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El tratamiento con linaclotida reduce la hiperalgesia vaginal

asociada a la endometriosis y la alodinia mecanica a través del

dialogo cruzado viscerovisceral
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Introduccion

El dolor pélvico crénico (DPC) es una afeccidn
compleja y multifacética que puede originarse
en diferentes 6rganos de la cavidad pélvica. La
endometriosis, una enfermedad inflamatoria
crénica dependiente de estrégenos definida
por la presencia de glandulas endometriales y
estroma fuera del Utero, es la causa mas co-
mun. La dismenorrea, la dispareunia, el dolor
pélvico no menstrual y la infertilidad son los
sintomas mas graves de la endometriosis. La
agravacion y complicacién adicional de esta en-
fermedad son la alta prevalencia de sindromes
de dolor concomitantes, incluido el sindrome
del intestino irritable (Sll), la vulvodinia, el do-
lor somatico, y el aumento de la incidencia de
depresién y ansiedad.

La terapia farmacolégica para la endometriosis
se centra en mejorar la gravedad y la frecuen-
cia de los sintomas del dolor. Los antiinflama-
torios no esteroideos se usan comunmente a

pesar de la falta de evidencia en estudios clini-
cos de que manejen eficazmente el dolor aso-
ciado con la endometriosis. La supresiéon hor-
monal para inducir un estado hipoestrogénico
y la posterior amenorrea incluyen anticoncep-
tivos orales combinados, monoterapia con
progestina y agonistas de la hormona liberado-
ra de gonadotropina, aunque proporcionan un
alivio temporal del dolor y los efectos secunda-
rios son comunes. Una encuesta reciente de las
practicas de prescripcidn de opioides entre los
estadounidenses en obstetricia y ginecologia
reveld que el 24% suelen recetar opioides para
el DPC asociados a endometriosis a pesar de
sus efectos secundarios graves.

La linaclotida, un agonista sintético de la guani-
lato ciclasa C (GC-C), enzima expresada predo-
minantemente en el epitelio intestinal, estd
aprobada por la FDA para el tratamiento de
pacientes adultos con Sl con predominio de
estrefiimiento (SII-C). La activacion de GC-C por
linaclotida estimula la produccién y secrecion



de GMPc en la luz y la submucosa, vinculada a
una mayor secrecion y transito acelerado. Los
efectos analgésicos de la linaclotida estan me-
diados por una via que funciona independien-
temente de las mejoras en la funcién intestinal.
Esta via une directamente el GMPc secretado
en la submucosa a la inhibicidn de los nocicep-
tores coldnicos, lo que resulta en analgesia pe-
riférica. Ademas, recientemente se han demos-
trado los efectos antinociceptivos no solo en el
organo afectado, sino también en drganos no
inflamados. En consecuencia, los tratamientos
farmacéuticos que inhiben aferentes que iner-
van el intestino también pueden mejorar otros
sintomas concomitantes a través de vias senso-
riales comunes.

En el presente estudio se investiga si la linaclo-
tida, actuando localmente en GC-C dentro del
tracto gastrointestinal, reduce la hiperalgesia
vaginal asociada a endometriosis y la alodinia
mecanica de la pata trasera en un modelo de
rata. Se exploraron las vias de sensibilizaciéon
entre o6rganos periféricos y centrales para
desarrollar una comprensién mecanicista de la
analgesia mediada por linaclotida. Los hallaz-
gos sugieren una amplia utilidad del tratamien-
to con linaclotida para el dolor asociado con la
endometriosis y los sindromes de DPC concu-
rrentes.

Métodos

Se compard linaclotida oral vs placebo en ratas
gue habian desarrollado lesiones endometria-
les, asi como hiperalgesia vaginal a distension y
disminucion de los umbrales mecanicos de re-
tirada de la pata trasera ocho semanas des-
pués de trasplantdarseles tejido endometrial en
el mesenterio intestinal (ratas ENDO), como asi
también en ratas a las cuales se le realizd ciru-
gia placebo (ratas SHAM) y ratas control.

Resultados

1. El tratamiento diario con linaclotida oral
reduce la hiperalgesia vaginal asociada a la
endometriosis

Estudios anteriores han demostrado que la li-
naclotida oral revirtid la hipersensibilidad vis-
ceral en modelos de roedores de sensibiliza-
cion cruzada vejiga-colon, lo que llevd a inves-
tigar si la linaclotida oral reduce la hiperalgesia
vaginal referida. Los efectos del placebo o la
linaclotida se midieron a través de cambios en
la respuesta visceromotora a la distensidn va-
ginal el dia 1 (agudo) y el dia 5 (crdénico), 2 ho-
ras después de la uUltima dosis de placebo o li-
naclotida y se compararon para cada grupo en
todos los puntos temporales con sus lineas de
base para seguir los efectos del tratamiento a
lo largo del tiempo. Al inicio del estudio, los
umbrales de volumen vaginal en ratas ENDO
fueron significativamente mds bajos en compa-
racion con los de ratas con cirugia SHAM vy ra-
tas control (sin diferencias significativas entre
los ultimos grupos), lo que confirma que la ci-
rugia SHAM no esta asociada con hiperalgesia
vaginal.

La administracién de linaclotida en el dia 1 au-
mentd significativamente el umbral de volu-
men a la distensién vaginal en ratas ENDQ, en
comparacion con el valor basal. Los umbrales
de volumen incrementados en ratas ENDO se
mantuvieron después del tratamiento crénico
con linaclotida (tratamiento de 5 dias), lo que
sugiere que los tratamientos agudos y crénicos
con linaclotida provocan efectos antinocicepti-
vos en respuesta a la distensién vaginal. Des-
pués de un periodo de retiro de 4 dias después
de la ultima dosis de linaclotida, el umbral de
volumen volvid a la linea de base en el dia 9,
mientras que no hubo cambios evidentes en
los umbrales de volumen en animales tratados



con placebo en comparacion con el valor basal.
Ni el tratamiento con placebo ni con linaclotida
alteraron significativamente los umbrales de
volumen en animales de cirugia SHAM en to-
dos los puntos temporales, en comparacion
con el valor basal. Los umbrales de volumen de
las ratas de cirugia SHAM tratadas con linaclo-
tida fueron significativamente mas altos que
los de las ratas ENDO tratadas con linaclotida el
dia 1, pero no el dia 5.

2. El tratamiento diario con linaclotida oral
reduce la alodinia mecanica de la pata trasera
asociada a la endometriosis

En pacientes con endometriosis, los sintomas a
menudo se ven agravados por la presencia de
sindromes de dolor concomitantes, incluido el
dolor somatico. Aqui, se evaluan los efectos del
tratamiento con placebo o con linaclotida so-
bre el dolor somdatico referido midiendo los
umbrales mecanicos de retirada de la pata tra-
sera. Al inicio del estudio, los umbrales de reti-
rada de la pata trasera en ratas ENDO fueron
significativamente mas bajos en comparacion
con los de las ratas con cirugia SHAM vy las ra-
tas control. Por el contrario, los umbrales de
retirada de la pata trasera entre la cirugia
SHAM vy las ratas control no fueron significati-
vamente diferentes. Una dosis Unica de linaclo-
tida aumentd significativamente los umbrales
de retirada de la pata trasera después de 1 ho-
ray 2 horas en ratas ENDO, pero no tuvo efec-
to sobre los umbrales en ratas de cirugia
SHAM. Estos hallazgos sugieren que la adminis-
tracion aguda de linaclotida puede reducir
transitoriamente la alodinia mecanica asociada
a la pata trasera de la endometriosis.

Luego se determinaron los efectos de la dosifi-
cacion cronica de linaclotida en los umbrales
de retirada de la pata trasera en ratas ENDO y
ratas de cirugia SHAM el dia 5y el dia 13, 1 ho-

ray 2 horas después de la ultima dosis, y 4 ho-
ras después de la ultima dosis el dia 13 (ratas
ENDO). Aqui, observamos que el tratamiento
cronico con linaclotida aumentd significativa-
mente los umbrales de retiro en ratas ENDO en
todos los puntos de tiempo. Por el contrario,
no se observaron cambios significativos en los
umbrales de retirada de la pata trasera en ra-
tas ENDO tratadas con placebo. Se observaron
pocos cambios en los umbrales de retirada de
la pata trasera en ratas de cirugia SHAM des-
pués del tratamiento con placebo o linaclotida,
excepto el dia 5y el dia 13. Después de un pe-
riodo de retiro de 4 dias después de la ultima
dosis de placebo o linaclotida, los umbrales de
retirada de la pata trasera en ratas ENDO tra-
tadas con linaclotida volvieron a la linea de ba-
se el dia 17. Los umbrales de retirada de la pa-
ta trasera de las ratas de cirugia SHAM tratadas
con placebo y linaclotida el dia 17 permanecie-
ron sin cambios, en comparacion con el valor
basal. Los umbrales de retirada de la pata tra-
sera de las ratas de cirugia SHAM tratadas con
linaclotida fueron significativamente mas altos
gue los de las ratas ENDO tratadas con linaclo-
tida, excepto el dia 1, 1 hora después del tra-
tamiento con linaclotida.

A continuacién, se utilizé un diseno longitudi-
nal cruzado en el que las ratas ENDO cruzaron
de un tratamiento con placebo o linaclotida a
otro durante el curso del estudio para confir-
mar aun mas los efectos beneficiosos observa-
dos previamente sobre la alodinia mecanica.
Para excluir la posibilidad de cualquier activi-
dad residual después del periodo de retiro de 4
dias se agregd un periodo de lavado adicional
de 8 dias. Cuando los animales que habian re-
cibido el placebo durante el primer periodo de
tratamiento (dias 1-13) se cambiaron a linaclo-
tida durante el segundo periodo de tratamien-
to (dias 25-37), se observaron aumentos soste-



nidos en los umbrales de retirada de la pata
trasera con niveles de mejora similares a los
exhibidos por animales tratados con linaclotida
durante el primer periodo de tratamiento. Du-
rante el periodo de retiro de 4 dias, los umbra-
les de retiro de la pata trasera disminuyeron
gradualmente a los niveles mostrados por los
animales tratados con placebo durante el pri-
mer periodo de tratamiento. Por el contrario,
cuando los animales que habian recibido lina-
clotida durante el primer periodo de trata-
miento se cambiaron al placebo durante el se-
gundo periodo de tratamiento, se observaron
disminuciones sostenidas en los umbrales de
retirada de la pata trasera similares a los nive-
les exhibidos por el grupo de placebo durante
el primer periodo de tratamiento. Estos datos
confirman que el inicio del tratamiento crénico
con linaclotida en diferentes momentos duran-
te el estudio indujo mejoras rapidas en los um-
brales y efectos de tratamiento beneficiosos
sostenidos durante el curso del tratamiento.

3. El rastreo triple desde el ileon, el colon y la
vagina identifica vias sensoriales compartidas

Estudios previos de los autores, que investigan
la sensibilizacidon cruzada vejiga-colon, mues-
tran que la inervacidon de estos érganos por
vias sensoriales comunes es un componente
clave para su sensibilizacion concurrente y la
reversion de esta sensibilizacidn mediante el
tratamiento con linaclotida. Aqui se investiga si
el ileon, el colon y la vagina también compar-
ten inervaciones sensoriales comunes y dénde
tienen lugar estas interacciones. Estudios pre-
vios en ratas muestran que las neuronas afe-
rentes espinales que se proyectan en el ileon
se localizan dentro de los ganglios de la raiz
dorsal (GRD) en los niveles espinales T8-L1, con
un pico en T10-T13. En comparacion, las neu-
ronas aferentes del colon son mas abundantes

en GRD T13-L1 y L6-S1, mientras que las neu-
ronas aferentes vaginales se han localizado en
GRD T12-L3 y L6-S2, alcanzando un maximo en
los ganglios T13-L1 y S1. Por ello, se quiso de-
terminar el grado de superposicion entre la en-
trada aferente, si la hubiera, a diferentes nive-
les espinales y la existencia de neuronas afe-
rentes que puedan actuar como sustrato neu-
ronal para la sensibilizaciéon cruzada de d6rga-
nos.

Para hacer esto, los autores utilizaron el ras-
treo retrégrado simultaneo desde el ileon, el
colon y la vagina y las neuronas aferentes loca-
lizadas en GRD y las proyecciones dentro del
asta dorsal de la médula espinal. En el nivel
GRD de T7-T9, la mayoria (84+4.8%) de las neu-
ronas trazadas provenian del ileon, con un pe-
queiio numero de neuronas trazadas desde el
colon (15.9%£4.8%). No se observaron neuronas
trazadas desde la vagina en T7 a T9. En los ni-
veles de GRD T10 a T12, la mayoria de las neu-
ronas rastreadas eran del colon (60.7+ 5%).
Una pequefia poblacién de neuronas trazadas
duales colon / ileon (5,5 0,9%) indicativas de
aferentes dicotomizantes de inervacion ileal /
coldnica. Por el contrario, no observaron nin-
guna neurona trazada vaginal en estos niveles.

En los niveles de los GRD de T13 a L1, se en-
contraron neuronas trazadas desde el ileon
(8.9 £ 2.7%), el colon (78.4 + 2%) y la vagina
(3.5 + 2.1%). Se observaron neuronas de doble
marcaje coldnico/ileal (6.4 + 1.2%) y en L1 un
pequefio numero de neuronas de marcaje co-
[6nico / vaginal (2.2 £ 0.6%). Los autores obser-
varon también neuronas marcadas ileales / va-
ginales duales muy raras, que a menudo tam-
bién se trazaron en el colon. En los niveles de
GRD L6-S1, se observaron proporciones simila-
res de neuronas de colon (46.8 + 3.3%) y solo
vaginal (44.6 + 4.5%), sin observarse neuronas



trazadas ileales. Se observé una pequeiia po-
blacién de neuronas de doble trazo colon / va-
ginal en los GRD de L6 y S1 (8.6 £ 1.4%). En la
médula espinal, las proyecciones marcadas con
colon estaban presentes en la [dmina | y dentro
de los tractos colaterales laterales que se pro-
yectan en las regiones de los nucleos espinales
laterales y los nucleos parasimpaticos sacros.
Se observaron proyecciones trazadas vaginales
en lalamina | y en las lineas media y lateral.

4. Los efectos de la linaclotida no estan me-
diados por los efectos directos sobre la vagina
o los quistes endometriales

Aungue la linaclotida administrada por via oral
tiene una biodisponibilidad muy baja y la GC-C
se expresa predominantemente en la superfi-
cie apical de las células epiteliales intestinales,
se quiso confirmar que los efectos de la linaclo-
tida observados en este estudio no fueron me-
diados por efectos directos sobre la vagina o
los quistes endometriales. Usando gRT-PCR, se
detectd abundante expresion de ARNm de GC-
Cen el ileony el colon, de acuerdo con hallaz-
gos anteriores. Por el contrario, la expresién de
ARNm de GC-C estaba ausente tanto en la va-
gina como en los quistes endometriales. De
manera similar, la expresién de GC-C estuvo
ausente en el Utero en todas las condiciones de
tratamiento. Los estudios de hibridacion in situ
confirmaron adn mas estos hallazgos, mos-
trando abundante expresion de ARNm de GC-C
en el epitelio del ileon y el colon. Por el contra-
rio, no se observé expresion de ARNm de GC-C
en la vagina, quistes endometriales y Utero en
todas las condiciones de tratamiento.

Discusion

La endometriosis es la causa mas comun de
DPC, y mas del 50% de las mujeres diagnosti-
cadas con endometriosis sufren al menos un

sindrome de dolor concomitante. En el presen-
te estudio se presenta evidencia de que la lina-
clotida reduce los sintomas de DPC en un mo-
delo de endometriosis en ratas con patologia
subyacente que se parece mucho a la enfer-
medad humana. Los efectos analgésicos de li-
naclotida en la hiperalgesia vaginal referida y el
dolor somatico concomitante parecen estar
mediados por la participacién de mecanismos
neuronales de conversacion cruzada. El apoyo
a este concepto deriva del hecho de que am-
bos quistes endometriales que conducen a una
mayor percepcion del dolor y érganos / tejidos
objetivo de hiperalgesia secundaria y alodinia
estan ubicados anatémicamente fuera del trac-
to gastrointestinal, lejos del sitio de accién de
la linaclotida. Los efectos de la linaclotida sobre
los sintomas del dolor asociado con la endome-
triosis y el dolor somatico concomitante pue-
den proporcionar una puerta de entrada para
una utilidad clinica mdas amplia de la linaclotida
en el tratamiento de los sindromes de DPC.

Se ha demostrado previamente que la linaclo-
tida provoca efectos analgésicos en varios mo-
delos de inflamacién y dolor colénico inducido
por el estrés en roedores. En el estudio actual,
utilizando un modelo de endometriosis en ra-
tas en el que la asociacién entre la endome-
triosis y el aumento de la nocicepcion pélvica
estd firmemente establecida, se demostré que
el tratamiento agudo, pero particularmente
cronico con linaclotida oral, disminuyé signifi-
cativamente la hiperalgesia vaginal referida. La
sensibilizacién central en este modelo se ha
argumentado porque las fibras aferentes sen-
sibilizadas de los quistes endometriales ingre-
san a la médula espinal a través del nervio es-
placnico en los segmentos toracicos T8-T12, a
diferencia del canal vaginal, que ingresa a la
médula espinal principalmente a través del
nervio pélvico en segmentos L6-S1. Se cree que



en el procesamiento neuronal intersegmental
se modifica la informacién nociceptiva recibida
de los segmentos lumbosacra L6-S1 en los
segmentos toracicos T8-T12.

Para identificar aun mas las vias sensoriales
compartidas que podrian explicar el aumento
significativo de los umbrales de dolor vaginal
provocados por el tratamiento con linaclotida
en este modelo, los autores realizaron estudios
de rastreo retrdgrado triple al mismo tiempo
desde el ileon, el colon y la vagina. Entre las
neuronas GRD inervadoras de T10 a T12 y T13-
L2 se detectdé una pequefia subpoblacidon de
neuronas dicotomizantes con axones que se
proyectan al colon y al ileon. En consecuencia,
los autores postulan la presencia de una sub-
poblacién de neuronas GRD dicotomizantes en
la endometriosis en ratas que se ramifican para
inervar el colon y los quistes endometriales.
Este concepto ofreceria un mecanismo claro
para los efectos analgésicos de linaclotida al
disminuir la hiperexcitabilidad de las neuronas
GRD vy es consistente con los hallazgos repor-
tados previamente en el modelo de hipersen-
sibilidad visceral crénica de sensibilizacién cru-
zada de vejiga de colon.

También se podria postular un mecanismo si-
milar para las neuronas dicotdmicas dentro de
L6-S1, que tienen axones que se proyectan tan-
to en el colon como en la vagina. Sin embargo,
debido a su pequefio nimero, es poco proba-
ble que el efecto de linaclotida en estas neuro-
nas por si solo explique completamente sus
efectos analgésicos en este modelo. Ademas
de dicotomizar las neuronas, también se ob-
servo que las terminales centrales de las afe-
rentes que inervan el ileon y el colon residen
dentro de una aposicidon cercana dentro de la
médula espinal T13-L1, mientras que las termi-
nales centrales aferentes del colon y la vagina

también residen en una aposicidén cercana den-
tro de la médula espinal L6-S1. Por lo tanto, es-
tas observaciones proporcionan una fuente po-
tencial de interaccion entre érganos a nivel de
la médula espinal. En segundo lugar, se mues-
tra que las neuronas del GRD que inervan el
ileon se proyectan a los segmentos de la médu-
la espinal toracica (T7-T12). Por lo tanto, es
concebible que la linaclotida, al actuar sobre
los nociceptores dentro de la pared del intes-
tino delgado, contribuya alin mas a la desensi-
bilizaciéon de los aferentes espinales conver-
gentes del quiste.

La evidencia indirecta que respalda este meca-
nismo deriva de estudios clinicos y no clinicos
en los que se demostrd que la linaclotida ad-
ministrada por via oral reduce la hipersensibili-
dad visceral y mejora los sintomas intestinales.
Sin embargo, todavia no se ha demostrado una
asociacion directa entre la activacién de GC-C
en el intestino delgado y la reduccidn de la hi-
persensibilidad visceral. Finalmente, no se de-
tectd expresion de GC-C en la vagina y los quis-
tes endometriales, lo que confirma aln mas
gue la capacidad de la linaclotida para revertir
la hiperalgesia y alodinia asociadas a la endo-
metriosis no esta mediada por acciones direc-
tas en estos dérganos / tejidos. Por lo tanto, los
autores plantean la hipétesis de que la analge-
sia inducida por linaclotida se produce como
consecuencia de sus acciones sobre los noci-
ceptores coldnicos y la posterior desensibiliza-
cion de las vias neuronales entre dérganos.
Ademads, nuestros datos sugieren que los efec-
tos beneficiosos de la linaclotida en este mode-
lo también pueden implicar acciones directas
en los nociceptores del intestino delgado.

Los estudios clinicos en pacientes diagnostica-
dos con endometriosis han revelado una alta
prevalencia de sindromes de dolor comoérbi-



dos, como SlI, vulvodinia y dolor somatico. Por
lo tanto, los efectos beneficiosos del trata-
miento con linaclotida en la alodinia mecanica
inducida por la endometriosis de la pata trase-
ra pueden tener importantes implicaciones cli-
nicas. Las aferentes somaticas que inervan la
pata trasera de la rata viajan a través de la via
del nervio cidtico, entrando en los segmentos
de la médula espinal L4 a L6. Es importante
destacar que el segmento de la médula espinal
L6 también es ingresado por neuronas del GRD
aferentes sensoriales inervantes de colon y de
vagina. Por lo tanto, las aferentes de inervacion
coldnicas, vaginales y somdticas residen dentro
de una via nerviosa compartida.

Estudios en otros modelos de dolor pélvico han
demostrado que la intervencion farmacolégica
con agentes dirigidos a vias bien caracterizadas
involucradas en la percepcién del dolor, como
el eje HHA y la via de sefalizacion de prosta-
glandina E2 , respectivamente, provoco efectos
beneficiosos del tratamiento en la hiperalgesia
primaria y referida, pero lo mas importante,
también redujo la alodinia mecanica de la pata
trasera referida en estos modelos. Por lo tanto,
estos hallazgos, ademds de que linaclotida se
localiza y actua en GC-C expresada dentro del
tracto gastrointestinal, parecen ilustrar aun
mas un mecanismo de accion diferenciado de
linaclotida para el tratamiento en DPC.

Ademas, los estudios clinicos han demostrado
gue las pacientes con endometriosis con calcu-
los renales concomitantes también sufren ci-
clos menstruales mas dolorosos y cdlicos rena-
les, asi como hiperalgesia muscular lumbar y
abdominal referida. En esas condiciones, es
concebible que el tratamiento con linaclotida

pueda ser beneficioso para la pacientes con
endometriosis que sufren también de cdlicos
renales porque las aferentes sensoriales espi-
nales que se proyectan hacia el uréter (princi-
palmente T11-L2) y el colon (principalmente
T13-L1y L6-S1) se superponen ampliamente, lo
que permite la desensibilizacién mediada por
linaclotida de las vias neuronales cruzadas. Jun-
tos, los hallazgos de este estudio proporcionan
evidencia que sugiere la inhibicidn mediada
por linaclotida del dolor viscerovisceral y visce-
rosomatico, lo que representa un gran paso
adelante en la comprensién del DPC.

En resumen, los hallazgos de que la linaclotida
reduce el dolor asociado con la endometriosis
cronica y el dolor somatico concomitante pro-
porcionan nuevas ideas sobre los mecanismos
de sensibilizacién de drganos cruzados en la
DPC. El concepto de direccionamiento terapéu-
tico de la via GC-C / cGMP ya se ha traducido
en la clinica, con la linaclotida, aprobada por la
FDA para el tratamiento del SII-C. Por lo tanto,
dado el perfil de seguridad favorable de este
medicamento, puede ofrecer una alternativa
novedosa y no basada en opioides, no solo pa-
ra el tratamiento del dolor asociado a la endo-
metriosis crénica, sino también para el trata-
miento de multiples sindromes de DPC conco-
mitantes.
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