en una ruta
molecular desregulada en endometriosis (AMPK/mTOR). La hiperactivacion de mTORCI y
la hiporegulacion de AMPK que se producen en endometriosis da como resultado una
respuesta inflamatoria y autofagia aberrante, ademéas de estimular la angiogénesis, la
proliferacion celular y la migracion celular (Assaf et al., 2022). Ademas de en endometriosis,
el gen AMPK también ha sido descrito por su importancia en la fertilidad femenina y la
regeneracion endometrial (McCallum et al.,, 2018; Yang et al., 2020), y su activacion es
requerida para una correcta receptividad uterina y una respuesta normal a hormonas
esteroideas, que da lugar a una correcta decidualizacion (Griffiths et al., 2020). En otras
enfermedades, como cancer de colon, la adenina inhibe el crecimiento celular de células
cancerosas mediante muerte celular y autofagia (Lai et al., 2019). Otros estudios también
muestran el poder antiinflamatorio de este compuesto en células endoteliales de cordon
umbilical, mediante la activacion de AMPK (Cheng et al., 2015). Ademas, ciertos estudios
avalan el efecto positivo de la activacion de AMPK para el tratamiento de la endometriosis.
Algunos trabajos muestran que otros compuestos, como la metformina, reducen
significativamente la endometriosis via activacion de estas diana molecular (Kimber-Trojnar
et al., 2022). Por tanto, su regulacion podria explicar el mecanismo de accion por el cudl la
adenina podria ser interesante tanto para el tratamiento de la endometriosis como para el
tratamiento de la infertilidad. A pesar de que no se observo ningun efecto en la viabilidad
celular en la linea inmortalizada de endometriosis, 127, los mecanismos descritos
anteriormente podrian explicar su posible implicacion tanto en el desarrollo y progresion de
la enfermedad como en la infertilidad asociada. El triéoxido de arsénico, compuesto con
propiedades antineoplasicas, ha sido estudiado para el tratamiento de cancer de endometrio
(Bae-Jump et al., 2008; Zhou et al., 2007) y cancer uterino (Hsin et al., 2019). Ademas, se ha
observado que este compuesto tiene capacidad antiestrogénica, y la endometriosis es una
enfermedad caracterizada por la sobreproduccion de estrégenos, por lo que seria un
compuesto potencial que podria ser probado en mujeres con endometriosis. Dasatinib ha sido
estudiado también para el tratamiento de cancer de endometrio con resultados prometedores.
Este compuesto inhibe la proliferacion celular en células de cancer de utero y produce
apoptosis en las mismas (Takiguchi et al., 2017) mediante la inhibicion de SRC. En la red de
endometriosis generada en el modelo de prediccidn, el gen SRC presenta altos valores de

degree centrality (23) y betweenness centrality (0,02), lo que podria explicar el mecanismo
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por el cudl este compuesto podria ser util para el tratamiento de la endometriosis. No
obstante, segin el analisis de efectos secundarios, este compuesto es el que mayor numero
presenta (214) entre los priorizados por el modelo, incluyendo algunos como hemorragia,
fallo cardiaco o incluso la muerte. El carvedilol, compuesto actualmente indicado para la
hipertension arterial, no muestra ninguna referencia en la literatura cientifica relacionada con
el tratamiento de la endometriosis. No obstante, se sabe que este compuesto es un potente
inhibidor de la proteina VCAMI. Este gen esta sobreexpresado en mujeres con endometriosis
(Kuessel et al., 2017; Schutt et al., 2015), y en la red de endometriosis presenta un alto valor
de degree centrality (111) y betweenness centrality (0,15), por lo que podria ser un candidato
para el tratamiento de la enfermedad. Sin embargo, debido a la cantidad y gravedad de
efectos secundarios, fue descartado para futuros andlisis de su efectividad in vitro contra la
endometriosis. En lo referente al acido citrico, otro compuesto natural, tampoco fueron
encontradas relaciones directas con el tratamiento de la endometriosis en la literatura. No
obstante, existen estudios en modelos animales en los que se observan propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias (Grilli et al., 2015), por lo que algunos autores sugieren su
posible beneficio en el tratamiento de la endometriosis (Schink et al., 2019). Este compuesto
se encuentra de forma natural en frutas y verduras, por lo que un bajo consumo de éstas
podria producir un incremento de posibilidades de desarrollar endometriosis. De hecho, en un
estudio llevado a cabo por Harris y colaboradores (Harris etal., 2018) se valido esta
hipotesis. Finalmente, para el carfilzomib, empleado para el tratamiento de céancer, se
hallaron estudios relacionados con su efectividad, tanto en cancer endometrial (Zhou et al.,
2016) como en cancer de mama (Terzi et al., 2019). En esta ultima enfermedad se observéd un
efecto en la degradacion del receptor de estrogenos (ESR1) y en la prevencion de la
sefializacion de estradiol y la proliferacion celular (Busonero et al., 2018), lo que también
podria ser interesante para el tratamiento de la endometriosis. A modo de curiosidad, cabe
resaltar que, de los dieciséis compuestos candidatos priorizados, siete son antineoplasicos, lo
que concuerda con el hecho de que existen mecanismos en comun entre ambas enfermedades.
En un meta-andlisis realizado por Kvaskoff y colaboradores (Kvaskoff etal., 2021) se
observd una asociacion significativa entre la endometriosis y el mayor riesgo de desarrollar
algunos tipos de cancer, como el de ovario, mama o tiroides. Por otro lado, otros siete de los
compuestos priorizados estaban relacionados con agentes naturales que pueden ser obtenidos
mediante una correcta dieta alimentaria. En los ultimos afios se han llevado a cabo estudios

analizando el impacto de la dieta en el desarrollo de la endometriosis, y se ha convertido en
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un tema de interés debido a que los procesos fisioldgicos y patologicos de la enfermedad
pueden verse influenciados por ella (Parazzini et al., 2013).

En los tultimos afios, el desarrollo de las tecnologias omicas y de los métodos
computacionales permite la integracion de informacién de diferentes fuentes con el fin de
desarrollar modelos de priorizacion basados en farmacologia de sistemas como el del
presente estudio. A pesar de ciertas limitaciones, como la falta de IPP para algunas proteinas
humanas en el Interactoma, este tipo de metodologias permiten realizar hipdtesis dirigidas al
reposicionamiento racional de farmacos para enfermedades complejas como la endometriosis,
ya que este tipo de enfoques sistemdticos permiten obtener una vision global de la
enfermedad, en contraste con los métodos clasicos reduccionistas. Ademas, el Interactoma
Humano empleado en la presente Tesis Doctoral ha sido validado mediante diferentes
métodos experimentales, lo que permite obtener conclusiones mas fiables que las de aquellos
sistemas de priorizacion basados en IPP obtenidas por otros procedimientos . A pesar de que
las conclusiones procedentes de esta clase de estudios deben ser validadas
experimentalmente, este tipo de screenings proporcionan un valor afiadido con respecto al
desarrollo de nuevos medicamentos u otros enfoques basados en ensayos de prueba y error en
los que no se tiene un conocimiento previo acerca de las relaciones moleculares entre los
farmacos y enfermedades complejas como la endometriosis, permitiendo ahorrar tiempo y
costes. Ademas, el reposicionamiento de farmacos agiliza el proceso debido al conocimiento
a priori del perfil de seguridad de los medicamentos, ya que han sido previamente testados en

ensayos clinicos en humanos para el tratamiento de otras enfermedades.

100


https://www.zotero.org/google-docs/?OJYia0

Conclusiones

“La vida es el arte de sacar conclusiones

suficientes a partir de datos insuficientes.”

- Samuel Butler
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El modelo molecular de interaccion de proteinas que representa la complejidad de la
endometriosis cumple con los criterios adecuados para priorizar compuestos para
endometriosis, pues es scale-free (o libre de escala), propiedad que representa una red

bioldgica real, presentando ademas una alta conectividad.

Se han identificado 2.317 genes relacionados con el desarrollo y progresion de la
endometriosis y 416 genes relacionados con efecto en el endometrio. Estos conjuntos de
genes muestran un alto grado de aglomeracion en la red de endometriosis mediante
interacciones fisicas, lo que resalta su relacion funcional dentro del modelo molecular

confeccionado.

A partir de la red de endometriosis fueron priorizados dieciséis compuestos candidatos
empleados en otras enfermedades y que son susceptibles de ser reposicionados para el
tratamiento de la endometriosis y/o la infertilidad asociada, pues presentan una alta relacion a
nivel molecular con los genes de enfermedad. Dichos compuestos, en conjunto, son mas
efectivos a nivel molecular contra la endometriosis que los actuales tratamientos, tal y como
muestra el analisis de distancias en el Interactoma Humano entre sus dianas moleculares y los
genes de enfermedad. Ademads, para diez de ellos se encontraron en la literatura cientifica

estudios validando su efectividad en el tratamiento de la endometriosis o la infertilidad.

Tres de los compuestos candidatos con menos efectos secundarios, zinc, cobre y resveratrol,
muestran efectividad en el tratamiento de la endometriosis in vitro, ya que inhiben la
proliferacion de las células de endometriosis. A pesar de que mas estudios son necesarios, el
analisis de interacciones farmaco-farmaco revela que podrian emplearse en combinacion,

ofreciendo una alternativa polifarmacoldgica para el tratamiento de la enfermedad.

Dos de los compuestos candidatos, NADH y glutation, muestran efectos adversos en el
tratamiento de la endometriosis, pues promueven la proliferacion celular in vitro de las células

de endometriosis.

El presente modelo basado en farmacologia de sistemas ha permitido priorizar compuestos
que responden a la enfermedad en cultivos celulares y no presentan efectos secundarios,
hecho que refuerza la conveniencia de su incorporacion a futuros ensayos clinicos en
pacientes con endometriosis y la posibilidad de la personalizacion de tratamientos con

diferentes modos de accion en funcion de las caracteristicas fisiopatologicas de cada paciente.
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Material Suplementario

“Un sutil pensamiento erroneo puede dar
lugar a una indagacion fructifera que revela

verdades de gran valor.”

- Isaac Asimov
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Figura Suplementaria 1. Resumen esquematico de la metodologia empleada para realizar el modelo de
priorizacion basado en farmacologia de sistemas para el reposicionamiento de firmacos en endometriosis.
Se detallan los datos integrados para realizar el modelo de priorizacion de farmacos/compuestos para su
reposicionamiento en endometriosis. El color de las lineas indica el tipo de informacion incluida y algunas de

las bases de datos empleadas para alcanzar cada uno de los objetivos. Creado con BioRender.com
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Tabla Suplementaria 1. Clasificacion de los estudios hallados inicialmente para seleccionar los genes

asociados a la endometriosis, tanto aquellos con efecto en el tejido ex situ (A), como en el propio

endometrio (B). Se representa el identificador de cada estudio, el afio en el que fue realizado, el nimero de

muestras de tejido ectopico, el nimero de muestras de tejido eutopico, el nimero de muestras de tejido control

(endometrio normal), el estadio de la endometriosis (I-IV), la fase del ciclo menstrual y la plataforma de

microarray o RNAseq empleada.

A) Estudios de Ectépico vs Eutopico

Estudio Afo Ectopico  Eutopico Estado  Fase ciclo Plataforma
GSE105764 2018 8 8 I-1v SEC [llumina HiSeq 4000
GSE11691 2008 8 9 I-1v PRO, SEC HG-U133-A
GSE25628 2013 8 7 II-1v PRO HG-U133-A2
GSE7305 2007 10 10 n/d FOL, LUT HG-U133-Plus2
GSE37837 2011 18 18 I-1v PRO, SEC  Agilent-014850

B) Estudios de Eutopico vs Control

Estudio Aiio Eutopico Control Estado Fase ciclo Plataforma
GSE120103 2019 16 18 v n/d Agilent 4x44K
GSE25628 2013 8 6 I-1v PRO HG-U133-A2
GSE6364 2007 21 16 v PRO, ESE, HG-U133-Plus2

MSE

SEC, secretora; PRO, proliferativa;, FOL, folicular;, LUT, lutea; ESE, early secretory (secretora temprana);

MSE, mild secretory (secretora media); n/d, no disponible
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Tabla Suplementaria 2. Estudios de la relacién de los firmacos/compuestos priorizados en esta Tesis con

la endometriosis y/o infertilidad femenina. Se muestra el nombre del farmaco/compuesto candidato, la dosis

empleada, la especie en la que se realiza el estudio, el tipo de estudio (in silico, in vivo o in vitro) y el resumen

de la relacion del farmaco/compuesto candidato con la endometriosis y/o la infertilidad femenina.

Farmaco/Compuesto Dosis Especie Tipo Resumen
estudio
10-25 mg/kg  Ratdn In vivo Potente efecto inhibitorio del desarrollo de la
Resveratrol In vitro endometriosis en un modelo murino

(BALB/c) (Ricci et al., 2013)

40-120 uM Humano  In vivo Induccion  de  apoptosis en  células
endometriosicas (Taguchi et al., 2016)

30 mg/kg Humano  In vivo Efecto antiinflamatorio y antiangiogénico en
células endometriésicas (Bayoglu Tekin et al.,
2015)

400 mg/kg Humano  In vivo Disminucion de la expresion de genes
relacionados con la inflamacion
(Kodarahmian et al., 2019)

60 mg/kg/dia Rata In vivo Reduccion de lesiones endometridticas y la
expresion de VEGF y MCPI (Ozcan Cenksoy
etal., 2015)

40 mg/kg/dia Raton In vivo Reduccion de la vascularizacion en lesiones
endometriales y reduccion del tamafio de las
lesiones (Rudzitis-Auth et al., 2013)

40 mg/kg/dia Rata In vivo Supresion de la angiogénesis en tejido
endometridtico (Bahrami et al., 2021)

0-200 uM Humano  In vitro Disminucion del crecimiento de tejido
endometriésico y aumento de apoptosis
(Khazaei et al., 2020)

400 mg Humano  In vivo Modulacion de la expresion de genes

relacionados con angiogénesis

(Khodarahmian et al., 2021)
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10-100
mg/kg

30 mg

10 mg/kg/dia

15-45

mg/kg/dia

10-30 uM

10-40 pM

100 pM

100 pmol/L

100 pM

25 mg/kg

15-45

Rata

Humano

Rata

Rata

Rata

Humano

Humano

Humano

Humano

Humano

Rata

Humano

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vitro

In vivo

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vitro

In vivo

In vitro

Reduccion  del tamafio de lesiones
endometridticas y regulacion de genes
relacionados con estrés oxidativo (Yavuz

etal., 2014)

Reduccion del dolor en mujeres con
endometriosis en combinacion con

anticonceptivos (Maia et al., 2012)

Reduccion del tamafio de implantes
endometriésicos y regulacion de genes
relacionados con angiogénesis ¢ inflamacion

(Ergenoglu et al., 2013)

Regulacion de genes relacionados con
inflamacion, inmunoregulacion y

metabolismo de lipidos (C. Wang et al., 2021)

Reduccion  del tamafio de implantes
endometriésicos y la invasion celular

(Bruner-Tran et al., 2011)

Efecto antiinflamatorio y regulacion de genes
relacionados con inflamacién (Taguchi et al.,

2014)

Regulacion de marcadores moleculares de

endometriosis (Arablou et al., 2021)

Regulacion de genes relacionados con
inflamacion (Kolahdouz-Mohammadi et al.,

2021)

Regulacion de genes relacionados con la
endometriosis en células ectopicas 'y

eutopicas (Arablou et al., 2019)

Inhibicion del crecimiento de lesiones
endometridticas y regulacion de genes
relacionados proliferacion celular, migracion

e invasion (Kong et al., 2020)

Reduccion de proliferacion e invasion y
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mg/kg/dia

Rata

In vivo

aumento de apoptosis en lesiones

endometriodticas (Z. Chen et al., 2021)

Zinc

n/d

n/d

1-30 mg/kg

n/d

n/d

n/d

n/d

Humano

Humano

Raton

Humano

Humano

Humano

Humano

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vivo

In vitro

In vivo

Los niveles de zinc en sangre son menores en
mujeres con infertilidad que en controles (Lu

et al., 2020)

Los niveles de zinc en liquido folicular son
mayores en pacientes con endometriosis que
quedaron embarazadas que en aquellas que no

quedaron embarazadas (Singh et al., 2013)

La calidad ovulatoria y embrionaria es mayor
en sujetos tratados con dieta rica en zinc (Tian

& Diaz, 2012)

Los niveles de zinc en suero son menores en
mujeres con endometriosis que en controles

(Messalli et al., 2014)

Los niveles de zinc en sangre son menores en
mujeres infértiles con endometriosis que en
en infértiles sin endometriosis (Lai et al.,

2017)

Las mujeres con endometriosis tienen una
dieta mas baja en zinc que las controles

(Mier-Cabrera et al., 2009)

Los niveles de zinc en suero de mujeres con
quistes endometriales eran menores que en
mujeres con  quistes  benignos  no

endometriales (Onuma et al., 2023)

NADH

n/d

Humano

Primate

In vivo

Los niveles de NADH son menores en
mujeres/primates con endometriosis que en

las controles (Atkins et al., 2019)

Aspirina

0,2 g/mL

2 mg/kg/dia

Conejo

Rata

In vivo

In vivo

Destruccion total de la endometriosis

peritoneal (Saad-Hossne et al., 2016)

Posible regulacion de la resistencia a

progesterona  durante la ventana de
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50 mg/mL

0-2,5 mmol/l

n/d

80 mg/dia

Congejo

Humano

Humano

Humano

In vivo

In vitro

In vivo

In vivo

implantacion, lo que podria mejorar la tasa de
implantacion y de embarazo en mujeres con

endometriosis (L. Wang et al., 2021)

Reduccion de los implantes endometriosicos

(Siqueira et al., 2011)

Supresion de la invasion celular en células
eutodpicas estromales derivadas de mujeres
con endometriosis e infertilidad (Nasiri et al.,

2021)

Mejora de los sintomas del dolor asociado a
la endometriosis y la dismenorrea (Moini

etal., 2021)

Mejora de las tasas de embarazo e
implantacion ~ embrionaria en  mujeres

infértiles con endometriosis (Kim et al., 2002)

Tretinoina

10" M

n/d

Humano

Rata

In vitro

In vivo

Regulacion de genes relacionados con
proliferaciéon celular y metabolismo de
estrogenos en células estromales de

endometriosis (Yamagata et al., 2015)

Reduccion del volimen de los implantes
endometriosicos sin afectacion de la reserva
ovarica. Ademas, incrementd la capacidad

reproductiva (Ozer et al., 2013)

Regorafenib

160 mg/dia

Humano

In vivo

Regresion completa de la endometriosis en

una mujer (Mir et al., 2019)

Sorafenib

n/d

1-10 mM

50 mg/kg/dia

Rata

Humano

Humano

In vivo

In vitro

In vitro

Reduccion del volimen de los implantes
endometrioticos sin afectacion de la reserva

ovarica (Ozer et al., 2013)

Reduccion de la proliferacion, motilidad y
angiogénesis en células madre
mesenquimaticas de tejido endometridsico

(Moggio et al., 2012)

Efecto anti-angiogénico y regulacion de la
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https://www.zotero.org/google-docs/?z5l2ae
https://www.zotero.org/google-docs/?QtG2m1
https://www.zotero.org/google-docs/?QtG2m1
https://www.zotero.org/google-docs/?7eF1ln
https://www.zotero.org/google-docs/?QsHkFc
https://www.zotero.org/google-docs/?yT5qoA
https://www.zotero.org/google-docs/?0YcLb0
https://www.zotero.org/google-docs/?D4nCb4
https://www.zotero.org/google-docs/?3BbhPt

Raton

In vivo

proliferacion e inflamacion (Leconte et al.,

2015)

Fostamatinib n/d

Humano

In silico

Prediccion de efectos terapéuticos en

endometriosis (Wang et al., 2022)

Glutation n/d

0-6 mmol/L

1,8 g/dia

Humano

Humano

Humano

In vitro

In vitro

In vivo

Niveles reducidos de glutation en células
ectopicas endometriales de mujeres con
endometriosis en comparacion con las células

de endometrio eutdpico (Jamali et al., 2019)

El tratamiento con glutation redujo Ila
concentracion de H:0: (relacionado con estrés
oxidativo) y la proliferacion en células

entrometriosicas (Ngo et al., 2009)

Reduccion del tamaiio de endometriomas tras
el tratamiento con N-acetilcisteina (precursor
directo del glutation) sin interferencia en la

ovulacion (Porpora, Brunelli, et al., 2013)

Cobre n/d

n/d

n/d

Humano

Humano

Humano

In vivo

In vivo

In vivo

Los niveles de cobre son menores en
pacientes con infertilidad que en controles

(Soltan & Jenkins, 1983)

Los niveles de cobre son menores en
pacientes con aborto o infertilidad que en las

embarazadas (Skalnaya et al., 2019)

La liberacion de cobre durante dos ciclos
menstruales mediante DIU antes de la
implantacion embrionaria, mejoro las tasas de
implantaciéon, embarazo  bioquimico y
embarazo clinico en mujeres con fallo de

implantacion recurrente (Mao et al., 2017)

DIU, dispositivo intrauterino, n/d, no disponible
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