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PREFÁCIO

A biotecnologia baseia-se em conhecimentos multidisciplinares fortemente 

associados às ciências naturais e exatas, e às ciências aplicadas. As ciências biológicas e 

o seu enquadramento na biotecnologia têm aplicações em grandes áreas de importância 

socioeconómica, principalmente na medicina humana e animal, ambiente, agronomia 

e na indústria. Os processos biotecnológicos são caraterizados por usarem células 

procariotas ou eucariotas, partes das mesmas ou análogos moleculares - com o objetivo 

de se obterem produtos e serviços. Avanços significativos na biotecnologia surgiram das 

sinergias estabelecidas entre engenheiros, cientistas e reguladores para transformar 

descobertas cientificas em novos processos e produtos, com impacto socioeconómico. A 

elevada dinâmica académica e industrial no desenvolvimento de conhecimento em ciências 

biológicas e biotecnologia é revelador da sua importância. Contudo, a necessidade de 

atualização dos avanços científicos, em conjugação com a transformação desse novo 

conhecimento em conteúdo curricular técnico-científico relevante são desafios para um 

eficaz processo formativo de recursos humanos altamente qualificados. O enquadramento 

ético e regulamentar de novos processos e produtos é igualmente desafiante.

Este livro foi dividido em quatro partes: a primeira parte reúne capítulos (1 a 6) 

relacionados com as biociências e a biotecnologia na área biomédica. A segunda parte 

concentra capítulos (7 a 11) na área do ambiente. A terceira parte é composta pelos 

capítulos 12 a 14 que se enquadram em aspetos da bioprospecção. A quarta parte contém 

os capítulos 15 e 16 que abordam aspetos do ensino/aprendizagem em biotecnologia e 

da bioética, respetivamente. Neste contexto, pretende com este livro contribuir para que 

estudantes e professores do ensino superior, ligados às biociências e à biotecnologia, 

quer a nível de graduação quer de pós-graduação, possam ter uma perspetiva de avanços 

na área. Este livro pode ser também útil a profissionais ligados a setores nos quais as 

biociências e a biotecnologia têm um papel de relevo, bem como para professores do 

ensino pré-académico.

Manuel Simões
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RESUMEN: La endometriosis (EDT) se 
define como el crecimiento de tejido tipo 
endometrial fuera de la cavidad uterina. Se 
trata de una enfermedad crónica, estrógeno 
dependiente, que afecta al 5-15% de las 
mujeres en edad reproductiva. Esta patología 
aún no tiene cura y los tratamientos actuales 
suelen presentar efectos secundarios 
indeseados. Recientemente, nuestro grupo 
de investigación informó correlación positiva 
entre los niveles de cobre (Cu) en fluido 
peritoneal (FP) y el volumen de las lesiones 
inducidas en ratones. También existen 
reportes de otros autores sobre niveles 
elevados de Cu en muestras de pacientes con 
EDT. En muchos cánceres, la desregulación en 
la homeostasis de Cu promueve la progresión 
tumoral. Por consiguiente, nuestro objetivo 
fue evaluar el impacto de tetratiomolibdato de 
amonio (TM, quelante de Cu) en la progresión 
de la EDT experimental. Veintiún ratones 
hembra C57BL/6 se dividieron en tres grupos: 
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Sham (cirugía placebo), EDT y EDT+TM. La inducción de la EDT se realizó mediante 
transferencia autóloga de tejido uterino al mesenterio intestinal. El grupo EDT+TM recibió 
0,70 mg de TM/día/ratón en el agua de bebida durante tres semanas, comenzando 
el día 8 postoperatorio. Luego de un mes de inducida la patología, los ratones fueron 
sacrificados. Las lesiones fueron identificadas, contadas, medidas con calibre y pesadas. 
También se recolectó FP para la determinación de estradiol por quimioluminiscencia. El 
tratamiento con TM redujo el peso y volumen de las lesiones establecidas en ratones, 
en comparación con el grupo EDT (p<0,05). Además, el quelante de Cu disminuyó la 
concentración de estradiol, logrando un nivel similar al dosado en el grupo Sham (p<0,05). 
Esta hormona mostró correlación positiva con el volumen de los implantes (r= 0,5644, 
p<0,05). En conclusión, nuestro trabajo muestra resultados prometedores para continuar 
con el estudio del TM como posible terapia para la EDT.
PALABRAS CLAVE: Endometriosis. estradiol. Cobre. Tetratiomolibdato de amonio.

EVALUATION OF THE THERAPEUTIC POTENTIAL OF AMMONIUM 

TETRATHIOMOLYBDATE IN EXPERIMENTAL ENDOMETRIOSIS

ABSTRACT: Endometriosis (EDT) is defined as the growth of endometrial-like tissue 
outside the uterine cavity. It is a chronic, estrogen-dependent disease that affects 5-15% of 
women of reproductive age. This pathology still has no cure, and current treatments often 
have unwanted side effects. Recently, our research group reported a positive correlation 
between copper (Cu) levels in peritoneal fluid (PF) and the volume of induced lesions in 
mice. There are also reports by other authors on elevated Cu in samples from patients 
with EDT. In many cancers, dysregulation in Cu homeostasis promotes tumor progression. 
Therefore, our aim was to evaluate the impact of ammonium tetrathiomolybdate (TM, Cu 
chelator) on the progression of experimental EDT. Twenty-one female C57BL/6 mice were 
divided into three groups: Sham (placebo surgery), EDT, and EDT+TM. The EDT induction 
was performed by autologous transfer of uterine tissue to the intestinal mesentery. The 
EDT+TM group received 0.70 mg of TM/day/mouse in the drinking water for three weeks, 
starting on postoperative day 8. After one month of induction of the pathology, the mice 
were sacrificed. The lesions were identified, counted, measured with calipers, and weighed. 
PF was also collected for the determination of estradiol by chemiluminescence. Treatment 
with TM reduced the weight and volume of established lesions in mice compared to the 
EDT group (p<0.05). Furthermore, the Cu chelator decreased the estradiol concentration, 
reaching a level similar to those of the Sham group (p<0.05). This hormone showed a 
positive correlation with the volume of the implants (r = 0.5644, p<0.05). In conclusion, 
our work shows promising results to continue with the study of TM as a possible therapy 
for EDT.
KEYWORDS: Endometriosis. Estradiol. Copper. Ammonium tetrathiomolybdate.

1 INTRODUCCIÓN

La endometriosis (EDT) se define clásicamente como una enfermedad 

ginecológica crónica y progresiva, caracterizada por el establecimiento y crecimiento de 

tejido tipo endometrial (glandular y estromal) fuera de la cavidad uterina. Estos implantes 
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endometriósicos responden a hormonas sexuales y originan microsangrados que 

producen un foco inflamatorio constante. En consecuencia, la EDT es la causa más común 

de dolor pélvico crónico. También se han descrito otros síntomas como dismenorrea, 

dispareunia, disuria y subfertilidad, lo que repercute negativamente en la calidad de vida 

de las pacientes (Bulun y cols., 2019). Dado que afecta el metabolismo en el hígado y el 

tejido adiposo, conduce a inflamación generalizada y altera la expresión de genes en el 

cerebro causando sensibilización al dolor y trastornos del estado de ánimo, ahora se la 

considera una enfermedad sistémica en lugar de una enfermedad exclusiva de la zona 

pélvica (Taylor y cols., 2021).

La EDT afecta al 5-15% de las mujeres en edad reproductiva en todo el mundo y 

aún no existe una cura. Las estrategias de tratamiento se limitan a la resección quirúrgica 

de las lesiones o a la supresión de la función ovárica y la acción del estradiol. Sin embargo, 

los síntomas reaparecen en el 20-40% de los casos después de la cirugía, y la supresión 

ovárica a largo plazo suele ser ineficaz, suprime la fertilidad y un estado hipoestrogénico 

tiene efectos secundarios no deseados. Existe, por lo tanto, una necesidad clínica 

insatisfecha de nuevos tratamientos, principalmente no hormonales, que permitan 

controlar los procesos que favorecen la progresión de la EDT (McKinnon y cols., 2016; 

Rogers y cols., 2017).

Los desequilibrios en la homeostasis de elementos traza parecen desempeñar un 

papel importante en la progresión de la EDT (Turgut y cols., 2013; Pollack y cols., 2013; 

Rzymski y cols., 2015). Nuestro grupo de investigación demostró que los niveles de cobre 

(Cu) en el fluido peritoneal (FP) se correlacionan positivamente con el volumen de las 

lesiones tipo endometriósicas inducidas en ratón (Delsouc y cols., 2019). También existen 

reportes de niveles elevados de Cu en muestras de suero y orina de pacientes con EDT 

(Turgut y cols., 2013; Pollack y cols., 2013). Cu ha sido asociado particularmente con el 

estrés oxidativo en esta patología. Sin embargo, en otras patologías proliferativas, se ha 

demostrado que la desregulación de la homeostasis de Cu está implicada en múltiples 

aspectos de la progresión tumoral, incluida la proliferación celular, la angiogénesis y la 

metástasis (Denoyer y cols., 2015; Lelièvre y cols., 2020). Además, puede potenciar la 

acción estrogénica, favoreciendo la proliferación de células tumorales dependientes 

de estradiol (Darbre, 2006). Por consiguiente, una modalidad terapéutica que permita 

reducir los niveles de Cu en EDT resulta un enfoque novedoso para el tratamiento médico 

de la afección.

El tetratiomolibdato de amonio (TM; [NH4]2MoS4) es un quelante de Cu de rápida 

acción y buen perfil de seguridad, que se está investigando como estrategia contra el 

cáncer debido a sus propiedades antiangiogénicas y antiproliferativas (Brewer y cols., 
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2000; Pan y cols., 2002; Cox y cols., 2003; Redman y cols., 2003; Chan y cols., 2017; Xu y 

cols., 2018). Lo distingue de otros quelantes de Cu su mecanismo de acción dual: por una 

parte, TM interfiere en la absorción de Cu a nivel gastrointestinal y, por otra parte, forma 

un complejo tripartito estable con la albúmina sérica y el Cu libre en el torrente sanguíneo, 

reduciendo la carga de Cu en el paciente.

Hasta ahora, ningún trabajo previo ha analizado los efectos de TM sobre la EDT 

teniendo en cuenta que, al igual que el cáncer, esta patología se caracteriza por la invasión 

celular y el crecimiento sin restricciones, el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos y la 

disminución del número de células apoptóticas. Por lo tanto, el objetivo del presente 

trabajo fue evaluar el impacto de TM en la progresión de la EDT experimental.

2 MATERIALES Y MÉTODOS

Se utilizaron ratones hembra de la cepa C57BL/6 de dos meses de edad, con un 

peso de 19-21 g. Las colonias de cría se establecieron en el Bioterio de la Universidad 

Nacional de San Luis (San Luis, Argentina) bajo rigurosas condiciones de luz (12 h de luz, 12 

h de oscuridad), temperatura controlada (22 ± 2 °C), con la administración de agua estéril 

y comida ad libitum. Todos los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo 

con la Guide for the care and use of laboratory animals of the National Institutes of Health. 

El estudio en animales fue revisado y aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y 

Uso de Animales (CICUA) de la Universidad Nacional de San Luis (Protocolo N° B-304/19).

2.1 INDUCCIÓN QUIRÚRGICA DE LA ENDOMETRIOSIS PERITONEAL EN RATONES

Veintiún ratones hembra se dividieron aleatoriamente en tres grupos: 1) Sham 

(cirugía placebo), 2) EDT (ratones con EDT inducida) y 3) EDT+TM (ratones con EDT 

inducida, tratados con TM). Primero, los animales fueron anestesiados con 100 mg/kg 

de ketamina (Holliday Scott, Buenos Aires, Argentina) y 10 mg/kg de xilacina (Richmond, 

Buenos Aires, Argentina) administrados vía intraperitoneal. Posteriormente, se hizo una 

incisión ventral media y se extrajo el cuerno uterino derecho del animal, el cual se colocó en 

medio DMEM-F12 (Gibco, Life Sciences, Great Island, NY, EE. UU.). Luego, el cuerno uterino 

se abrió longitudinalmente y se cortó en tres piezas cuadradas de aproximadamente 4 mm2 

cada una, las cuales se suturaron al mesenterio intestinal con un solo punto (Supralon 6-0, 

Ethicon, Somerville, Nueva Jersey). En ratones pertenecientes al grupo Sham, se realizaron 

tres suturas en el mesenterio intestinal sin la adición de tejido (Figura 1). Por último, el área 

se hidrató con solución fisiológica estéril suplementada con antibiótico-antimicótico y el 

abdomen de los animales se cerró con el mismo material de sutura y puntos contiguos.
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2.2 ADMINISTRACIÓN DE TM

Se verificó y registró el consumo diario de agua de cada ratón durante 10 días 

(Cox y cols., 2003). A partir de esa información, cada animal del grupo EDT+TM recibió 

TM (catálogo #323446; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU) diariamente en agua potable 

estéril (dosis óptima: 0,7 mg/día/ratón; Cox y cols., 2003), desde el día 8 postoperatorio 

hasta el día de la eutanasia. Los animales de los grupos Sham y EDT recibieron sólo 

agua potable estéril (Figura 1). Para controlar que no ocurriera deficiencia severa de Cu 

en ratones tratados con TM, semanalmente se verificó que el peso de cada animal no 

disminuyera más del 10% del valor inicial y que el hematocrito no disminuyera por debajo 

del 80% de la línea base (Brewer y cols., 2000, Brewer y cols., 2003). 

Luego de un mes de inducida la EDT, los animales fueron sacrificados por 

dislocación cervical, en estadio de diestro. Inmediatamente, se abrió un pequeño orificio 

medioventral a través del cual 1,5 mL de buffer fosfato salino se inyectó en la cavidad 

peritoneal de cada animal. El FP se recogió y se centrifugó a 250 g durante 10 minutos 

a 4 °C. Los sobrenadantes se almacenaron a -80 °C hasta la determinación de estradiol. 

Finalmente, se abrió completamente el abdomen para tener acceso a las lesiones tipo 

endometriósicas presentes en los animales inducidos. 

Figura 1. Representación esquemática del diseño experimental.
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2.3 EVALUACIÓN MACROSCÓPICA DE LOS IMPLANTES 

Las lesiones fueron identificadas, contadas y medidas con calibre en dos 

diámetros perpendiculares para el cálculo del volumen, mediante la siguiente ecuación: 

V= (4/3) π r1
2 r2 (r1 y r2 son los radios y r1<r2). Luego, fueron pesadas utilizando una balanza 

analítica (precisión 0,1 mg).

2.4 ENSAYO DE ESTRADIOL

Las muestras de FP se enviaron a un laboratorio clínico para el análisis de rutina 

de estradiol mediante el método de quimioluminiscencia, usando el instrumento ADVIA 

Centaur XP system (Siemens Healthcare Diagnostics Inc, Deerfield, IL, USA). Los niveles 

de estradiol en FP se expresaron en pg/mL.

2.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Para el análisis de datos se utilizó el software GraphPad Prism. Los valores se 

presentan como la media ± S.E.M de 7 animales por grupo. Las diferencias entre las 

medias de cada grupo experimental se analizaron utilizando la prueba de t-Student o 

ANOVA I seguido de la Prueba de Tukey, según correspondiera. La relación entre volumen 

de lesión y estradiol se evaluó mediante el coeficiente de correlación de Pearson. Las 

diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando p<0,05.

3 RESULTADOS Y DISCUSIÓN

3.1 EFECTO DEL TM EN EL DESARROLLO DE LESIONES TIPO ENDOMETRIÓSICAS

Mediante el examen macroscópico del tejido uterino ectópico, se pudo observar 

que el tratamiento con TM no afectó el número de lesiones establecidas por ratón (Figura 

2A). Sin embargo, la administración de este quelante de Cu disminuyó significativamente 

el volumen y el peso de las lesiones, en comparación con el grupo no tratado (p<0,05; 

Figura 2B, C).
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Figura 2. Efecto del tratamiento con TM sobre el número de lesiones establecidas por ratón (A), el peso (B) y 
el volumen (C) de los implantes. En la parte inferior del panel se proporcionan fotografías de las lesiones tipo 
endometriósicas (delimitadas en amarillo) (D) representativas de los grupos EDT (i) y EDT+TM (ii). *p<0,05

Similar a lo reportado en estudios sobre varios cánceres, TM exhibió efectos 

antitumorales. Esto puede deberse a que el agente quelante de Cu posee reconocidas 

propiedades antiangiogénicas y antiproliferativas, ya que Cu es necesario para la unión 

del factor inducible por hipoxia (HIF)-1α a los elementos de respuesta a la hipoxia, 

modulando así la expresión del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor 

de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF2) y las citocinas angiogénicas (Baldari y cols., 

2020). La angiogénesis es fundamental para el crecimiento de los implantes en sitios 

ectópicos porque asegura los medios necesarios para el suministro adecuado de oxígeno 

y nutrientes, componentes inmunes, hormonas y la eliminación de productos de desecho. 

Por lo tanto, se sabe que su inhibición obstaculiza la progresión de la EDT. Además, Cu tiene 

la capacidad de mediar la activación de diferentes vías de señalización responsables de los 

procesos celulares básicos, incluida la proliferación, apoptosis, adhesión e invasión (Walter 

y cols., 2006; Turski y cols., 2012). Este metal también es considerado un metaloestrógeno 

capaz de potenciar la acción estrogénica (Darbre, 2006) y es esencial para la actividad de 

la enzima superóxido dismutasa 1 (Cu/Zn-SOD), cuya sobreexpresión se ha considerado 

importante para la formación de tumores, mientras que su inhibición provoca la apoptosis 

en las células cancerosas (Eleutherio y cols., 2021). Estos antecedentes dan sustento a 

nuestros resultados obtenidos por la quelación del metal.
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3.2 EFECTO DE TM SOBRE LA CONCENTRACIÓN DE ESTRADIOL EN FP DE 

RATONES CON EDT INDUCIDA

El establecimiento de la EDT incrementó la concentración de estradiol en FP, 

mientras que, luego de la administración del TM, se logró alcanzar valores similares a 

los del grupo Sham (p<0,05; Figura 3A). Además, se verificó la existencia de correlación 

positiva entre el volumen de las lesiones tipo endometriósicas y la concentración de 

estradiol, para todo el grupo de ratones con EDT inducida (coeficiente r de Pearson: 

0,5644, p<0,05; n= 14; Figura 3B).

La relación entre las variables no es un detalle menor considerando que la EDT es 

una enfermedad dependiente de estradiol y que, a su vez, las células epiteliales y estromales 

endometriósicas son las principales responsables de la secreción local de estradiol en la 

EDT peritoneal. Ambas células, que sobreexpresan enzimas esteroidogénicas que utilizan 

dehidroepiandrosterona (DHEA) y colesterol como sustrato (Rižner, 2009), posiblemente 

se vieron afectadas, considerando la reducción del peso y volumen de las lesiones.

Figura 3. Efecto del tratamiento con TM sobre los niveles de estradiol en FP de animales pertenecientes a los 
grupos Sham, EDT y EDT+TM (A). *p<0,05. La relación entre volumen de lesión y estradiol (B) se determinó 
mediante el coeficiente de correlación de Pearson. 

Cu también desempeña un papel en la esteroidogénesis. Se ha reportado que en 

niveles elevados puede estimular la expresión de enzimas involucradas en la síntesis de 

estradiol (Soni y cols., 2018; Sun y cols., 2019), mientras que en niveles bajos puede disminuir 

la DHEA sérica (Klevay & Christopherson, 2000). Además, tanto Cu como estradiol se 

consideran pro-proliferativos en diversas patologías y se ha demostrado la existencia de 

correlación positiva entre Cu y el volumen de las lesiones tipo endometriósicas inducidas 

en ratones (Delsouc y cols., 2019). Por consiguiente, TM podría causar la regresión de 
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las lesiones tipo endometriósicas a través de los mecanismos descritos que, aunque 

diferentes, están relacionados entre sí.

4 CONCLUSIONES

La capacidad de TM de causar regresión de las lesiones tipo endometriósicas y 

su buen perfil de seguridad son características atractivas para continuar con el estudio de 

este agente quelante de Cu como posible tratamiento no hormonal para la EDT.
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