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Objetivo: Valorar los efectos de los inhibidores de aromatasa en los crecimientos endometriales ectopicos y en la libe-
racion de factores angidgenos e inflamatorios al liquido peritoneal (LP).

Diseiio: Estudio experimental prospectivo.

Entorno: Institucion para investigacion en animales y laboratorio.

Animales: Hembras de ratones Balb/c de dos meses de edad.

Intervenciones: Se practicaron procedimientos quirtrgicos en los ratones para inducir lesiones de tipo endometrio-
sico. Se inici6 tratamiento con anastrozol o letrozol en los dias posoperatorios uno o 28 y se mantuvo durante cuatro

semanas.

Criterio principal de evaluacién: Cuenta y medicion de las lesiones endometridsicas y valoracion de expresion de
aromatasa, proliferacion celular y apoptosis. Se cuantificaron en LP el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF,

por sus siglas en inglés) y la prostaglandina E (PGE).

Resultados: Las lesiones de tipo endometridsico expresaron aromatasa P-450. El tratamiento con anastrozol o letrozol
no evitd el desarrollo de las lesiones; sin embargo, si causé disminucion significativa del tamafio de éstas. Cuando
se inici6 el tratamiento con letrozol y anastrozol al primer dia posoperatorio, se redujo la proliferacion celular y se
increment6 la apoptosis; cuando se instituy6 en el dia 28, ambos inhibidores de aromatasa atenuaron la proliferacion
celular, pero solo el anastrozol elevo los niveles de apoptosis. Ademas, el letrozol redujo las concentraciones de VEGF
y PGE en el LP. Con el anastrozol disminuy¢ el contenido de VEGF, pero no se produjeron cambios significativos de

la concentracion de PGE.

Conclusiones: Estas observaciones fundamentan la necesidad de realizar otras investigaciones sobre la inhibicion de
la aromatasa como opcion terapéutica para la endometriosis. (Fertil Steril® 2010;93:2513—8. ©2010 por la American

Society for Reproductive Medicine.)

Palabras clave: Endometriosis, inhibidores de aromatasa, PGE, VEGF.

La endometriosis es un trastorno ginecologico frecuente y se ca-
racteriza por la existencia de tejido endometrial fuera de la cavidad
uterina, con dolor pélvico e infecundidad.'

Uno de los descubrimiento mas recientes es el reconocimien-
to de que el endometrio ectopico expresa una concentracion
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elevada de aromatasa P-450.%° Esta enzima es crucial para la
biosintesis de estrogeno (E), ya que cataliza la etapa limitante
de su produccion, la conversion de androstenediona (A) en es-
trona (E)) y la de testosterona (T) en estradiol (E),.* Ademas,
se ha observado que la expresion de aromatasa es mayor en el
endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis que en el de
mujeres testigo.>*>7

Bulun y colaboradores* demostraron que existe un vinculo entre
la inflamacioén y la produccion de E en casos de endometriosis.
La prostaglandina E, (PGE,) es el més potente inductor de la
expresion de aromatasa y su actividad in vitro en células to-
madas de tejido endometridsico.® Asimismo, se ha demostrado
que la E, induce la expresion de ciclooxigenasa 2 (COX-2) y la
produccién de PGE,.” Estos mecanismos incluyen un ciclo de
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retroalimentacion positiva que favorece la produccion continua
de E, y PGE, en lesiones endometriosicas."’

Ademas, se sabe que tanto la E, como la PGE, inducen la ex-
presion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y
que, a su vez, éste induce la expresion de COX-2.!""13 El factor
de crecimiento endotelial vascular es uno de los mas importan-
tes en la patogenia de la endometriosis.'*!> Se ha observado que
la expresion del VEGF aumenta en el endometrio, eutdpico y
ectopico, de pacientes con endometriosis.'®!” Mas aun, la con-
centracion del VEGF es significativamente mas alta en el liqui-
do peritoneal (LP) de estas mujeres.'

En la actualidad se utilizan inhibidores de aromatasa en el tra-
tamiento coadyuvante y de primera linea en casos de cancer de
mama.'*?! Takayama y colaboradores? fueron los primeros que
informaron buenos resultados con el uso del inhibidor de aro-
matasa anastrozol en una paciente posmenopausica que sufria
endometriosis recurrente grave y que no habia mejorado con
los tratamientos convencionales. En fecha reciente, otros inves-
tigadores han empleado estos inhibidores para tratar casos de en-
dometriosis.?** En un estudio anterior, los autores del presente
articulo observaron que los inhibidores de aromatasa letrozol y
anastrozol inducen apoptosis y disminuyen la proliferacion de
células epiteliales endometridsicas en mujeres que padecen este
trastorno.”

La finalidad del presente protocolo fue valorar, con base en los
datos revisados, los efectos de los inhibidores de aromatasa le-
trozol y anastrozol sobre el establecimiento de la lesion, la proli-
feracion celular y la apoptosis en el tejido endometrial ectopico
y sobre la liberacion de factores angidgenos e inflamatorios en
el LP de ratones hembra con endometriosis inducida.

MATERIALES Y METODOS
Animales

Se usaron hembras de ratéon Balb/c. Se cuidé a todos los anima-
les, segtin lo establecido en la guia para el cuidado y utilizacion
de animales de laboratorio de los National Institutes of Health.

Cirugia

Al momento de la operacion, todos los ratones tenian dos meses
de edad. Se indujeron lesiones de tipo endometridsico por me-
dio del trasplante de cuernos uterinos al mesenterio intestinal,
como se describid con anterioridad.*® En resumen, se trasplan-
taron partes iguales de tejido uterino del lado derecho que me-
dian alrededor de 4 mm?, las cuales se suturaron a la capa serosa,
en aposicion directa al peritoneo, junto a un vaso de la capa
endometrial del cuadro uterino que se halla frente a la serosa.
Se aplico una sola sutura (supralong 6-0) a cada pieza de tejido.

Tratamiento en los animales

Se realiz6 una distribucion al azar de los animales entre grupos
experimentales de 12 individuos cada uno. De forma inicial se
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separd a los ratones en tres grupos: anastrozol, letrozol y testi-
gos. A todos se les aplico una inyeccion subcutanea diaria de 10
ng (0.5 mg/kg) de anastrozol, letrozol o solucion salina, segun
fuera el grupo. Todos los tratamientos duraron cuatro semanas
y se efectud una revision diaria en cada raton. No se identificaron
signos de toxicidad con las dosis administradas, de acuerdo con el
peso corporal, consumo de alimentos, acicalamiento o grados
de actividad, en comparacion con los animales testigo. Se inicid
el tratamiento el primer dia del posoperatorio para determinar
los efectos de los inhibidores de aromatasa en el establecimiento
y la progresion de la enfermedad. En los estudios para cuanti-
ficar dichos efectos sobre lesiones ya establecidas se difirio la
administracion de inhibidores de aromatasa hasta el dia 28 y se
prolongo el tratamiento durante cuatro semanas.

Valoracion del tejido uterino ectdpico

Después de cuatro semanas de tratamiento, se sacrifico a los
animales por luxacion cervical. Se identificaron y contaron las
lesiones para luego medirlas en didmetros perpendiculares por
medio de un calibrador. Se calculd el volumen de cada uno de
los tejidos uterinos ectdpicos mediante la formula V = (4/3) ©
1> 1,, donde r, y r, representan los radios y r, <r,’' A conti-
nuacion se resecaron las lesiones, el cuerno uterino izquierdo y
ambos ovarios y se fijaron en un amortiguador de formaldehido
al 10%; las partes extirpadas fueron imbuidas en parafina, para
cortarlas en secciones de 5 um y tefiirlas con hematoxilina y
eosina (H y E). Se examinaron las secciones al microscopio en
busca de signos histologicos de endometriosis.

Inmunohistoquimica

Se realiz6 la tincion inmunohistoquimica como ya se indic6*? y
se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios: un antigeno
nuclear de proliferacion celular (PCNA) contra raton, un anti-
cuerpo policlonal de conejo (1:300, FL-261; Santa Cruz Biotechno-
logy Inc., Santa Cruz, CA) y un anticuerpo policlonal de conejo
contra aromatasa murina (en dilucién de 1:2 000, producido por
el Dr. I. Azcoitia, de Madrid, Espafia) generado a partir de un
péptido de 15 aminoacidos correspondientes a los residuos 488
a 502 de la aromatasa murina.** Se utilizé6 como control negati-
vo una inmunoglobulina de la misma clase y concentracion que
la del anticuerpo primario empleado.

El porcentaje de células que expresaban reacciones inmunitarias
a PCNA (indice de PCNA) se determin6 mediante conteos con
microscopio Optico realizados por dos observadores diferentes.
Se cont6 el nimero total de células en 10 campos representativos
y se consider que cada tincidén nuclear era un signo positivo.

Sistema para detectar apoptosis

Para efectuar la cuantificacion de la apoptosis se procesaron
secciones de tejido ectopico, con objeto de realizar una loca-
lizaciéon inmunocitoquimica in situ de los nicleos con ADN
fragmentado. Para ello se uso la técnica de marcar el extremo
fragmentado con digoxigenina dUTP, con mediacion de desoxinu-
cleotidiltransferasa terminal (método conocido como TUNEL,
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FIGURA 1 I

Expresion de aromatasa en lesiones de tipo endometriosico.
Se resecaron dichas lesiones de ratones testigo, se fijaron con
formalina, se incluyeron en parafina y se cortaron en seccio-
nes. Se valoré la expresion de la aromatasa por medios inmu-
nohistoquimicos con anticuerpos policlonales. Se observaron
casos de expresiéon de aromatasa, leve (A y B) e intensa (C y
D), en el endometrio ectépico de ratones. Se utilizaron seccio-
nes de ovario murino como control positivo (E) e inmunoglobu-
lina de la misma clase y concentracién que la del anticuerpo
primario empleado como control negativo (F). Amplificacion,
100x (A, Cy E) y 400x (B, Dy F).

Bilotas. Aromatase inhibitors and endometriosis. Fertil Steril
2010.

por sus siglas en inglés), y un equipo de deteccion de apoptosis
(Chemicon International, Temecula, CA). Como ya se indico,
se trataron las muestras de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.’ Tres a cinco dias después del destete de las crias se
cortaron secciones de glandula mamaria de las hembras de estos
roedores para utilizarlas como control positivo. Para el control
negativo se trataron varias muestras de tejido sin desoxinucleo-
tidiltransferasa. Se determino el porcentaje de células apoptoti-
cas por conteo de células marcadas, con aumentos de imagen de
400x, en 30 campos homogéneos seleccionados al azar.

Ademas, se identificaron las células apoptoticas por sus caracteristi-
cas morfoldgicas distintivas en secciones de endometrio tefiidas
con HyE.*?

Cuantificacion del VEGF

Tras cuatro semanas de tratamiento se sacrifico a los animales
mediante luxacion cervical. Se recolectd el liquido peritoneal
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por lavado de la cavidad abdominal con 1 mL de solucion salina
y se aplico la prueba comercial ELISA kit (MMV00, R&D Sys-
tems Inc., Minneapolis, MN) para detectar VEGF. El grado de
sensibilidad de la prueba ELISA para VEGF fue de 3 pg/mL. La
variabilidad entre mediciones de distintas muestras de VEGF
fue de + 4.3%, mientras que la variabilidad en las mediciones
de una misma muestra fue de + 5.7%. Se analizaron todas las
muestras por triplicado.

Radioinmunoanalisis para PGE

Se llevo a cabo la valoracion de las concentraciones de PGE
por radioinmunoanalisis (RIA), como se menciond con ante-
rioridad.>* Descrito en forma sindptica, se acidifico el liquido
peritoneal a un pH de 3.0, con 1 M de HCl y, para determinar el
contenido de PGE, se prepararon tres extractos con un volumen de
acetato de etilo. Se deseco el conjunto de estos extractos en una
atmosfera de N, y se almacené a -20°C, hasta que se realizo el
RIA de prostaglandinas. Se cuantificaron las concentraciones de
PGE con antisuero de conejo, producido por Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO). La sensibilidad fue de 10 pg/tubo de
ensayo y la reactividad cruzada fue < 0.1% con otras prosta-
glandinas. Se expresaron los resultados en picogramos por mi-
lilitro (pg/mL).

Analisis estadistico

Se efectuaron comparaciones estadisticas por medio de analisis
de varianza (ANOVA) no paramétrico de Kruskal-Wallis, segui-
do de la prueba de comparacion multiple de Dunn. Se considerd
que s6lo los valores de p < 0.05 eran significativos, sin importar
cudl fuera la prueba estadistica aplicada.

RESULTADOS
Expresion de aromatasa en endometrio ectdpico de raton

Se valoro la expresion de aromatasa por analisis inmunohisto-
quimico en lesiones de tipo endometridsico en los ratones tes-
tigo. Se detectd aromatasa en 64% de las lesiones analizadas (n
= 22). Se realiz6 inmunolocalizacién de aromatasa en el cito-
plasma de células glandulares (Figura 1A-D). No se detectaron
reacciones inmunitarias en el estroma y se observaron distintos
grados de expresion de aromatasa: bajos en 57% de las lesiones
positivas (Figura 1A, B) y altos en 43% de las lesiones positi-
vas (Figura 1C, D).

Efectos de los inhibidores de aromatasa en el crecimiento
del tejido uterino ectopico

Se valoraron en dos etapas los efectos del anastrozol y el letro-
zol sobre lesiones endometridsicas: [1] en el establecimiento de
la lesion (con inicio del tratamiento en el primer dia posopera-
torio) y [2] en lesiones ya establecidas (con inicio del tratamiento en
el dia 28 después de la operacion). En todos los grupos se registro el



mismo porcentaje de ratones que desarrollaron lesiones y el ni-
mero de lesiones por raton fue similar (no se muestran los datos)
en todos los grupos. Sin embargo, tanto el anastrozol como el
letrozol redujeron el tamafio de las lesiones de tipo endometrio-
sico, en comparacion con las del grupo testigo, cuyo tratamiento
inici6 el primer dia posoperatorio (p < 0.05 y p <0.001, respec-
tivamente) (Figura 2A), y las observadas cuando el tratamiento
se inicio el dia 28 después de la operacion (p < 0.05, respecto de
los ratones testigo) (Figura 2B).

Efecto de los inhibidores de aromatasa en la proliferacion
de células epiteliales y en la apoptosis del tejido uterino
ectopico

El tratamiento con estos inhibidores atenu¢ la proliferacion de
células epiteliales ¢ increment6 el indice apoptotico, en compa-
racion con lo observado en el grupo testigo (Figura 3). Cuan-
do se inicid el tratamiento en el primer dia posoperatorio, el
porcentaje de células PCNA positivas disminuy6 si el farma-
co administrado fue anastrozol (p < 0.001 comparado con los
testigos) y letrozol (p < 0.01 respecto de los testigos) (Figura
3A). Ademas, el porcentaje de células epiteliales apoptéticas
aumento en las lesiones de roedores tratados con anastrozol (p <
0.05, en relacion con los testigos) y en las lesiones de animales
tratados con letrozol (p < 0.01 en comparacion con los testigos)
(Figura 3B).

Resultados similares se identificaron cuando el tratamiento se
instituy6 en el dia posoperatorio 28. El porcentaje de células
positivas a PCNA decrecio en los grupos tratados con anastro-
zol y letrozol respecto de los testigos (p < 0.01) (Figura 3A).
Mas atin, el porcentaje de células epiteliales apoptdticas aumen-
to luego del tratamiento con anastrozol (p < 0.05 respecto del
testigo) (Figura 3B). La administracion de letrozol también ge-
ner6 elevacion del porcentaje de células apoptdticas, pero no de
manera estadisticamente significativa (p > 0.05, en comparacion
con los testigos) (Figura 3B).

Efecto de los inhibidores de aromatasa sobre las concen-
traciones de VEGF y PGE en LP

Al iniciar el tratamiento con anastrozol o letrozol el dia 28
después de la operacion, disminuyeron las concentraciones de
VEGF en el LP (p <0.05, en comparacion con los testigos) (Fi-
gura 4A). Al instituir el tratamiento con letrozol hasta ese dia,
la concentracion de PGE decrecio respecto de la correspondien-
te del grupo testigo (p < 0.001) (Figura 4B); sin embargo, con
el anastrozol se reconocieron cambios no significativos en la
concentracion de dicha prostaglandina (p > 0.05 en relacion con
los testigos) (Figura 4B).

DISCUSION

En la presente investigacion se valoraron los efectos del anas-
trozol y letrozol en el establecimiento de lesiones endometridsicas y
lesiones ya establecidas, en un modelo murino de endometriosis.
Los autores del articulo observaron que el anastrozol y el letrozol
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FIGURA 2 ]
Efecto de los inhibidores de aromatasa en el tamafio de las
lesiones endometridsicas. Se indujo endometriosis por medios
quirdrgicos a ratones y se trat6 con anastrozol, letrozol o so-
lucion salina (testigos), a partir de los dias posoperatorios 1
(A) o 28 (B). Tras cuatro semanas de tratamiento, se sacrifico
a los animales y se midieron las lesiones endometriosicas. *p
< 0.05 comparado con los testigos; ***p < 0.001 respecto de
los testigos.
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no evitan la aparicion de tales lesiones, pero si propician una
disminucién significativa de su tamafio. Estos resultados son
consistentes con los de Fang y colaboradores,*® quienes demos-
traron que el letrozol contrajo el tamaiio de las lesiones endo-
metriosicas en un modelo murino de endometriosis. De igual
manera, los inhibidores de aromatasa aliviaron los sintomas de
dolor y redujeron el tamafio de las lesiones en pacientes con
endometriosis.?>?

En este estudio se advirtié que las anomalias endometridsicas
en diversas etapas de su desarrollo (durante y después de su
aparicion) respondieron de manera similar al tratamiento con
inhibidores de aromatasa; también se demostrd que el anastro-
zol y el letrozol atentan la proliferacion celular en la fraccion
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FIGURAS e

Efecto de los inhibidores de aromatasa sobre la proliferacion
de células epiteliales (PCNA+) (A) y la apoptosis (B) en tejido
uterino ectépico. Se indujo endometriosis por medios quirar-
gicos a ratones y se tratd con anastrozol, letrozol o solucién
salina (testigos), a partir de los dias posoperatorios 1 (A) o 28
(B). Luego de cuatro semanas de tratamiento se sacrifico a los
ratones y se resecaron las lesiones de tipo endometridsico,
que a continuacién se fijaron con formalina, se incluyeron en
parafina y se cortaron en secciones. Se valord la proliferacion
celular (A) por pruebas inmunohistoquimicas para detectar
PCNA y se valor6 la apoptosis (B) mediante marcaje del ex-
tremo fragmentado con digoxigenina dUTP, con mediacién de
desoxinucleotidiltransferasa terminal (TUNEL). *p < 0.05 com-
parado con los testigos; **p < 0.01 respecto de los testigos;
***p < 0.001 en comparacién con los testigos.
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epitelial de las lesiones endometridsicas, en las dos etapas de
su desarrollo. Ademas, con ambos disefios del experimento se
identifico que el anastrozol elevaba el grado de apoptosis en di-
chas células. El letrozol produjo un aumento de la apoptosis en
la fraccion epitelial de las lesiones endometridsicas, con ambos
disefios del experimento, pero el efecto sélo tuvo relevancia es-
tadistica cuando el tratamiento se inici6 el primer dia posopera-
torio. Estan disponibles estudios sobre los efectos antiproliferativos

10 Bilotas et al.

Inhibidores de aromatasa y endometriosis

FIGURA 4 ]
Efecto de los inhibidores de aromatasa en el factor de creci-
miento endotelial vascular (VEGF) (A) y en la concentracion
de prostaglandina E (PGE) (B) en liquido peritoneal (LP). Se
indujo endometriosis por medios quirlrgicos a ratones y se
trat6 con anastrozol, letrozol o solucion salina (testigos), a par-
tir del dia posoperatorio 28. Después de cuatro semanas de
tratamiento se sacrifico a los ratones y se recolecto el LP. Las
concentraciones de VEGF (A) se determinaron por ELISA y
las de PGE (B) por RIA. *p < 0.05 comparado con testigos;
***p < 0.001 respecto de los testigos.
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y proaptoticos de los inhibitores de aromatasa, in vitro ¢ in vivo, y
se ha demostrado que el tratamiento con letrozol reduce la pro-
liferacion celular en las lesiones endometridsicas en modelos
murinos de endometriosis.*® De forma adicional, se observo que
el letrozol disminuye la proliferacion celular e incrementa la
apoptosis en modelos de cancer mamario.**¢ Dowsett y colabo-
radores®” comprobaron que el tratamiento con anastrozol ami-
nora la proliferacion de células en tumores de cancer mamario,
pero no causa efecto en la apoptosis. Mas atin, en un protocolo
anterior realizado en el laboratorio de los autores del articulo,
se advirtié que la administracion terapéutica de anastrozol y le-
trozol atenuaba la proliferacion celular e incrementaba in vitro
la apoptosis en células del epitelio endometrial en pacientes con
endometriosis.?? Otros investigadores han observado efectos in



vitro similares en células de liomiomas uterinos y células epite-
liales tumorales de cancer mamario.3¢3

Los resultados del presente estudio demuestran que los trata-
mientos con anastrozol y letrozol reducen la concentracion del
VEGF en el LP de ratones hembra con endometriosis inducida
por medios quirtrgicos. No obstante, aunque el letrozol ha ge-
nerado esta disminucion, el tratamiento con anastrozol no indu-
jo efectos significativos. En concordancia con estos resultados,
Bottini y colaboradores® detectaron que el letrozol atenuaba la
expresion de VEGF en sujetos con cancer de mama. Ademas,
Weems y colaboradores* demostraron que la administracion
terapéutica de un inhibidor de aromatasa provocaba la disminu-
cion de las concentraciones plasmaticas de PGE, en hembras de
oveja prefiadas y ovariectomizadas.

Como ya se menciond, los autores del presente articulo identifi-
caron que el letrozol reduce la concentracion de PGE en LP, en
tanto que el anastrozol carecia de efectos significativos. Otros
investigadores han reconocido efectos distintos de estos dos far-
macos, pero el letrozol parece mas potente que el anastrozol, in
vivo e in vitro.*! También se demostr6 que el primero es mas efi-
caz para inducir regresion tumoral y suprimir la concentracion
sérica de E, ademas de inhibir la aromatizacion.’'*! Es posible
que las diferencias entre letrozol y anastrozol se relacionen con
sus distintos procesos farmacocinéticos y con los efectos sobre
las concentraciones de lipidos y la adrenoesteroidogénesis.*

En esta investigacion, los autores administraron dosis diarias
de letrozol y anastrozol mayores que las utilizadas normalmente
en el tratamiento de la endometriosis,?*?¢ pero similares a
las que suministraron otros investigadores en modelos murinos
de endometriosis y en modelos de cancer mamario en ratones
lampifios.’*3143 Ademads, es necesario tomar en cuenta que en
este protocolo se aplicaron anastrozol y letrozol solos. Siempre
se combina la administracion de inhibidores de aromatasa para
el tratamiento de la endometriosis en mujeres premenopausicas
con otros agentes para suprimir la funcion hipofisaria.?>-2

En el presente estudio, los investigadores demostraron que las
lesiones de tipo endometridsico expresan aromatasa en este mo-
delo murino del trastorno. Se detectaron las reacciones inmunitarias
contra aromatasa solo en glandulas y no en el estroma. Otros
especialistas observaron este patron de expresion de aromatasa
en el endometrio ectdpico humano.>’ Sin embargo, Matsuzaki
y colaboradores® han identificado la expresion de aromatasa
en las fracciones glandular y estromética de lesiones endome-
triésicas en mujeres.

Los autores de este articulo no han analizado la funcién de la ex-
presion local de aromatasa en este modelo, ya que no emplearon
ratones ovariectomizados, para simular la endometriosis en mu-
jeres premenopausicas. Aunque no se puede descartar el efecto
local de los inhibidores de aromatasa en lesiones endometridsi-
cas, se requieren otros estudios para demostrarlo.

En suma, los resultados de esta investigacion indican que los
inhibidores de aromatasa producen un efecto benéfico contra
el crecimiento de lesiones endometridsicas. El tratamiento con
estos compuestos reduce el tamafio de tales lesiones al atenuar
la proliferacion celular e incrementar el grado de apoptosis.
Asimismo, la administracion terapéutica de inhibidores de aro-
matasa normaliza las concentraciones de factores angidgenos e
inflamatorios en el medio peritoneal. Estos datos fundamentan

Fertility and Sterility ©

la necesidad de realizar mayores investigaciones acerca de la
inhibicion de aromatasa como opcion terapéutica contra la en-
dometriosis.

Reconocimiento: Los autores agradecen la asistencia técnica
especializada de la Dra. Alicia Motta en la determinacion de
las concentraciones de PGE y al Dr. Garcia-Segura por la faci-
litacién de los anticuerpos contra aromatasa utilizados en este
trabajo.
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