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9 .- Discussio: Part I1.

9.1.- Determinacio dels anticossos anti-endometri (AEA)

Existeixen diferents tecniques que ens permeten detectar la presencia d'anticossos antiendometri

(AEA) en fluids biologics, entre elles destaquem per ordre de menor a major sensibilitat
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I'hemoaglutinaci6 pasiva®’®?%#%2! 13 immunofluorescencia , el western blot o

bé I.ELISA206,218,219

Nosaltres hem dissenyat un ELISA utilitzant dues linies d'adenocarcinoma d'endometri (linies
RL95-2 (1671) i HEC-1-B (113), American Type Cell Culture, ATCC) tal com es descriu en l'article
de Palacio et al*®. Aquest ELISA ens ofereix una série d’avantatges que no tenim amb altres
tecniques, entre d’altres:

- Els antigens de les linies cel.lulars d'endometri no difereixen al llarg del
temps, son relativament estables i constants.

- Els resultats obtinguts amb ambdues linies es correlacionen bé amb els
resultats obtinguts utilitzant cel.lules provinents de biopsia d'endometri en
fase lttea.

- Podem preparar moltes plaques d'ELISA per l'analisi d'un gran nombre de
mostres de manera simultania.

- Els resultats obtinguts, expressats com absorbancia a 620nm, llegida pel
lector d’ELISA, sén objectius i quantificables. En altre tipus de técnica, com la
immunofluorescéncia, predomina la subjectivitat de l'analista que classifica
la intensitat de la fluorescéncia observada al microscopi.

- Podem detectar anticossos especifics d'antigens de membrana i també
d'antigens intracel.lulars, segons el meétode de fixacié i permeabilitzacié
emprats.

- La bona adherencia d'aquestes cel.lules endometrials al plastic ens permet
realitzar una fixaci6 amb glutaraldehid molt suau (0.25%) a temps curts
d'incubacié (5-20 minuts) que permet evitar al maxim la modificacié

antigénica per efecte del fixador.

Al llarg d'aquest temps en que hem posat a punt la tecnica i 'hem estandaritzat per utilitzar-la de

manera rutinaria, també hem trobat una serie de desavantatges:
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- Es impossible detectar la preséncia d'anticossos anti-endometri especifics
d'antigens expressats a I'endometri normal pero no a les linies cel.lulars.

- El fet d'utilitzar aquestes linies cel.lulars, d'adenocarcinoma d'endometri,
provinents d'un epiteli glandular, no permet la detecci6 d'anticossos
especifics d'antigens expressats exclusivament a l'estroma. Encara que com
Wild**® descriu, la majoria dels anticossos desenvolupats serien especifics
d'antigens presents a les glandules endometrials.

- Permet la detecci6 dels autoanticossos, perd no ens porporciona cap

informaci6 sobre els epitops o antigens diana reconeguts pels anticossos.

Aquest ELISA, desenvolupat al nostre laboratori®®®, detecta fiablement la preséncia d'anticossos
anti-endometri (AEA). En l'article de Iborra et al®”’, hem estudiat la presencia dels AEA en relaci6é
al grau de severitat de l'endometriosi, resultats discutits en el proper apartat. També hem
realitzat experiments on observem com els AEA s'uneixen millor, o en major nombre, després de
sotmetre les cel.lules endometrials a diferents tractaments capagos de generar un estres oxidatiu,

tal com mostrem en el manuscrit d’Iborra et al>®.

La posta a punt de la tecnica d'ELISA va donar peu a un treball de mestratge en el nostre grup
(José Ramoén Palacio). Un primer manuscrit de l'article de Palacio et al®®® va ser rebutjat en la
revista American Journal of Reproductive Inmunology per les segiients causes:
- NO comparar els resultats obtinguts amb les linies cel.lulars amb cel.lules
provinents de biopsies d'endometri.
- NO utilitzar serums control, dificils d'aconseguir, ja que no resulta molt étic
practicar una laparoscopia a una déna fértil i sana, per descartar una
endometriosi subclinica que invalidaria la seva participaci6 en l'estudi.

- NOdisposar d'un nimero elevat de mostres.

Totes aquestes deficiéncies varen ser subsanades. Es va comprovar que els resultats d'AEA eren
similars utilitzant, com a font antigenica de 1'ELISA, linies cellulars d'endometri o cellules
endometrials eutopiques, provinents de biopsies. Es varen incloure serums control, a partir de
parelles esterils amb diagnostic de factor masculi i diagnostic femeni normal. Es van refer els
experiments, es van ordenar les dades i es van reenviar per a la seva publicacié en la mateixa
revista. De manera paral.lela als nostres darrers experiments, Hatayama®'®, publica en la mateixa
revista, utilitzant la mateixa linia cel.lular que nosaltres, la RL95-2, i la linia HeLa com a control,

un treball on mostra la presencia d'anticossos anti-endometri en dones amb endometriosi. No cal



dir que aquesta publicaci6 ens van sorpendre desagradablement ja que, describien l'assaig
d'ELISA utilitzant la linia cel.lular per primera vegada, sense comparar els resultats obtinguts

amb la linia cel.lular amb cel.lules de biopsia, sense utilitzar controls de dones fértils i sanes.

Els resultats d'Hatayama®*® mostren una absorbancia major en la linia RL-95-2 que en les cél.lules
Hela. Com les diferencies que troba son significatives conclou que existeixen anticossos anti-
endometri en dones amb endometriosi. Experiments realitzats al nostre laboratori, utilitzant
diferents linies cel.lulars d'origen no endometrial com a font antigenica del nostre ELISA (HeLa,
Capanl, BK) mostren que una part dels anticossos presents als sérums s'uneixen a totes elles, tot i
que els resultats observats son sempre més alts en les linies cel.lulars d'endometri. El nostre
sistema de deteccid, estableix la positivitat d'un serum, per AEA, a partir dels resultats obtinguts

en dues linies cel.lulars d'endometri de manera paral.lela el que ens evita trobar falsos positius.

9.2.- Autoanticossos i esterilitat: Endometriosi

En els articles presentats en aquesta part de la Tesi hem descrit la presencia d'anticossos anti-
endometri (AEA) en el serum de pacients amb obstruccions tubariques o disfuncions
ovériqueszos, o en pacients amb endometriosi’”’. En els darrers anys s'ha comprovat l'existéncia
dels AEA en pacients amb diferents diagnostics, infertilitat de causa desconegudazzo, fracas
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prematur ovaric™™, avortaments recurrents 6,222, 3, fracas reproduct1u 1225

, 0 pacients amb
diferents diagnostics que es remeten a FIV?**?*". Aquests i altres treballs recolcen la idea de que
els autoanticossos poden bloquejar la capacitat reproductora, i per tant, causar una esterilitat
immunologica. Fernandez-Shaw”* descriu una idea coincident amb els resultats que hem
obtingut en aquesta Tesi: els autoanticossos sén conseqiiencia de la patologia, perd no la seva
causa. Aix0 voldria dir que, per diferentes raons, algunes patologies del tracte reproductor
femeni podrien establir i desenvolupar-se. A conseqiiéncia del desenvolupament d'una patologia
concreta, es déna un trencament de la tolerancia cap a antigens de 'espermatozoide o antigens

propis, amb l'aparicié d'anticossos que podrien ser responsables del bloqueig de la capacitat

reproductiva de la pacient.

Diferents autors han demostrat la preséncia d'autoanticossos en dones amb endometriosi.
Chihal?* observa la presencia d'AEA en un 74% de dones amb endometriosi, sense trobar-ne en
dones fértils. El mateix autor mostra com el tractament amb Danazol fa disminuir el percentatge
de dones AEA+ fins al 61%. Ferndndez-Shaw troba uns resultats similars en un altre treball***. A
partir d'aquestes publicacions, es reafirma la idea que la resposta inflamatoria té capacitat per

generar un estrés oxidatiu. Aquest estrés oxidatiu pot comportar la modificacié d'antigens que
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seran reconeguts com estranys. Quan es tracta la pacient amb antiinflamatoris, antioxidants, o
analegs de la progesterona, la inflamacié desapareix temporalment, i per tant l'oxidacid
disminueix. Si disminueix la font de modificacié antigénica, podriem explicar com el titol d'AEA

pot disminuir després de medicar a la pacient.

Amb I'ELISA que hem emprat no podem determinar exactament quin tipus d'antigen diana es
reconegut per els AEA. El fet de treballar amb linies cel.lulars endometrials, com a font antigenica
de I'ELISA fa que la resposta que trobem sigui la suma de tots els antigens reconeguts (lipids i
proteines). Aixi, quins antigens reconeixen? Geva, en un treball de revisi6??® mostra la presencia
d'autoanticossos especifics de diferents antigens en pacients amb diagnostic d'esterilitat. Molts

autors troben anticossos antifosfolipid en pacients estérils. Rote”*

afirma que els anticossos
reconeixen diferents fosfolipids, perd en concret, els fosfolipids amb carrega negativa neta més
elevada, que acostumen a ser més antigenics (fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina,
cardiolipina). = Dones amb avortaments recurrents presenten un 7% d'anticossos anti-

cardiolipina®®®?**?% Aquest percentatge augmenta quan ens centrem amb dones amb altres
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diagnostics, com infertilitat de causa desconeguda (3 ,1fins i tot en endometriosi (50%)
Existeixen dades contradictories en el cas de I’endometriosi, ja que en un altre treball Kilpatrick?*®

conclou que dones amb endometriosi no presenten anticossos anti-cardiolipina.

També s'ha observat la presencia d'anticossos antinuclears (ANA) en pacients amb diferents
patologies. Blumefeld®®’ troba un 24% de dones ANA positives amb diagnostic de fracas ovaric
prematur. Els resultats de Cowchock?® mostren un 30% d'ANA en dones amb avortaments
habituals no explicats. En canvi, Petri®®® no troba diferéncies significatives en el nivell d'ANA en

dones amb avortaments habituals respecte a dones sanes contradient el descrit per Cowchock®®.

Mitjangant la técnica del Western Blot, Badawy'’® ha demostrat I'existencia de dues bandes de 26 i
40 kDa especifiques dels anticossos anti-endometri. En un altre treball, Mathur?"” ha caracteritzat
diferents antigens diana dels AEA, amb un pes molecular aproximat de 19, 31, 38, 42 kDa,
reconegudes per anticossos presents en serums de dones amb endometriosi, i també detecta una
proteina de 26 i un altre de 34 kDa amb el serum de dones amb endometriosi i en el serum de
dones fertils. El reconeixement inespecific d'aquesta proteina de 26kDa no esta d'acord amb els
resultats de Badawy176. En Westerns realitzats al nostre laboratori, hem observat diferentes
proteines detectades pels AEA de les nostres pacients, sense identificar un patré clar de proteines
que correspongui a un determinat diagnostic d’esterilitat. Tal com mostrem en un immunoblot en

el treball d'Tborra®®, trobem varies bandes a I'incubar amb el serum de les pacients. D'entre totes
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elles, una proteina que sembla ser reconeguda per varis serums ha estat una banda de 60-65 kDa.
Per el pes molecular, i per la seva participacié en altres malalties autoimmunitaries, sospitem que

aquesta proteina pugui tractar-se d'una chaperona, la heat shock protein 60 (hsp60).

Aquesta proteina presenta una homologia molt elevada amb les hsp60 d'altres especies de
mamifer, aixi com amb les hsp60 presents en una gran varietat d'agents patogens, tal com mostra

la Taula 3.

Taula 3. Percentatge d’homologia de la hsp60 humana amb la de diferents agents patogens

Patogen % Patogen % homologia
homologia

C. elegans 79.3  Ch. trachomatis 64.0
L. major 79.3 S. typhi 63.9
P. brasiliensis 70.3 E. coli 63.7
B. abortus 68.1 B. pertusis 63.2
P. falciparum 67.3  B.subtilis 62.7
S. cerevisae 67.3  P.aeroginosa 62.5
T. brucei 66.5 M. tuberculosis 62.0
B. baciliformis 66.2  B.Dburgdorferi 60.9
H. pilori 65.0  S.aureus 60.1
T. cruzi 64.9 P. gingivalis 59.8
T. vaginalis 64.7  T.pallidum 59.4
Y. enterocolitica 64.5 Ehrlichia. sp. 56.6
N. gonorrhea 64.1 G. intestinalis 49.2

Aquesta homologia explicaria que l'equivalent huma de la hsp60, resulti implicada en procesos
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autoimmunitaris, per mimetisme molecular, tal com ja va demostrar Oldstone“””. Diferents autors
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han observat la presencia d'una resposta immunitaria: de tipus cel.lular*™, o bé una resposta

d'anticossos contra la hsp60 de bacteris causants d'infeccié genital, com Chlamydia®**?*,



Repetitius episodis d'infeccions subcliniques han desenvolupat una resposta contra la hsp60
bacteriana que pot reconeixer la hsp60 propia. Aixo voldria dir que, quan en I'endometri hi ha
una agressi6 oxidativa i es sobreexpresa la hsp60 humana per protegir contra la desnaturalitzacié
de les proteines®®® en un moment d'alta proteolisi intracel.lular, hi pot haver un reconeixement
per mimetisme molecular de la hsp60 humana, bé perque estigui sobreexpresada, o bé perque
estigui modificada i sigui reconeguda com la d'algun agent patogen.

% mostrem la sobreexpressié de la hsp60

En els resultats que mostrem en el treball d'Tborra’
humana davant l'estrés termic, i a més, aixo ho correlacionem amb un augment de la resposta que
ens donen els anticossos presents en els serums de les pacients. No és un fet nou que existeixin
anticossos contra la hsp60 humana, ja que aquesta proteina és un antigen diana de moltes
malalties autoimmunitaries, amb una alta homologia amb d'altres proteines implicades en
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patologies, tal com s'observa a la Taula 4, extreta d'una revisi6 de Jones <.

En el treball realitzat en col.laboracié amb la Dra. Ulcova-Gallova®®’, hem relacionat la preséncia
d'AEA en sérum, amb el grau de severitat de I'endometriosi. Aixi trobem un 45.5% de dones
AEA+ amb un grau IIl d’endometriosi, respecte a un 7.14% d'AEA+ amb un grau I, o un 0% en
dones control. Altres autors arriben a la conclusié que no es pot correlacionar el titol d'AEA amb

209,214

la severitat de la patologia , potser degut al fet d'utilitzar tecniques menys sensibles que

I'ELISA, o bé a la manca d'una correcta classificaci6 clinica de I’endometriosi.

Taula 4. Homologia de la hsp60 humana amb autoantigens coneguts.

hsp60  autoantigen autoantigen Malaltia
regio conegut regi6 %simil  desencadenada
1-17  Myeloperoxidase 594-610 60 glomerulonephritis
7-21  Cytochrome p450 359-372 64 Chronic active hepatitis
7-21  17-a-hydroxylase 359-372 64 Addison's disease
12-32  Pyruvate dehydrogenase 18-36 62 Primary biliary cirrhosis
37-49 KU autoimmune antigen 81-93 63 Scleroderma
38-53 NADH dehydroreductase  45-63 62 Primary biliary cirrhosis
40-50 Cerebellar deg.asoc.prot. 93-103 60 Paraneoplastic cer.deg.
57-68  Cytochrome p450 402-412 59 Chronic active hepatitis
65-75  Thyroglobulin 393-403 58 Hashimoto's thyroiditis
86-100 Cardiac myosin (h.chain) 516-530 62 Coxsackie myocarditis
101-123 Cytokeratin 83-105 58 Rheumatoid arthritis
108-117 DNA-binding protein 73-82 58 Systemic lupus erithematosus

152-167 Bullous pemphigoid ag 308-323 59 Pemphimgoid
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152-175 Neurofil. triplet M prot. 727-749 67 Multiple sclerosis

202-221 Laminin beta 2 chain 1354-1375 61 Basement membrane
290-300 21 Hydroxilase 61-71 53 Addison's disease

328-339 Myelin-associated protein ~ 286-297 60 Multiple sclerosis

329-345 Cytokeratin 34-50 62 Rheumatoid arthritis
354-374 Laminin beta 2 chain 205-225 60 Good pasture's syndrome
384-396 Cardiac myosin heavy chainl 36-148 65 Coxsackie myocarditis
391-405 Glutamic acid decarboxylase 520-534 56 Insulin dependent diabetis
432-450 Dihydrolipoamide dehydrog. 70-88 57 Primary biliary cirrhosis
451-470 Cardiac myosin heavy chain 253-272 64 Coxsackie myocarditis
453-472 KU autoimmune antigen 192-212 60 Scleroderma

468-480 Acetylcholine receptor 133-145 63 Myasthenia gravis
492-502 KU autoimmune antigen 449-459 57 Scleroderma

552-572 heat shock protein 90 633-653 60 Systemic lupus erithematosus
562-571 Cytokeratin 545-554 81 Rheumatoid arthritis

Els resultats obtinguts en aquest treball de Tesi, ens permeten associar la preséncia d'AEA als
diferents graus d’endometriosi. Aquests resultats no permeten la deteccié dels AEA com a
marcador no invasiu de l'endometriosi. Els AEA no detecten els casos més incipients de la
patologia, ni es presenten en tots els casos d’endometriosi avangada. El resultat concloent que
observem després de l'analisi de totes les dades és que la presencia dels AEA sembla ser major
quan més avangada és 1’endometriosi. L'establiment i desenvolupament de la patologia en els
seus estadis més lleus, deriva en una resposta inflamatoria cronica capag de generar una alteracié
d'estructures propies per modificaci6 oxidativa de lipids i proteines, o una mala glicosilacié.
Aquestes modificacions afavoririen el reconeixement d'estructures propies alterades com
estranyes, i per tant, a partir d'un determinat estat de severitat de la patologia, es podria activar el
sistema immunitari. De la mateixa manera que altres autors, creiem que el sistema immunitari
activat estaria participant principalment de manera local, alla on té lloc I'implant ectopic. Aixo
vol dir que hauriem de trobar els AEA en el liquid peritoneal en major concentracié que en el
serum. Nosaltres no hem observat AEA en les poques mostres de liquid peritoneal que hem

analitzat al laboratori fins al moment.

Altre resultat interessant, és que no hem trobat cap relacié significativa entre les pacients esterils
que presenten anticossos anti-endometri (AEA) o anti-gametes (anti-espermatozoide (ASA) o
anti-zona pel.liicida (AZPA)). En la seroteca que hem analitzat, provinent de la col.laboracié amb

el Dr Gris del Departament de Ginecologia i Obstetricia de I'Hospital Universitari del Vall
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d’Hebré, el percentatge de dones AEA i ASA positives és molt reduit, mentres que en el treball

realitzat amb la Dra. Ulcova-Gallova®"’

sembla que no existeix cap relaci6é entre la presencia
d’anticossos anti-gametes o contra I'endometri. Aix6 ho hem interpretat com que l'aparicié dels
autoanticossos contra l'endometri, o contra els gametes tenen unes causes completament
diferents. Les dones amb endometriosi avangada presenten anticossos contra l'endometri, perd

aquests no reconeixen epitops presents als gametes.

9.3.- Anticossos anti-endometri i estrés oxidatiu

Les cél.lules endometrials de les linies cel.lulars sotmeses a un estrés oxidatiu, mitjancant la
incubacié amb ionofor de calci (A23187), amb lipopolisacarid (LPS), o sotmeses a un estrés térmic
mitjangant incubacié a 42°C, sense que s'afecti la supervivencia cel.lular, sén susceptibles
d'experimentar una série de canvis. Aquests canvis que hem pogut observar i mesurar es
tradueixen en sobreexpressié de la hsp60, augment de expressié6 de malondialdehid producte
d'una peroxidacié lipidica, augment de la quantitat de ROS intracel.lular, sobreexpressié de
moléecules reguladores del complement (CD46, CD55, CD59), sintesi de noves molecules (IL1b,
p40 delaIL12,iNOS).

Hem sotmés les cel.lules endometrials a diferents tractaments que generen un estrés oxidatiu,
control.lant que el tractament no afectés la vitalitat del cultiu. Hem detectat la presencia
d'anticossos anti-endometri mitjancant la técnica d'ELISA. Els resultats que hem obtingut
utilitzant cel.lules estresades respecte als obtinguts utilitzant cel.lules endometrials incubades en
condicions no estresants han resultat d'especial interés. En tots els casos (estrés termic, incubacié
amb LPS, incubacié amb ionofor A23187) hem observat un augment de l'absorbancia a 620 nm
que expliquem com que l'estrés oxidatiu generat ha estat capa¢ de modificar antigens presents a
les cél.lules, o bé de sobreexpressar alguns antigens propis. D'una manera o altre, observem com
els anticossos presents al serum de la pacient, s'uneixen més i millor a la cel.lula endometrial
estresada. Aquestes dades donen suport a la nostra hipotesi, el desenvolupament de la patologia
ve lligat a la generacié d'un estrés oxidatiu, que sera el detonant de l'aparicié d'autoimmunitat.
Aquesta idea pero, no sorgeix exclusivament dels resultats que hem obtingut experimentalment.
Dennis en un treball de revisi6 parla d'un augment de la proteolisi citosolica en procesos de
degradacié cellular, fet que afavoreix una glicosilaci6 anomala de les proteines que podria

182 on un treball de
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contribuir a l'aparicié de malalties, i a I'aparicié d'autoimmunitat***. Murphy
revisi6 apunta com l'endometriosi genera estrés oxidatiu, i com aquest podria afectar la capacitat

fagocitaria dels macrofags i altres cél.lules del sistema immunitari, afavorint la modificacié



oxidativa de lipids i proteines, que generara nous epitops, en cellules que no sén eliminades
correctament.

Voldria ressaltar com a molt importants, els treballs publicats recentment per Murphy'®® i
Shanti'®. En ambdos treballs es parla de la presencia d'anticossos anti-endometri especifics de la
LDLoxidada. Aquestes dades recolcen la hipdtesi de la modificacié antigenica d'antigens propis
per l'estrés oxidatiu. En un model completament alié¢ a I’endometriosi, Chang®*® en un treball
recent de l'any passat mostra com anticossos monoclonals anti-LDLoxidada inhibeixen la
fagocitosi de cel.lules apoptotiques. Aquestes tres publicacions, entre d’altres, sén cabdals per
encaminar l'actual recerca en I'endometriosi en el nostre grup a partir de tot el que ja sabem i hem

observat.

La idea que totes les dones poden tenir episodis de menstruacié retrograda esta actualment
acceptada. Les cel.lules que arribarien a la cavitat peritoneal serien cel.lules pre-apoptotiques que
no sobreviurien, serien llisades i eliminades pels macrofags i cellules NK. Determinades
circumstancies com episodis repetitius d'infeccions, traumatismes, anomalies congénites poden
afavorir l'aparici6 d'una resposta inflamatoria cronica capag¢ de generar un estrés oxidatiu.
Aquest estrés pot inhibir l'apoptosi de les cellules endometrials que es dipositen per
retromenstruacié a la cavitat peritoneal, a partir d’on podrien implantar, pel fet de no acabar

d'entrar en apoptosi. Els implants creéixen perque es permet el trencament de la matriu
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extracel.lular , augmenta la capacitat angiogénica per irrigar l'implant , ino sén
diana de la resposta de macrdfags i cel.lules NK que tenen la seva activitat minvada®®®. Pot
arribar un moment en que I'implant sigui suficientment gran com per que el sistema immunitari
. . . . . 149 . . .
generi una resposta, sintetitzant citoquines™, o bé pot ser que reconegui estructures propies
modificades, presents a la membrana de les cél.lules i apareguin autoanticossos en els estadis més

avancats de la malaltia, tal com hem descrit en el treball d'Tborra?®’ en dones amb endometriosis.



10.- Aportacions d'aquesta Tesi

Una reproduccié exitosa és el resultat del correcte funcionament de diferents procesos biologics
implicats. La principal aportacié d'aquest treball de Tesi ha estat investigar molecules dels
gametes i de I'endometri, que tenen un paper important en la interaccié de l'espermatozoide amb

'o0cit, 0 bé en la implantacié de I'embri en 1'titer matern.

Diferentes patologies o obstruccions del tracte genital masculi poden resultar en I'alliberament
d'antigens segrestats. Aquest alliberament comporta l'activaci6 del sistema immunitari amb
l'aparici6 d'autoanticossos. Els autoanticossos també poden apareixer en el tracte genital femeni
conseqiiencia del trencament dels mecanismes reguladors que permeten la tolerancia de
I'espermatozoide en la dona. Els anticossos anti-espermatozoide poden bloquejar la capacitat
fecundant. Com? Una de les aportacions d'aquesta Tesi ha estat haver estudiat com proteines del
plasma seminal (els antigens Ag-H25, Ag-SEM12, Ag-AWN-1), associades a la membrana
plasmatica de 1'espermatozoide, es dissocien durant la capacitacié i com participen en la iniciacié
de la reacci6é acrosomica, en experiments realitzats in vitro. La importancia de la dissociacié
d’aquest tipus de proteines és imprescindible ja que la incubaci6 dels espermatozoides amb
anticos monoclonal, especific de l'antigen Ag-SEMI12, inhibeix la reaccié acrosomica de
I'espermatozoide, molt probablement per un bloqueig de la dissociacié d’aquesta proteina. En el
model porci ha estat possible 1’estudi de la dissociacié6 d’una d’aquestes proteines in vivo. La
capacitaci6é és un procés multifactorial. Hem estudiat diferents aspectes de la capacitacié: estudi
funcional de proteines del plasma seminal adherides a la membrana de l'espermatozoide, i la

relaci6 entre capacitaci6 i sortida del colesterol de la membrana..

En aquests darrers anys, hem demostrat l'existencia dels anticossos especifics de 1'endometri
(AEA) en dones esterils. Aquesta afirmaci6 té forca importancia tenint en compte que els AEA no
s'han acceptat fins fa relativament poc temps, la qual cosa fa que poguem parlar d'autoimmunitat
contra estructures del tracte reproductor femeni. La preséncia d’aquests autoanticossos, units a
estructures de l'endometri, en dones amb factor tubaric o endometriosi, pot inhibir la implantacié
de I'embrid, essent causa d'esterilitat. La demostracié de l'existéncia dels AEA en patologies, que
cursen amb episodis d'inflamacié cronica i estrés oxidatiu, obre un nou cami en el mon de la
clinica reproductiva. Podrem tractar les pacients amb antiinflamatoris o antioxidants i triar el
moment idoni per dur a terme la reproduccié assistida, mesurant el titol d'AEA al llarg del
temps. Aix0 ha de contribuir en un futur proper a augmentar el percentatge d'exit en les

fecundacions in vitro.



11.- Conclusions

Part 1

1.- Hem detectat la dissociaci6 de proteines de la membrana de l'espermatozoide huma durant el
procés de la capacitacié in vitro. L’anticos monoclonal mAb-H25 detecta la progressiva

dissociaci6 de I'antigen Ag-H25 en el sobrenedant del medi de capacitacio.

2.- La inducci6 d’anticossos monoclonals especifics per 1’espermadhesina porcina AWN-1,
proteina adherida a la membrana de l’espermatozoide, ha fet possible el seguiment de la
dissociacié d’aquesta proteina in vivo. La proteina AWN-1 es dissocia de 1’espermatozoide al

llarg de la capacitacié i es captada per l'epiteli, en la regi6 utero-tubal del tracte genital femend.

3.- Algunes proteines es redistribueixen durant la capacitacié de l'espermatozoide huma. Hem
observat com l’antigen de 80-84 kDa Ag-SEM12, reconegut per l’anticos monoclonal mAb-
SEM12, passa de l'acrosoma a la regié equatorial. La uni6 del mAb-SEM12 a I'espermatozoide

huma inhibeix la reaccié acrosdmica.

4.- Hem observat, per primera vegada, que una sortida de colesterol de la membrana de

I'espermatozoide provoca, per ella mateixa, la reacci6é acrosomica en l'espermatozoide de boc.

5.- En espermatozoides de boc no capacitats, 'acceptor universal de colesterol, ’albiimina sérica
bovina, no és un eficient acceptor, segurament degut a la preséncia massiva de proteines

associades a l'acrosoma de l'espermatozoide de boc que dificulten la captacié del colesterol.

6.- La utilitzaci6 d'una molecula petita, la b-ciclodextrina, provoca una eficient captura de
colesterol en 1'espermatozoide de boc no capacitat, independentment de la preséncia de proteines
adherides a la membrana. La b-ciclodextrina és capag de treure un 50-60% de colesterol en un
periode curt de temps (10-30 minuts), mentre que la reaccié acrosomica requereix 60 minuts a

partir de la sortida del colesterol.

7.- Aquest treball demostra que al llarg de la capacitaci6 les proteines de membrana es
redistribueixen, o bé es dissocien de la membrana. Per altre banda, l'espermatozoide ha de
perdre una part del seu colesterol de membrana per provocar una fluidificacié que permeti la

reaccié acrosomica.



Part 11

8.- Hem demostrat 1'existéncia d'autoanticossos anti-endometri (AEA) en el serum de dones amb
diagnostic d’obstruccions tubariques. La principal causa d’aquesta patologia és la presencia

d’infeccions persistents que afavoreixen ’aparicié d'una resposta autoimmunitaria.

9.- En una patologia concreta, I'endometriosi, hem observat una relacié directa entre la severitat
de la patologia i la presencia dels autoanticossos (AEA). La progressi6 de la malaltia és la

responsable de l'aparicié d"una resposta autoimmunitaria.

10.- Hem demostrat la presencia d’autoanticossos anti-endometri (AEA) de l'isotip IgG en serum
de dones esterils. La deteccié d’aquests autoanticossos no tenen un valor preventiu, ni diagnostic,
ja que apareixen en estadis avangats de la patologia quan I'endometri esta alterat per la resposta

inflamatoria cronica desenvolupada.

11.- Els antiserums de dones esteérils, amb anticossos anti-endometri (AEA), tenen un millor
reconeixement d’antigens en cél.lules endometrials sotmeses a estrés (termic o per lipopolisacarid

(LPS)) que en cel.lules control.

12.- Hem observat com les cel.lules endometrials, sotmeses a estrés en condicions in vitro,
sobreexpresen proteines com la chaperona del xoc termic 60 (hsp60) per a prevenir una

desnaturalitzacié massiva de les seves proteines.

13.- De les dades obtingudes en aquest treball, i altres dades preliminars, podriem avancar la
segilient hipotesi: I'aparici6 de epitops nous, com a conseqiiéncia de modificacions oxidatives en
estructures propies de la cél.lula endometrial, provocarien una resposta autoimmunitaria amb

I’aparicié d’anticossos anti-endometri.
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14.- Agraiments

Arribats a aquest punt, no puc deixar d’agrair a tanta i tanta gent que ha col.laborat per a que

arribés al final aquest dia. Només desitjo no oblidar-me de ningu!!

En primer lloc agrair als meus pares. Sempre han deixat que fés el que més m’agradés. Per
aquesta rad, avui presento aquesta Tesi. El meu pare, I’Antoni, sempre va tenir curiositat i ganes
d’apendre i coneixer. Ell hem va inculcar la curiositat per saber sempre una mica més, a no
aturar-me amb el que ja sabia. La meva mare, la Rosa, ha estat un exemple de sacrifici per tirar
endavant malgrat les adversitats de la vida. La seva empenta m’ajudat for¢a en els moments

baixos per saber que sempre he de continuar endavant.

He de reconeixer que tota la meva familia mereix un raconet en aquests agraiments. La resposta
que més habitualment els he donat aquests darrers anys ha estat “si, si... 'any que vé llegeixo la
Tesi. D’aquest any no passa”. Tots ells m’han donat sempre anims per seguir el cami que fa
temps vaig iniciar. Alguns d’ells m’han donat molt més encara, la Isabel i 1’Eloi, m"han acceptat
com un més de la seva familia, i I’'Esther, que coneix aquesta Tesi des del comengament, els
entrebancs, el malament que esta la Biologia, el futur incert, els experiments que no surten, el

“cabezén” que pot arribar a ser un capricorni... ... i sempre la trobo al meu costat!!

Del grup d’Immunologia de la Reproduccié... He d’agrair a la Paz, haver-me acceptat en el seu
grup de recerca per a fer la Tesi. Ella ha estat la directora d’aquesta Tesi, pero al llarg d’aquest
temps que portem, sempre ha demostrat ser una bona amiga. No puc deixar tampoc d’agrair a la
gent amb la que he convivit aquests anys en el nostre grup: als que hi havien quan vaig arribar (la
Vicky, el Carles, el Quique), als que van comencar amb mi (la Pilar, el Pepe) els que han anat
arribant i estan per aqui (el Joanjo, I'Eva, la Maria José, la Maritza), aixi com els que ja han marxat
després del seu pas pel nostre grup. No puc oblidar-me de total la gent amb la que he col.laborat
en diferents treballs de recerca (el Pablo, el Josep Maria, el Toni, la Monica, la Gizela, el Juanjo, la
Libia). Amb tots ells he aprés I'important que és treballar en un bon ambient... I jo m’ho he passat

pipa aquests anys amb tots vosaltres!!.

De I'IBF... Bé!! Que he de dir de I'IBF. Moltes gracies a tots. Als que esteu i als que ja no hi sou.
Aquests anys he disfrutat de I'ambient de 1'IBF. Hem considero IBFenc al 100%. Amb tots
vosaltres he aprés molt, i no tans sols m’heu enssenyat técniques, o m’heu explicat conceptes, o

heu compartit reactius, o m’heu avancgat alguna comanda, o m’heu arreglat qualsevol aparell per
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dificil que resultés, o m’heu ajudat a punxar alguna bestiola, o simplement heu perdut el temps
desinteressadament amb un sevidor prenen un cafet6. No vull oblidar-me de les meravelloses
“fondues” que ens reuneixen anualment per refermar aquest caracteristic comportament de tots

els pobladors de I'Institut.

En aquest punt he de demanar-vos disculpes a la resta d’IBFencs, pero voldria fer una mencié
especial a la Paqui. La nostra ha estat una trajectoria semblant al llarg d’aquests anys i sempre,
des de segon de carrera, ens hem anat donant ajuda, recolgament i també amistat... I sobretot el
deure moral d’incloure-la en uns agraiments, després de totes les vegades que m’he oblidat de

fer-ho en els articles. (Esta vez si que te puse!!).

De la Unitat d'Immunologia... Que bonic és anar a Can Ruti!! (frase tipica d’en Carles i el Toni).
Sempre m’heu rebut molt bé i sempre m’he sentit un més de vosaltres tot i la distancia fisica que
separa l’hospital de la Universitat. Moltes gracies al Ricardo i la Dolores, perd també moltes
gracies a tots vosaltres amics i amigues amb els que tantes hores de practiques i congresos hem
compartit ... amb especial record de les nits de farra en els congresos de la SEI, gracies doncs

també a la Societat Espanyola d'Immunologia per organitzar tant bé els congresos.

Al llarg d’aquests anys he compaginat la recerca amb la docéncia i amb la feina d’auxiliar sanitari
al Clinic els caps de setmana ... La dura vida del bioleg!!! He d’agrair a la Universitat i al
MacroDepartament (Biologia Cel.lular, Fisiologia Animal i Immunologia) el contracte d’Associat
que tinc, als projectes de recerca del nostre grup per els contractes que de manera temporal s’han
aconseguit per a un servidor, i que m’han permés anar tirant al llarg de la Tesi, pero sobretot vull
agrair a I’'Hospital Clinic suportar-me/soportar-me des de fa ja 12 anys!! Aquesta feina va servir
per poder financiar els darrers anys de la meva carrera, en uns moments personals molt durs. A
I'hospital, el contacte amb la gent m’ha ajudat molt per a madurar com a persona. A més a més,

hi ha molta gent que d’amics han passat a formar part de la meva familia particular.

Finalment, hi ha un munt d’amics que pertanyen, o no, a la Universitat, peré que sense vosaltres
no hauria estat possible realitzar gran part d’aquest treball. Tant per I'aportacié desinteressada de
mostres biologiques com per el recolcament animic que sempre trobo en vosaltres quan és
necessari desconectar de la feina. Encara que el teu nom no hi aparegui... no dubtis que també ets
inclos!! En major o menor mesura tots heu contribuit per a que aquesta Tesi es presenti en el dia

d’avui.





