UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
BARCELONA

FACULTAD DE MEDICINA

“Expresion de ligandos para las células Natural
Killer en el endometrio: comparacion entre
mujeres afectas de endometriosis y mujeres no
afectas”

Tesis doctoral presentada por
Diia. Maria del Mar Vernet Tomas, para optar al grado de Doctora en Medicina
y Cirugia

Barcelona, Abril 2003



Don CARLOS TOMAS PEREZ ARES, Profesor Asociado de Obstetricia y
Ginecologia, de la Universidad Auténoma de Barcelona, en calidad de director de la
tesis

CERTIFICA:

Que Dona MARIA DEL MAR VERNET TOMAS, licenciada en Medicina y Cirugfa,
ha realizado bajo mi direccién la memoria que presenta con el titulo “Expresion de
ligandos para las células Natural Killer en el endometrio: comparacién entre
mujeres afectas de endometriosis y mujeres no afectas”, que reune los requisitos
para ser defendida ante el tribunal oportuno y puede optar al grado de Doctora en

Medicina y Cirugfa.

Y para que conste a peticion del interesado, firmo el presente certificado en Barcelona, a

23 de Abril del dos mil tres.

Fdo: Catlos Tomas Pérez Ares



Dedicado a:

Mi marido, Alberto, porque le amo.

A nuestro hijo Alex, por la alegria que nos da a los dos cada dia.

A mis padres, Miquel y Maria, por estar siempre ahi, para mi.

A mis hermanas, Montse y Xell, por la complicidad que nos une a las tres, mucho mas

alla de los lazos de sangre.

A mi hermano, Miquel, para que la distancia siga siendo, como hasta ahora, s6lo una

cuestion geografica.

A todos, con mucho mas carifio del que jamas les he sabido expresar.



AGRADECIMIENTOS:

Al Dr. Carlos Pérez Ares, el tutor de esta tesis, no sélo por haberme animado a iniciar

esta tesis y haberla dirigido, sino por todo lo que aprendi a su lado durante la residencia.

Al Dr. Ramoén Carreras, tutor de esta tesis y mi actual jefe de Servicio, por haberme
dado el impulso y apoyo necesarios, en momentos de franco pesimismo, para

continuarla y finalizarla.

A la Dra. Nuria Verdd, por haberse entusiasmado con nuestro proyecto, habernos

infundido optimismo para realizarlo y habernos ayudado activamente en él.

A la Dra. Maite Fernandez, al Dr. José Luis Molinero y a la técnica Geli Fernandez, los
tres del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Germans Trias i Pujol, por todo lo
que pacientemente tuvieron que enseflarnos para realizar esta tesis y las correcciones

que en los aspectos técnicos llevaron a cabo.

Al Profesor Ricardo Pujol, jefe de Servicio de Inmunologfa del Hospital Germans Trias i
Pujol, por sus ideas para iniciar el proyecto y sus desinteresadas donaciones de
anticuerpos monoclonales; al Profesor Sanchez-Madrid, del Hospital Gregorio Marafién
de Madrid y al Profesor Ramon Vilella, del Hospital Clinico y Provincial del Barcelona,

por sus donaciones desinteresadas de anticuerpos monoclonales.

Al Sr. Joan Vila, del IMIM, por el apoyo y las ideas prestados en el estudio estadistico de

esta tesis.



A todo el Servicio de Ginecologia del Hospital Germans Trias i Pujol, por la
colaboracién prestada en la recogida de muestras en quiréfano y en la realizacion de
todo el trabajo. Muy especialmente a mi jefe de Servicio durante la residencia, Profesor
Oriol Gamissans, por haberme infundido un estricto sentido del método cientifico y a
mi tutor durante la residencia, Dr. Emilio Pérez Picafiol, por haber escuchado mis

preocupaciones con interés, durante la residencia y después de ella.

A todo el Servicio de Ginecologia del Hospital del Mar, por la sobrecarga asistencial que
por amistad han asumido en muchas ocasiones, para que yo pudiera dedicar tiempo a la
realizacion de esta tesis. Muy especialmente a los residentes senior, Dra. Marfa Prat, Dr.
Ricard Peir6 y Dra. Carolina Rueda, que por rotacién y guardias han asumido gran parte
de esta carga, y al Dr. Josep Sales, adjunto del Servicio y colega en consulta externa:
todos ellos me han proporcionado afectuosamente este tiempo tan precioso y con

frecuencia tan dificil de conseguir.



INDICE

L INTRODUCCION ......ootrrrtnrnnnistinsssss s ssesss s sass s s sasssessassassens 1
1.1. DESCRIPCION DE LA ENTIDAD CLINICA ......oooosmerrvvveeenreeeioeenssssseseessssssssons 3
1.1.1. Definicion y epidemiologia de la endomerriosis. ................wuveveeueuviniinvevinicncnsisicnennn. 3

1.1.3. Aspectos clinicos de la endomerriosis .................wcuvevievcuvivinicvininieeininiscisiseeennn. 10

1.1.3. Diagndstico y estadiaje de la endomerriosis ...................cceeuvivicncivinicicnininccneiiienns 22

1.1.4. Tratamiento de la endomerriosis ..................ccvvvvucuviviovcuvirinicsisisicesisesessisesennns 28

1.2. EL ORIGEN DE LA ENDOMETRIOSIS.......coviiiiiereereneeeereeeeneeenenes 35
1.2.1. Teorias etiopatogénicas sobre el origen de la endometriosis. ...............ocuveveecuvuviencnnnn. 35

1.2.2. Alteraciones fisigpatolggicas en la endomerriosis. ...............vvevecuvivieincsinencncnnisinnns 42

1.2.3. Las alteraciones en las células Natural Killer y el origen de la endometriosis. ................ 53

2. JUSTIFICACION .......ooveueeierereesteseesssesesssssesessssssesessssssesesssssesesssssssensnsssesens 71
3. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS......cccceceueuererererenereeeesssssssssesenns 77
3.1. HIPOTESIS DE TRABAJO ....oooirvvveervveesesseeesesssese s sssisssssssssssssssss s ssssssnns 79
3.2 OBJETIVOS ..ot 80

4. MATERIAL Y METODO ...ttt ssssae s sassassens 81
4.1. INCLUSION DE PACIENTES......oooviiiiierrsssiicmeerssssiisensssssieessssssmssssssssnneoeees 83
4.2. OBTENCION DE LAS MUESTRAS .......ovoirrvveeerevsiessssisesssssesessssessssssssssssssnes 86
4.3. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS ......cccocviiiiiiiiiiiciiccicees 87
4.4, EVALUACION DE LOS RESULTADOS .......oommrvvviinrerrisesesseessssssessssessesessasene 90

X



4.5. FASES DEL ESTUDIO: ESTUDIO PILOTO Y ESTUDIO DEFINITIVO...91

4.6. ANALISIS ESTADISTICO....ooovovvnsivvessssesssssessssssssssesssssssssssssssssssssssnssss 92
5. RESULTADOS......ccoititieitieiniieictie st csseeceiesesssseessssssssassssssssssssssssssssssnns 95
5.1.- DESCRIPCION DE LA POBLACION SOMETIDA A ESTUDIO.................. 97
5.1.1. Antecedentes familiares y Personales...............uvivuvivivivucisiniicnisinicsisisccneininenns 97
5.1.2. Enfermedad actual y tratamiento.....................cccevvivcuvininiccisinioccsniscssiscnns 100
5.2.- RESULTADO DEL ESTUDIO PILOTO .....ccccoiiiiiiinicinicinicicisiesiciians 101
5.2.1. Expresion de ILEA-3 () CD2)...cuuveiieciiiciiiciiiciiicisieiscisesssescse s 101
5.2.2. Expresion de ICAM-T (y LEA-T) ..o 105
5.2.3. EXPIESION AE QUG H vttt 109
5.2.4. Expresion de HLA-L........cccccviiiviiiniiiiiiiiiiciisiccccs e 111
5.3. ESTUDIO DEFINITIVO: EXPRESION DE 06B4.......cooorsimnrrreveeessnnnnneeeennns 115
5.3.1 Distribucion de casos y controles en funcion de la fase del ciclo. ..................................... 115
5.3.2. Resultado en la excpresion de o6 4 comparando todas las muestras...............u.... 116
5.3.3. Expresion de a6 34 comparando las muestras en fase proliferativa. .................ceceuen.. 118
5.3.4.Expresion de o634 comparando las muestras en fase secretora. .............uveceveuncenes 119
5.3.5. Comparacion entre fase proliferativa y fase secretora del grupo Endometriosis. ............. 121
5.4.- ESTUDIO DEFINITIVO: EXPRESION DE HLA T .....ccooonnrviveeeericienninns 125
5.4.1 Distribucion de casos y controles en funcion de la fase del cicl. ......................cocou....... 125
5.4.2. Resultado en la expresion de HL.A I comparando todas las muestras........................ 126
5.4.3. Expresion de HLA I comparando las muestras en fase proliferativa.......................... 131
5.4.4. Expresion de HI.A I comparando las muestras en fase secretora .................ouweuuene 132
5.4.5. Comparacion entre fase proliferativa y fase secretora del grupo Endometriosis .............. 134



5.5.ESTUDIO DEFINITIVO: CONCORDANCIA ENTRE LAS

ALTERACIONES ..o e e e s e s es s s s sessesssesses s ssessassesssssses s sessassessessesssnes 137
. DISCUSION ....eveeeeeeeeeeeereseeessesessesssssssssssssssssassssessssssssessssssssesssssssssssssessssessses 143
6.1. DESCRIPCION DE LA POBLACION EN ESTUDIO .eoeveoeeeeeeeeeeeeeseers 145
6.2. A EXPRESION DE LEA-3 ooooeooeoeeeeeeeeeeeeeee e eesees e sees s s s eeses s s s ssaes s 151
6.3. LA EXPRESTION DE TCAM-T oo ee oo vesseesesses s s ssessessess s s 153
6.4. LA EXPRESION DE QOB ....coovveoeeeeeeeeeeseeeeeeeseeesseeeeesesessessseessssesessesssessssenes 155
6.5. LA EXPRESTION DE HLA T oo e sesessesses s sessessessess s s 163
6.6..LA CONCORDANCIA ENTRE LAS ALTERACIONES ...ooveoeeeeeeeeeveseers 171
. CONCLUSIONES. ....utieteeeeeeeeeesseessesssseseessesssessssssesssessssssssssssssesssessssssssssesnns 175
BIBLIOGRAFTA . ...oceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesseessseessessssessssesssessssssssessssesssessssessnsesees 181
ANEXOS ... eeeeeeeeeeeseeereeeeesseessssssessesssessssssssssesssessssssssssesssesssessssssssssesssesssssses 225
INDICE DE TABILAS. ..o oo ee e e s e v s s s e seeses s ssesesses s s e saesassessessesessesens 227
INDICE DE FIGURAS «oeoeeeeeeeee oo sesesses s s s sessesseses s sessssessassess s 229
ABREVIACIONES .o vee e v e s e s es s s s sess s s s ssessessessees s ssessssessess s 231

x1



Introduccion

1. INTRODUCCION



Introduccion

1.1. DESCRIPCION DE LA ENTIDAD CLINICA

1.1.1. Definicién y epidemiologia de la endometriosis.

Definimos como endometriosis la aparicién de glaindulas endometriales y/o estroma
fuera del utero. En esta definicién no incluimos la adenomiosis por tratarse de una
enfermedad cuya clinica es muy distinta de la endometriosis, constituyendo
probablemente entidades diferenciadas (Speroff L, Glass R.H. et al. 1999) : en este caso
la implantacién se produce también fuera de la cavidad endometrial pero dentro del
utero, dado que en la adenomiosis aparecen glandulas y estroma miometrial afectando al

miomettio.

Las primeras descripciones de la endometriosis se hallan en la literatura médica
hacia el 1800 pero hasta el siglo XX no se aprecia realmente la incidencia de la
enfermedad (Speroff L, Glass R.H. et al. 1999). En 1921 John Sampson, de Albany, en
Nueva York, sugirié que la endometriosis pélvica provenia de diseminacion a partir de
endometriosis ovarica y mas tarde, en 1927, publicé una articulo (Sampson J. A. 1927)
en el que defendia la teorfa de que la endometriosis se iniciaba por flujo menstrual

retrégrado, teorfa todavia valida en el momento actual como veremos mas adelante.

La endometriosis representa un problema de salud publica relevante: es la tercera
causa de hospitalizacién de causa ginecoldgica y una de las principales indicaciones para

proceder a histerectomia segin datos de Velebil P et al. (Velebil P., Wingo P. A. et al.
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1995). Es dificil conocer la incidencia y prevalencia reales de la enfermedad, por lo que
las cifras publicadas oscilan entre un 3 y un 10% en la poblaciéon general, un 25 a un
35% considerando mujeres que consultan por infertilidad (Olive D. L. y Schwartz L. B.
1993; Witz C. A. 1999), hasta incluso un 50% en adolescentes que consultan por
dismenorrea que no cede con tratamientos habituales (Cramer D. W. y Missmer S. A.
2002). Estas diferencias se deben a la selecciéon de casos y controles, asi como a los
criterios tomados para considerar que una paciente presenta endometriosis. Si se intenta
establecer la prevalencia en la poblaciéon general tomando pacientes sintomaticas
intervenidas, ésta puede sobrevalorarse (25% de las pacientes sometidas a laparoscopia
por dolor pélvico, 20% de las pacientes sometidas laparoscopia por infertilidad) dado
que no se incluiran endometriosis leves-moderadas que no llegaran a consultar por
presentar escasa sintomatologia; por el contrario se infravalorara si se toman pacientes
asintomaticas sometidas a ligadura tubarica en las que se observa en un 4.1% y sélo se
diagnosticaran los estadios mas benignos (Eskenazi B. y Warner M. L. 1997). Dado que
tomar sélo las pacientes intervenidas como afectas representa un sesgo, algunos autores
intentaron estimar la prevalencia en la poblacién general recogiendo no sélo las
pacientes en las que se diagnostic6 endometriosis en una intervencion, sino también
aquellas que presentaban una exploracién compatible con la enfermedad, como
Houston et al. (Houston D. E.; Noller K. L. et al. 1987) o que referfan una
sintomatologia compatible, como Kjerulff et al. (Kjerulff K. H., Erickson B. A. et al.
1996). La critica a estos trabajos es evidente: ni se puede asegurar que presentaran
endometriosis los casos ni se podia descartar en los controles. En estos trabajos la
prevalencia oscilaba entre 2.5-6.9%. Segun Eskenazi et al. (Eskenazi B. y Warner M. L.
1997), sélo se sabra la incidencia real cuando se halle un marcador biolégico no invasivo

para su diagnostico. Segun Evers et al. (Evers J. L., Land J. A. et al. 1998), la incidencia
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de la endometriosis es universal en tanto que se trata de un trastorno que cualquier
mujer puede presentar en algin momento de su vida, con fases de agudizaciéon y

remision espontaneas.

Existen innumerables publicaciones sobre factores de riesgo para la
endometriosis, pero pocos estudios reunen las condiciones de estudios epidemiolégicos
bien estructurados. Eskenazi et al. revisaron unos 100 estudios sobre el tema y hallaron
s6lo 12 autores hasta 1999 que habfan publicado trabajos con las condiciones necesarias
en un estudio epidemioldgico: estudio de cohortes o caso-control, casos de
endometriosis confirmados por cirugfa, criterios de seleccion de controles claramente
definidos y analisis ajustado por potenciales factores de confusion (Eskenazi B. y

Warner M. L. 1997).

Los factores de riesgo para la endometriosis considerados hasta el momento son:

- La edad: la endometriosis se limita a los afios reproductivos, incrementandose el
riesgo a partir de los 36 anos (Sangi-Haghpeykar H. y Poindexter A. N., 3rd 1995)
con una maxima incidencia entre los 40 y 44 afios (Vessey M. P., Villard-Mackintosh

L. et al. 1993).

- Etnicos: s6lo el estudio de Sanghi-Haghpeykar y Poindexter (Sangi-Haghpeykar H. y
Poindexter A. N, 3rd 1995) encontrd asociaciéon con la raza asiatica con una odds

ratio (OR) de 8.6 (IC del 95%, 1.4-20.7).
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- Clase social: solo el estudio de Makhlouf Obermeyer et al. encontré una asociacion
positiva entre clase socioeconémica alta y endometriosis (Makhlouf Obermeyer C.,
Armenian H. K. et al. 1986). Los propios autores pensaron que podia tratarse de un
sesgo por el menor acceso a la cirugia y a los servicios médicos en general de las

clases mas desfavorecidas.

- Caracteristicas menstruales: en varios estudios se ha asociado el riesgo de
endometriosis a aquellos factores que suponfan una exposiciéon aumentada a la
menstruacion, esto es, ciclos cortos, larga duracion del flujo, menor paridad etc. En
su estudio, Cramer et al. hallaron mayor riesgo para aquellas pacientes con ciclos
cortos, flujo duradero, dismenorrea, flujo abundante, y mayor numero de tampones
y compresas utilizados (Cramer D. W., Wilson E. et al. 1986). Darrow et al. hallaron
una incidencia significativamente mayor entre los casos menores de 30 afios con
flujo menstrual superior a 6 dias, flujo abundante, dismenorrea severa, dismenorrea
progresivamente mas intensa y uso de tampones mas de 14 afios: la frecuencia de
estas caracterfsticas era mayor pero no significativa para pacientes mayores a 30 afios
(Darrow S. L., Vena J. E. et al. 1993). Parazzini et al. observaron mayor riesgo de
endometriosis entre mujeres con ciclos irregulares, menor paridad y menos
interrupciones voluntarias del embarazo (Parazzini F., Ferraroni M. et al. 1994).
Sanghi-Haghpeykar et al. observaron que los casos con endometriosis presentaban
periodos de mas de 6 afos sin interrupciéon de menstruaciones y tendian a menor
paridad: de forma contradictoria, presentaban ciclos prolongados pero los propios
autores lo atribuyeron a que se trataba de endometriosis leves o moderadas halladas

en una ligadura tubarica (Sangi-Haghpeykar H. y Poindexter A. N., 3rd 1995).
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Anticoncepcién: en cuanto al uso de métodos anticonceptivos, se ha relacionado el
uso de anticonceptivos orales en el pasado con el riesgo de endometriosis (Vessey
M. P., Villard-Mackintosh L. et al. 1993; Parazzini F., Ferraroni M. et al. 1994; Sangi-
Haghpeykar H. y Poindexter A. N., 3rd 1995) pero los autores en sus publicaciones
coincidfan en que se podia tratar de un sesgo, en tanto que los anticonceptivos
enmascaran los sintomas de la endometriosis y se administran frecuentemente para
tratar la dismenorrea, retrasando su diagnéstico al momento en que se abandonan.
En cuanto al uso de DIU, Vessey et al. (Vessey M. P., Villard-Mackintosh L. et al.
1993) hallaron mayor riesgo para usuarias del método en el pasado (no en actuales),
atribuyendo también el hallazgo a un sesgo en tanto que las algias son motivo de
retirar el dispositivo; Parazzini et al. no hallaron relacién con el uso de DIU en el
presente ni en el pasado (Parazzini F., Ferraroni M. et al. 1994) y Sanghi-Haghpeykar
et al. sf hallaron mayor riesgo de endometriosis para un uso entre dos y cuatro afios
(Sangi-Haghpeykar H. y Poindexter A. N., 3rd 1995). Ningtin autor ha hallado

relacion entre los métodos barrera y la aparicion de la enfermedad.

Estilo de vida: los habitos de vida que se asocian a una disminucién en los niveles de
estrégenos se han relacionado con una menor incidencia de endometriosis. Asi lo
referfan Cramer et al. (Cramer D. W., Wilson E. et al. 1986) y Darrow et al. (Darrow
S. L., Selman S. et al. 1994) en sus estudios, relacionando tabaquismo severo de
inicio temprano (antes de los 17 y 16 afios respectivamente) y menor incidencia de
endometriosis. También el ejercicio fisico podria proteger frente a la endometriosis:
mas de dos horas por semana iniciandolo antes de los 25 afios, segiin Cramer et al.
(Cramer D. W., Wilson E. et al. 1986), aunque el autor comentaba en su trabajo que

el sesgo se podia producir en este caso porque las pacientes con endometriosis
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tendrian dificultad para realizar ejercicio fisico a causa del dolor abdominal. Otros
habitos de vida se han relacionado con una mayor incidencia de endometriosis,
como son la ingesta de café y la ingesta de alcohol (Grodstein F., Goldman M. B. et
al. 1993; Grodstein F., Goldman M. B. et al. 1994) : los autores reconocian que
podia haber un sesgo por reducciéon voluntaria de café y del enolismo en mujeres
gestantes, en lactancia materna o en mujeres con nifios pequefios, que no se habria

dado en mujeres infértiles con endometriosis.

- Distribuciéon corporal de la grasa: la distribuciéon de la grasa también se ha
relacionado con el riesgo de endometriosis. Darrow et al. hallaron mayor riesgo en
las mujeres con obesidad periférica que con obesidad central, aunque sélo en
menores de 30 afios y lo relacionaban con un mayor nivel de estrégenos en ellas. El
hecho de que no se hallara la misma relacion en mujeres de mas de 30 afios lo
atribuyeron a un incremento del perimetro de las caderas habitual a partir de esta

edad (Darrow S. L., Selman S. et al. 1994).

- Factores genéticos: en un estudio de Simpson et al,, el 6.9% de familiares de una
paciente afecta presentaron la enfermedad frente al 1% del grupo control (Simpson
J. L., Elias S. et al. 1980). Es también notable la concordancia en la aparicién de la
enfermedad entre gemelas monocigotas (Hadfield R. M., Mardon H. J. et al. 1997).
Un reciente estudio caso-control de Stefansson et al. en Islandia, basado en 750
casos de endometriosis, observd una OR de 5.20 (intervalo de confianza —IC- del
95%, 3.4-7.16) para hermanas y de 1,56 (IC de confianza del 95%, 1.13-1.93) para
primas de primer grado (Stefansson H., Geirsson R. T. et al. 2002). Esta posible

base genética se halla actualmente en investigacion sin conclusiones todavia validas.
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Se impulsan estudios desde Internet, con la creaciéon reciente por parte de
Zondervan et al. (Zondervan K., Cardon L. et al. 2002), de la Universidad de
Oxford, Gran Bretana, de una base de datos abierta a la participacién internacional.
En ella se recoge toda la informacién existente sobre las alteraciones genéticas que

se han estudiado en la endomettriosis.
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1.1.3. Aspectos clinicos de la endometriosis

Un porcentaje variable de pacientes afectas de endometriosis permanece sin
sintomas o con sintomas minimos y la enfermedad se diagnostica en el curso de una
laparoscopia o laparotomia por cualquier otra causa. Los sintomas que con mas
frecuencia llevan al diagndstico de endometriosis son el dolor, la esterilidad primaria o
secundaria y la sintomatologia especifica asociada a localizaciones extrapélvicas de la

endometriosis.

Para algunos autores todo lo publicado sobre sintomatologia de la endometriosis
se basa excesivamente en pacientes diagnosticadas quirdrgicamente, con enfermedad
progresiva y que requieren intervenciones repetidas (Simpson J. L., Elias S. et al. 1980;
Jansen R. P. y Russell P. 1986). Pero la enfermedad no sélo puede ser asintomatica, sind
incluso transitoria y autolimitada en muchas pacientes (Evers J. L., Land J. A. et al.
1998), con un espectro de sintomas mucho mas amplio que el descrito en muchos
tratados (Martin D. C. y Ling F. W. 1999): esto parece confirmarse en trabajos en los
que se observaba que entre el 64 y el 67% de pacientes diagnosticadas de endometriosis
en un estudio por esterilidad no presentaban sintoma alguno (Moen M. H. 1995). El que
se trata de una enfermedad en ocasiones transitoria se ve apoyado por el estudio de
Fedele et al, en el que describen una tasa del 27% de remision espontanea de la
dismenorrea y de las lesiones en pacientes diagnosticadas de endometriosis (Fedele L.,
Bianchi S. et al. 1993). Con todos estos datos se concluye que la endometriosis puede
ser en ocasiones asintomatica, en otras episodica y autolimitada en la vida de una mujer,

siendo una enfermedad infradiagnosticada ante dolor pélvico inespecifico que se

10
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controlara con tratamiento médico (hormonal o analgésico), sin un diagnostico ni tan
siquiera de sospecha. Ello no nos tiene que hacer perder de vista que el 63% de las
endometriosis diagnosticadas progresa y por tanto el hallazgo de una endometriosis

implica su tratamiento (Fedele L., Bianchi S. et al. 1993).

Endometriosis y dolor

Clasicamente se ha dicho que hay que sospechar endometriosis ante una
dismenorrea y/o una dispateunia profunda, especialmente si éstas son claramente
secundarias, después de varios afios de menstruaciones y relaciones normales. También
el dolor pélvico inespecifico, sin relacién con menstruaciones o relaciones sexuales,
puede ser un signo de endometriosis, sea difuso o localizado, con frecuencia en el recto.
Las pacientes pueden referir también dolor lumbar. Se cree que la intensidad del dolor
suele estar mas en relacién con la profundidad de la invasion de los implantes que con la
extension de la enfermedad y asi mismo que la enfermedad de localizacion central suele
causar mas sintomatologia que la de localizacion lateral. Martin et al. relacionaron no la
intensidad del dolor, sino la persistencia de éste con el estadio de la enfermedad (Martin

D. C.yLing F. W. 1999).

El sintoma algico mas frecuente es la dismenorrea, muy inespecifico sobretodo en
pacientes jovenes, que presentan dismenorrea primaria con mucha frecuencia,
conllevando en ocasiones importantes retrasos en el diagnéstico. Se sospechard
endometriosis en dismenorreas de duraciéon e intensidad superior a lo normal. Segun

Muzii et al., existe una buena correlacion entre la severidad de la dismenorrea, el estadio

11
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de la endometriosis, la profundidad de las lesiones y el nimero de adherencias (Muzii L.,

Marana R. et al. 1997).

El dolor localizado en una topografia concreta de la pelvis se ha relacionado
sobretodo con lesiones endometridsicas fibroticas, relativamente antiguas, especialmente
con la profundidad de éstas y con su volumen (Ripps B. A. y Martin D. C. 1992). Segin
L. Demco en lesiones superficiales el dolor localizado se relaciona con la actividad y
vascularizacién de la lesion (Demco L. 1998). Para algunos autores el diagnéstico de
focos endometriésicos dolorosos se facilita si la exploraciéon de la paciente se realiza

durante la menstruaciéon (Koninckx P. R., Meuleman C. et al. 1996)

Un dolor caracteristico en la endometriosis es el que se despierta especialmente
durante el acto sexual (dispareunia profunda). No se suele producir en casos de
endometriosis ovarica aislada y si especialmente en casos de implantes en fondo de saco
de Douglas. Casos mas excepcionales de endometriosis vaginal se asocian también a

dispareunia (Martin D. C. y Ling F. W. 1999).

El dolor pélvico crénico, definido como un dolor no ciclico de 6 meses o mas de
duracion, se ha relacionado también con la existencia de endometriosis. El hecho de que
hasta en un tercio de laparoscopias por dolor pélvico crénico no se halle patologia
organica alguna, ha hecho pensar a algunos autores que implantes minimos de
endometriosis podrian haber sido ignorados (Martin D. C. y Ling F. W. 1999). Para W.
Hurd sélo se puede atribuir el dolor pélvico cronico a la endometriosis si se cumplen
tres condiciones: el dolor tiene un minimo componente ciclico o al menos empeora

durante las menstruaciones, se ha diagnosticado la endometriosis durante un acto
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quirdrgico y el tratamiento médico o quirdrgico de la endometriosis ha supuesto algin

tipo de mejoria (Hurd W. W. 1998).

Endometriosis, esterilidad e infertilidad.

La asociacién entre endometriosis, esterilidad e infertilidad es aceptada desde
que se empez6 a definir la enfermedad a principios del siglo XX. Hallamos en la
literatura que del 25 al 50 % de las pacientes infértiles presentan endometriosis y que del
30 al 50% de pacientes con endometriosis seran infértiles (Burns W. N. y Schenken R. S.
1999). En casos de endometriosis severa en los que existe una clara distorsion anatomica
pocas dudas hay respecto a su influencia sobre la fertilidad, pero mas controvertida es
esta asociacion en los casos de endometriosis leve o moderada, que son la mayoria, en
los que la alteracion macroscopica de genitales internos es escasa o nula. La incidencia
de esterilidad en la endometriosis se basé inicialmente en estudios de los afios 30 y 40.
Ni por metodologia ni por la época estos estudios son trasladables a la actualidad.
Posteriormente a partir de los afios 70, al iniciarse la laparoscopia, empezaron a
publicarse estudios retrospectivos comparando la incidencia en pacientes estériles y en
pacientes sometidas a ligadura tubarica, concluyendo que las primeras presentaban con
mas frecuencia endometriosis; estos estudios presentan sesgos importantes que ponen
en duda su validez (Burns W. N. y Schenken R. S. 1999). Estudios postetiores en los
afios 80 y 90 valoraron la eficacia de técnicas reproductivas por factor masculino en
mujeres afectas y no afectas de endometriosis, observando mejores resultados en las no
afectas, como el de Jansen et al. (Jansen R. P. 1986) y Byrd et al. (Byrd W., Bradshaw K.

et al. 1990), aunque el nimero de pacientes incluidas fue bajo, por lo que dificilmente
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son resultados generalizables por criterios de medicina basada en la evidencia. Dos
estudios espafoles, de Portuondo et al. (Portuondo J. A., Echanojauregui A. D. et al.
1983) y Rodriguez-Escudero et al. (Rodriguez-Escudero F. J., Neyro J. L. et al. 1988),
pusieron en duda esta asociacion de endometriosis minima o moderada y esterilidad,
con resultados en técnicas de inseminacion artificial comparables a los obtenidos en
mujeres sanas. Tal vez el estudio mas significativo en este aspecto es el del Canadian
Collaborative Group on Endometriosis, liderado por S. Marcoux, en el que randomizaron
pacientes con endometriosis minima y moderada para laparoscopia exploradora o
laparoscopia quirargica con reseccion de implantes, demostrando una tasa de embarazos
significativamente mayor en el grupo tratado (Marcoux S., Maheux R. et al. 1997). Se
desprende de este estudio que efectivamente la endometriosis, ain minima, produce

esterilidad.

La impresion del clinico, mas o menos avalada por la literatura publicada, es que
una paciente con endometriosis es una paciente con alto riesgo para presentar esterilidad
y al contrario, que ante una esterilidad no atribuible a otras causas, la endometriosis
puede ser la determinante. Los factores que se han estudiado y que podrian explicar esta

relacién son:

- Distorsiéon anatémica: producida por los endometriomas o las adherencias

consecuencia de la enfermedad (Speroff L, Glass R.H. et al. 1999).

- Alteraciones en el ciclo menstrual y ovarico: oligoanovulacién (Matorras R.,

Rodriguez F. et al. 1990), insuficiencia lutea (Lessey B. A. y Young S. L. 1997; Burns

W. N. y Schenken R. S. 1999), menor expresion de una molécula de adhesion -la
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integrina o 33— en la ventana de implantaciéon (Lessey B. A. y Young S. L. 1997),

cambios en la producciéon hormonal y alteraciones en el tamafio de los foliculos

(Ledger W. L. 1999).

Niveles de prolactina: aunque algunos estudios habian descrito niveles de prolactina
elevados en la endometriosis, estudios posteriores han dado resultados
contradictorios (Matalliotakis 1., Panidis D. et al. 1996; Burns W. N. y Schenken R.

S. 1999).

LUF (por Luteinized Unruptured Follicle Syndrome): 1a asociacion entre endometriosis y
“sindrome del foliculo luteinizado y no roto”, LUF por Luteinized Unruptured Follicle
Sindrome en inglés, ha estado en controversia durante varios afios. Un trabajo de Mio
et al, en el que se utilizaban criterios ecograficos para diagnosticar LUF,
demostraron que efectivamente se producifa mas frecuentemente en los casos de
endometriosis, 24% frente a un 6% de controles (Mio Y., Toda T. et al. 1992). Otros
autores hallaron mediante estudios parecidos menor incidencia (Burns W. N. y

Schenken R. S. 1999) por lo que el tema todavia esta en controversia.

Anticuerpos antiendometriales y activaciéon policlonal no especifica de linfocitos B:
varios estudios describieron una mayor incidencia de anticuerpos antiendometriales
en la endometriosis, postulandose que éstos podrian alterar la implantacion
(Martinez-Roman S., Balasch J. et al. 1997). Otros autores han visto que en
pacientes estériles sin endometriosis los niveles de anticuerpos antiendometriales
son también elevados (Odukoya O., Bansal A. et al. 1996). Actualmente se estudian

determinados epitopos endometriales y la existencia de anticuerpos contra ellos
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(Yeaman G. R., Collins J. E. et al. 2002). En cuanto a la activaciéon policlonal no
especifica de linfocitos B, si bien se hipotetizé que podia ser uno de los mecanismos,
la asociacion con enfermedades que la presentan como el lupus eritematoso no llega

a la significacion (Kilpatrick D. C., Haining R. E. et al. 1991).

Macrégagos peritoneales: varias publicaciones han demostrado que efectivamente
existe una repuesta peritoneal inflamatoria exacerbada en la endometriosis,
sobretodo a expensas de los macréfagos peritoneales tal como revisan Santanam et
al. Un aspecto que se ha investigado es cémo afecta esta respuesta inflamatoria
peritoneal, sea causa o consecuencia de la enfermedad, a la esterilidad. Los
resultados de estos estudios han sido contradictorios y en todo caso todavia no hay

conclusiones definitivas al respecto (Santanam N., Murphy A. A. et al. 2002).

Prostaglandinas en el liquido peritoneal: existen tantos estudios que hallan
diferencias en los niveles de prostaglandinas en liquido peritoneal entre pacientes
con endometriosis y controles como estudios que no las encuentran (Zahradnik H.
P., Schafer W. et al. 1992) con lo que no hay ideas claras al respecto. En estos
ultimos diez afios no se han publicado trabajos significativos sobre prostaglandinas y

endomettiosis.

Otra cuestion es la asociacion entre endometriosis y abortos de repeticion: en los
afios 80, varias publicaciones establecieron esta asociacion basandose en estudios
retrospectivos y sin grupo control (Groll M. 1984). Estudios posteriores, mejor

disefiados y controlados, no la han confirmado: asi en un estudio espafiol de
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Matorras et al. (Matorras R., Rodriguez F. et al. 1998), relativamente reciente, no se
evidenciaron diferencias en la tasa de abortos entre pacientes con endometriosis y

otras pacientes estériles.

Endometriosis extrapélvica

Segin G. Honoré se han descrito implantes endometriésicos en casi cualquier
topografia excepto corazén y bazo (Honore G. M. 1999). Su incidencia real es
desconocida y desde luego mucho mas excepcional que la endometriosis pélvica. Para
Singh et al. la edad de diagndstico podria ser de media algo mas tardia que en los casos
de endometriosis pélvica, entre 34 y 40 afios, mientras que en la endometriosis pélvica es
entre 25-30 afios (Singh K. K., Lessells A. M. et al. 1995). Se discutira en el capitulo de
E7 origen de la endometriosis 1a causa de estos implantes. Markham et al. propusieron una
clasificacién para las pacientes afectas de endometriosis extrapélvica: la clase I en la
endometriosis gastrointestinal, la c/ase U en la de tracto urinario, la clase I en la toracica y
la clase O en el resto de ubicaciones. A su vez subdividieron la endometriosis en
intrinseca o extrinseca y segun el tamano de la lesiéon. Con ello se pretendia unificar
criterios para el estudio de los distintos casos publicados en todo el mundo, aunque en
realidad esta clasificacion no se ha generalizado (Markham S. M., Carpenter S. E. et al.

1989).

El aparato digestivo es la localizacion mas frecuente de endometriosis extrapélvica y

de hecho entre un 5-15% de los casos de endometriosis pélvica tiene algin tipo de

afectacion del tracto gastrointestinal (Prystowsky J. B., Stryker S. J. et al. 1988). Las
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localizaciones mas frecuentes son, en orden decreciente: recto, sigma, apéndice, ileo,
yeyuno y ciego (Bergqvist A. 1992). La endometriosis en tracto gastrointestinal puede
ser un hallazgo casual en una laparotomia o laparoscopia por otro motivo: hasta el 50%
de las pacientes son asintomaticas en los casos de afectaciéon de intestino delgado
(Honore G. M. 1999). En las pacientes que presentan sintomatologia, ésta puede ser
ciclica al inicio de la enfermedad aunque posteriormente las lesiones fibroticas la

convertiran en continua y suele deberse a obstrucciéon (Zwas F. R. y Lyon D. T. 1991).

La endometriosis del aparato urinario es la segunda en frecuencia de las
localizaciones extrapélvicas (Honore G. M. 1999). Suele ir asociada a la existencia de una
endometriosis pélvica aunque se han descrito casos de sélo endometriosis urinaria en
pacientes con un antecedente de cirugfa pélvica, especialmente cesareas (Honore G. M.
1999). La localizaciéon mas frecuente es la vesical con el 80% de los casos, seguida de la
ureteral con el 10-15% de los casos (Honore G. M. 1999). Los sintomas mas frecuentes
son dolor en la region vesical y dificultades en la miccidn, especialmente durante la

menstruacion.

Existen en la literatura mas de 100 casos descritos de endometriosis pleural y
pulmonar (Honore G. M. 1999). Suelen ser lesiones tnicas aunque Foster et al. han
descrito casos de diseminaciéon miliar (Foster D. C., Stern J. L. et al. 1981). El lado
derecho es donde se produce con mas frecuencia y de éste, la superficie diafragmatica de
la pleura (Elliot D. L., Barker A. F. et al. 1985). En el 80% de los casos coexiste una
endometriosis pélvica, sobre todo si la afectaciéon es pleural; en los casos de afectacion
pulmonar la presentacién aislada con o sin el antecedente de cirugia uterina es mas

frecuente (Honore G. M. 1999). La clinica mas comun es el neumotorax catamenial.
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Mas raramente se produce un hemotérax con la menstruacion o incluso una hemoptisis

ciclica en casos de afectacién parenquimatosa.

La localizacién mas habitual de endometriosis cutanea es en la pared abdominal,
sobretodo en la zona umbilical y siempre en relaciéon a cicatrices previas (Brenner C. y
Wohlgemuth S. 1990). En la regiéon inguinal se han descrito sin relacién a cicatrices
(Purvis R. S. y Tyring S. K. 1994). La intervencién previa suele ser una incisioén sobre un
utero gravido: al parecer es mas frecuente en uterotomias practicadas para interrumpir
una gestacion en el segundo trimestre que en cesareas a término (Bergqvist A. 1992).
También se ha descrito endometriosis de pared abdominal relacionadas con trayectos de
trocares para laparoscopia (Brenner C. y Wohlgemuth S. 1990; Purvis R. S. y Tyring S.
K. 1994; Healy J. T., Wilkinson N. W. et al. 1995) e incluso en el trayecto de una aguja
después de una amniocentesis (Ferrari B. T. y Shollenbarger D. R. 1977; Kaunitz A. y Di

Sant'Agnese P. A. 1979).

La endometriosis puede producirse también en genitales externos, vagina y cérvix.
Se pueden hallar nédulos endometriésicos en vagina aunque posiblemente es una
patologia infradiagnosticada por ser muchos casos asintomaticos: (Honore G. M. 1999).
En los sintomaticos, se suele producir dispareunia y metrorragia postcoital. La
afectacion en el cérvix se ha descrrito aislada y asociada a afectacién de tabique
rectovaginal y suele ser asintomatica. L.os focos endometridsicos en la zona perineal y
perianal aparecen en la mayorfa de casos en una episiotomia y la clinica suele ser un
nédulo doloroso con exacerbaciones del dolor durante la menstruaciéon (Paull T. y

Tedeschi L. G. 1972).
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Se ha descrito endometriosis en el pubis, gluteos, tobillo, rodilla, hombro, codo
antebrazo y mano (Honore G. M. 1999). Existen una veintena de casos descritos de
ciatalgia menstrual en relacion a endometriosis del nervio ciatico (Papapietro N., Gulino
G. et al. 2002), tratados con liberacién quirdrgica del nervio y hormonoterapia con mas
o menos éxito. Hay tres casos de endometriosis del nervio obturador (Bergqvist A.
1992) y algunos casos de endometriosis del sistema nervioso central presentando
hemorragia subaracnoidea ciclica (Duke R., Fawcett P. et al. 1995) asi como crisis

convulsivas coincidiendo con la menstruacion (Ichida M., Gomi A. et al. 1993).

Endometriosis en el hombre.

Hay contados casos descritos de endometriosis en el hombre (Honore G. M.
1999). Se trata de hombres entre 50 y 83 afios con historia de adenocarcinoma
prostatico, tratados con un esteroide sintético (clorotrianiseno) ademas de radioterapia
y/o prostatectomia y/o orquiectomia. La endometriosis se localizaba en el aparato
urinario o en pared abdominal baja. La anatomia patoldgica fue confirmativa de
endometriosis. La clinica se caracteriz6é por dolor relacionado con la localizacién de los
implantes y en ocasiones hematuria. La reseccion y suspender el esteroide solucionaron
el cuadro. La explicacién mas aceptada para el origen de estos implantes, tal como
discutiremos en el apartado de etiopatogenia, es el estimulo de los esteroides sobre

restos embriolégicos mullerianos.
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Transformacion maligna.

Excepcionalmente (entre el 0.3 y 0.8%) se produce una transformacién maligna
del tejido endometridsico (Clement P. B. 2002). Este hecho ya fue descrito por
Sampson en su época (Sampson J. A. 1925). Por entonces Sampson establecié que para
atribuir la neoplasia al implante endometridsico la endometriosis debia estar en intima
relacién con el cancer, la histologia del cancer debia ser compatible con un origen
endometrial y ningin otro primario debfa coexistir. El diagnostico definitivo se harfa
pot obervacion de la transformacion progresiva del tejido benigno al maligno y no por

la mera coexistencia de ambos.

Normalmente la transformaciéon maligna se produce en la localizaciéon ovarica.
La malignizaciéon de endometriosis extraovarica es muy rara, con alrededor de 60 casos
descritos hasta la fecha (Hitti I. F., Glasberg S. S. et al. 1990; Jones K. D., Owen E. et al.
2002; Slomovitz B. M., Soslow R. A. et al. 2002)): la media de edad son los 48 afios, la
mayoria localizados en septo rectovaginal, vagina o vejiga, aunque hay casos descritos en
intestino delgado, ombligo y ganglios linfaticos. Okugawa et al describen un caso de
transformacion maligna que atribuyen a la administracion de tamoxifen (Okugawa K.,

Hirakawa T. et al. 2002).

El tipo histologico mas frecuente es el carcinoma endometrioide con el 90%. El
carcinoma de células claras aparece en segundo lugar con un 14%, siendo otros tipos
mas excepcionales: cistoadenomas de bajo potencial maligno, tumores mucinosos,
carcinomas escamosos, sarcomas estromales, tumores mesodérmicos mixtos malignos y

adenosarcomas (Clement P. B. 2002).
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1.1.3. Diagnostico v estadiaje de la endometriosis

Después de una anamnesis adecuada hay que proceder a la exploracion general
de la paciente y a una palpacién abdominal que de entrada sera probablemente negativa.
Procederemos a la especuloscopia, que acostumbra a resultar anodina salvo casos raros
de implantes endometridsicos vaginales, y al tacto vaginoabdominal. Sera especialmente
interesante realizarlo en el momento de la menstruaciéon dado que la sintomatologia
dolorosa se exacerba. Con una cierta frecuencia tactaremos un utero en retroversion
doloroso a la movilizacién y los ovarios pueden estar aumentados y dolorosos por la
presencia de endometriomas. En un tercio de las pacientes afectas se tactaran nédulos

dolorosos en los ligamentos uterosacros (Speroff L, Glass R.H. et al. 1999).

Los examenes complementarios que ayudaran al diagnéstico de endometriosis
son la ecografia (Friedman H., Vogelzang R. L. et al. 1985) y la resonancia magnética
(Arrive L., Hricak H. et al. 1989), que pueden describir la presencia de endometriomas
ovaricos. El diagnéstico diferencial sera dificultoso en estos casos con los quistes
hemorragicos (Alcazar J. L., Laparte C. et al. 1997). Hay que destacar que ninguna de las
dos pruebas puede diagnosticar implantes peritoneales o adherencias, por lo que aunque
los examenes complementarios resulten negativos, el diagnéstico de endometriosis debe
seguir considerandose ante una clinica de sospecha (Hemmings R. 1998). El diagnéstico
definitivo se hara por laparoscopia exploradora y en algunos casos con grandes masas
anexiales puede indicarse una laparotomia de entrada. La determinaciéon de CA-125
como marcador serolégico, elevado en endometriosis extensas, resultarfa util en el

seguimiento mas que en el diagnéstico (Speroff L, Glass R.H. et al. 1999). El
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diagnéstico en la endometriosis extrapélvica requerira distintos examenes

complementarios segun la localizacion.

Diagnostico anatomopatologico de la endometriosis

Macroscopicamente las lesiones que observaremos son muy variables y ello hace
que el diagnéstico no sea siempre facil. El aspecto mas caracteristico es el del llamado
quiste de chocolate, que consiste en un endometrioma lleno de sangre, coloracion
marrén oscuro. Por lo demas, las lesiones pueden ser rojas, negras, azules o blancas sin
pigmentacion (Speroff L, Glass R.H. et al. 1999). También son lesiones de
endometriosis las adherencias, defectos peritoneales o implantes con aspecto de
endometrio fresco, color tostado. Nisolle et al. han descrito incluso que del 6 al 13% de
mujeres infértiles con peritoneo normal presentan lesiones endometriésicas cuando se
biopsian, aunque se desconoce la trascendencia clinica que esto pueda tener (Nisolle M.,
Paindaveine B. et al. 1990). Con todo ello la conclusién que hay que sacar es que, dada
la variedad cualitativa y cuantitativa de las lesiones, durante la laparosocopia hay que
examinar muy cuidadosamente la pelvis y la cavidad abdominal antes de descartar
totalmente el diagndstico de endometriosis. La localizacion mas frecuente son los
ovarios, seguido de la localizacién extensa anterior en ligamento ancho y vejiga y la
localizacion posterior en fondo de saco de Douglas y ligamentos aterosacros (Gruppo

Italiano per lo Studio dell' Endometriosi 1994).
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El aspecto microscopico de los implantes endometridsicos suele consistir en una
o mas glandulas recubiertas de epitelio endometrioide, rodeado por una densa capa de
células pequefas fusiformes caracteristicas del estroma endometrial no neoplasico. Se
acompafia de pequefios vasos a veces ingurgitados que suelen llamar la atencién sobre
esta lesion (Clement P. B. 2002). Las glandulas pueden ser desde simples, a
microscopicamente dilatadas, hasta quistes macroscoépicamente evidentes: estos quistes
son mas frecuentes en el ovario y excepcionales en implantes endometridsicos de otras
ubicaciones. En el ovario la localizacién suele ser en el cortex y si los implantes son
superficiales se acompafian con frecuencia de células inflamatorias y adherencias. En
mujeres premenopausicas se observan cambios ciclicos con las fluctuaciones
hormonales del 44 al 80% de los casos y si se examinan varios focos de una misma
paciente en el mismo momento su morfologia es parecida (Bergqvist A., Ljungberg O.
et al. 1984). En pacientes postmenopausicas el aspecto de los implantes es de glandulas
atroficas recubiertas por un epitelio aplanado, rodeadas por un estroma denso y
fibrético con tendencia a ser mas celular cerca de las glandulas, lo cual es una pista
diagnostica (Clement P. B. 2002); en algunos casos las glandulas del implante conservan
una cierta actividad. En el momento de la menstruaciéon en mujeres premenopausicas se
puede observar hemorragia e infiltracion difusa por histiocitos, que convierten los
hematies extravasados en glicolipidos, y pigmento granular marrén, constituyendo
células pseudoxantomatosas que llegan a substituir practicamente todo el estroma
(Clement P. B. 2002). La cantidad de pigmento en las lesiones se relaciona con la edad
de la paciente y el tiempo de evolucién de los implantes (Jansen R. P. y Russell P. 1980).
Si las lesiones ovaricas se convierten en quistes endometriales, estos quedan recubiertos
de un epitelio en monocapa cuboidal que puede tener alguna caracteristica que recuerde

al epitelio endometrial pero que con frecuencia es inespecifico: la existencia de estroma
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endometrial subyacente nos orientara el diagnoéstico. No es raro que este estroma sea
tejido conjuntivo fibroso en el que la existencia de alguna célula pseudoxantomatosa nos
dé un diagnéstico de presuncion. Los quistes de larga evolucion pueden presentar
calcificacion. En estos quistes el epitelio, focalmente, puede aparecer con atipia nuclear
de significado incierto pero si esta atipia es aislada no parece tener ninguna consecuencia
clinica segin estudios de Seidman et al (Seidman J. D. 1996). Otros hallazgos
microscopicos en los focos de endometriosis que podemos hallar son metaplasia
glandular, decidualizacién por gestaciéon o tratamiento con gestagenos, hiperplasia
glandular, metaplasia estromal, endometriosis estromal en el ovario (sin evidencia de
glandulas) y nédulos pseudoxantomatosos necréticos en mujeres menopausicas, entre

otros hallazgos mas raros (Clement P. B. 2002).

Estadiaje de la endometriosis.

Una vez realizado el diagnostico de endometriosis se debe intentar clasificar ésta
en funcién de la gravedad del cuadro. La clasificacién mas utilizada es la revisada en
1985 por la Awmerican Fertility Society (American Fertility Society 1985), actual American
Society for Reproductive Medicine, basada en el tamafio de los implantes, su localizacion
anatomica y la existencia de adherencias, informacién que se habrd recogido en el
momento de la laparoscopia o laparotomia. En ella se intenta establecer el prondstico
reproductivo de la paciente. Segin las caracteristicas y situacion de los implantes y
adherencias, se obtienen distintas puntuaciones que dictaran un estadio mas o menos

avanzado de la enfermedad. Dicha clasificacién se recoge en la siguiente tabla.
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Tabla 1: Estadiaje de la endometriosis

o ENDOMETRIOSIS |[<1cm 1-3 cm >3 cm

m

£ [Superficial 1 2 4

=

E Profunda 2 4 6

~
D | Superficial 1 2 4

o Profunda 4 16 20

5 I Superficial 1 2 4

% Profunda 4 16 20
OBLITERACION Parcial Completa
FONDO SACO
POSTERIOR 4 40
ADHERENCIAS <1/3 1/3-2/3 >1/3

Compromiso Compromiso Compromiso

D Tenues 1 2 4

9 Densas 4 8 16

Eé I Tenues 1 2 4

% Densas 4 8 16
D Tenues 1 2 4

é <ZC Densas 4% 8* 16

% % 1 Tenues 1 2 4

Iﬂj S Densas 4% 8% 16

*  Si el extremo fimbriado de la trompa uterina esta completamente comprometido,
cambiar la asignacion de puntos a 16.

Estadio I (Minimo): 1-5

Estadio II (Leve): 6-15

Estadio III (Moderado): 16-40

Estadio IV (Profunda): >40
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Esta clasificaciéon ha sido muy discutida en tanto que para algunos autores
correlaciona escasamente el estadio con la severidad del dolor. Asi Koninckx et al.
observaron que la correlacion del dolor es sobretodo con la profundidad de las lesiones
y no con el estadio de la AFS (Koninckx P. R., Meuleman C. et al. 1991). El sistema no
tiene en cuenta ni la actividad celular del implante, ni la masa o la profundidad de
infiltracion de las lesiones, determinaciones con las cuales la correlaciéon con el dolor
serfa para algunos autores como C.A. Winkel mas acertada (Winkel C. A. 1999). Otros
autores menos criticos con la clasificaciéon hallan buena correlacién con el estadio y la
recidiva de la sintomatologfa después del tratamiento, como Waller et al. (Waller K. G. y
Shaw R. W. 1993), asi como con la historia de dolor pélvico crénico, como Stovall et al.
(Stovall D. W., Bowser L. M. et al. 1997). Para C.A. Winkel la falta de correlacion
hallada entre la clasificacién y la clinica se debe a que distintos estadios responden a
diferentes enfermedades o al menos a distintas variedades de una enfermedad, con

distintos origenes, distinta clinica y distinta respuesta al tratamiento (Winkel C. A. 1999).
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1.1.4. Tratamiento de la endometriosis

La evidencia de que el crecimiento de los implantes endometridsicos es
hormonodependiente ha hecho que la modificaciéon del medio hormonal sea el
tratamiento habitualmente utilizado. En los ultimos afios han aparecido varias
publicaciones intentando establecer la idoneidad de los distintos tratamientos utilizados.
Asi se han revisado con criterios de medicina basada en la evidencia el tratamiento
médico (Moghissi K. S. 1999; Moore J., Kennedy S. et al. 2000; Prentice A., Deary A. J.
et al. 2000; Prentice A., Deary A. J. et al. 2000; Selak V., Farquhar C. et al. 2000; Rice V.
M. 2002), el tratamiento quirdrgico (Kim A. H. y Adamson G. D. 1999; Wilson M. L.,
Farquhar C. M. et al. 2000; Martin D. C. 2002), la combinacién de ambos (Winkel C. A.
1999; Olive D. L. y Pritts E. A. 2002) y la eficacia en estas pacientes de las técnicas de

reproduccion asistida (Dokras A. y Olive D. L. 1999; Olive D. L. y Pritts E. A. 2002).

En el tratamiento de la endometriosis los dos objetivos evidentes son el control de
la sintomatologia dolorosa y la mejora de la posible infertilidad que esta enfermedad
pueda acarrear. Para Olive et al. (Olive D. L. y Pritts E. A. 2002) encontrar estudios en
los que se valore la mejoria del dolor es mas facil que aquellos que tratan de valorar el
efecto sobre la fertilidad, en tanto que en la esterilidad pueden concurrir multiples
factores aparte de la endometriosis, el seguimiento en el tiempo debe ser mas
prolongado y la asociaciéon entre endometriosis y esterilidad-infertilidad no es clara,
hablandose en general de “subfertilidad”, ademas de existir un porcentaje de gestaciones

espontaneas en pacientes con endometriosis que se debe considerar.
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Tratamiento del dolor en la endometriosis

Como primera linea de tratamiento médico para el dolor asociado a la endometriosis
parece evidente que se puede intentar la analgesia con antinflamatorios no esteroideos,
por el posible papel de las prostaglandinas en el cuadro doloroso y por su eficacia
analgésica comprobada (Moghissi K. S. 1999); este tratamiento es insuficiente en
cuadros severos o de larga evolucidén, en los que se acostumbra a administrar
tratamiento hormonal. Los tratamientos hormonales que se utilizan pretenden inactivar
los implantes. Su eficacia ha sido demostrada en diversos estudios randomizados,
comparandolos con placebo o entre ellos. Asi parece clara la ventaja sobre el placebo de
la medroxiprogesterona (Moghissi K. S. 1999; Prentice A., Deary A. J. et al. 2000; Olive
D. L. y Pritts E. A. 2002), del danazol (Moghissi K. S. 1999; Selak V., Farquhar C. et al.
2000; Olive D. L. y Pritts E. A. 2002), de los analogos de la hormona liberadora de las
gonadotrofinas, abreviado GnRH por Gonadotrophin  Releasing Hormone en inglés
(Moghissi K. S. 1999; Prentice A., Deary A. J. et al. 2000; Olive D. L. y Pritts E. A.
2002) y de los anticonceptivos orales (Moghissi K. S. 1999; Moore J., Kennedy S. et al.
2000; Olive D. L. y Pritts E. A. 2002). En las revisiones de estos autores ninguin
tratamiento parece drasticamente diferente en cuanto a eficacia, aunque si en cuanto a
efectos secundarios. Esto hace que Moore et al. propongan los anticonceptivos orales
como primera linea de tratamiento por la mayor tolerancia de las pacientes a los efectos
secundarios que provocan (Moore J., Kennedy S. et al. 2000). También se demuestra en
varios estudios randomizados que el tratamiento ‘“add-back” con estrégenos y
progesterona al prescribir analogos de la GnRH no disminuye la eficacia de éstos, ni aun
administrandolo desde el primer ciclo, mejorando notablemente la tolerancia por menor

incidencia de efectos secundarios (Moghissi K. S. 1999; Olive D. L. y Pritts E. A. 2002).

29



Introduccion

Respecto al tratamiento quirdargico y su efecto sobre el dolor en la endometriosis, las
revisiones de los trabajos publicados coinciden en que éste es efectivo (Kim A. H. y
Adamson G. D. 1999; Olive D. L. y Pritts E. A. 2002). Destaca especialmente el trabajo
prospectivo, randomizado y ciego de Sutton et al., en el que se evidencia una diferencia
estadisticamente significativa entre el tratamiento quirdrgico de las lesiones asociado a
ablaciéon del nervio uterino y la laparoscopia para estadiaje solamente (Sutton C. J.,
Ewen S. P. et al. 1994; Sutton C. J., Pooley A. S. et al. 1997). Otros trabajos no
evidencian ninguna ventaja anadiendo la ablaciéon del nervio uterino a la reseccion de
los implantes (Olive D. L. y Pritts E. A. 2002). En cuanto la neurectomia presacra,
evaluada en trabajos con pocas pacientes y por tanto de valor limitado, parece tener
cierta eficacia en la dismenorrea pero no en otros tipos de dolor (Wilson M. L.,
Farquhar C. M. et al. 2000). Por ultimo la histerectomia es otra opcién quirtrgica de la
cual hay escasos estudios randomizados (Olive D. L. y Pritts E. A. 2002): en un estudio
retrospectivo de Namnoum et al. se valora la recidiva del dolor con y sin anexectomia,
siendo ésta ocho veces mas elevada en el segundo caso (Namnoum A. B., Hickman T.

N. et al. 1995).

El tratamiento combinado ha sido objeto de algunos estudios randomizados,
habiéndose hallado beneficio al afiadir después de la cirugfa tratamiento médico con
medroxiprogesterona, danazol y analogos (Winkel C. A. 1999; Olive D. L. y Pritts E. A.
2002). La ventaja se producia no tanto reduciendo el cuadro doloroso sino al observarse
menor nimero de recidivas. Existe un estudio randomizado de Parazzini et al. que no
halla ninguna ventaja anadiendo analogos de la GnRH durante tres meses postcirugia

(Parazzini F., Fedele L. et al. 1994).
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Tratamiento de la fertilidad en la endometriosis.

Los mismos tratamientos médicos utilizados para tratar el dolor se han valorado
para tratar la subfertilidad que acompafa a la endometriosis (gestigenos, analogos de la
GnRH, etc). Un metaanalisis de los estudios publicados de Hughes et al. llega a la
conclusion de que estos tratamientos no sélo no consiguen incrementar la fertilidad, si
no que la empeoran si el seguimiento se considera desde el momento del diagnéstico, ya
que durante el tratamiento se obtienen gestaciones en el grupo placebo que la

medicacion evita en el grupo tratado (Hughes E., Fedorkow D. et al. 2000).

El papel del tratamiento quirdrgico en la subfertilidad asociada a la
endometriosis esta universalmente aceptado en casos de correcciéon de la distorsion
anatomica en los estadios III y IV: si bien no hay ensayos randomizados, los trabajos
observacionales dejan lugar a un estrecho margen de duda respecto a la bondad del
tratamiento quirdrgico en estos casos (Olive D. L. y Pritts E. A. 2002). Mas
controvertido es el papel de la cirugfa en estadios leves-moderados: un ensayo
randomizado de Marcoux et al. encontraba una clara ventaja en el grupo tratado
(Marcoux S., Maheux R. et al. 1997) que no se confirmé en un estudio con menos
pacientes de Parazzini et al. (Parazzini F. 1999). Olive et al., realizando un metaanalisis
de ambos estudios, concluye que si existe una cierta ventaja con el tratamiento
quirurgico aunque se necesita tratar 7.7 pacientes para obtener una gestacion de mas

(Olive D. L. y Pritts E. A. 2002).
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Un dltimo aspecto a valorar en el tratamiento de pacientes estériles afectas de
endometriosis es la respuesta de éstas a las técnicas de reproduccion asistida. En varios
estudios parece claro que la estimulacion de la ovulaciéon con o sin inseminacion acelera
la obtencién de una gestacion en ellas (Dokras A. y Olive D. L. 1999; Olive D. L. y
Pritts E. A. 2002). Respecto a la fecundacion 7z vitro no existen estudios randomizados
con suficiente numero de pacientes para llegar a alguna conclusiéon y en los
retrospectivos no se demuestra mayor numero de gestaciones que la simple observacion,
segun datos de Olive et al. (Olive D. L. y Pritts E. A. 2002). En los multiples trabajos
publicados, con resultados contradictorios, tampoco se demuestra que la endometriosis
afecte negativamente el resultado de la fecundacién 7z vitro al compararla con otras
causas de esterilidad, segin Dokras et al. (Dokras A. y Olive D. L. 1999). Ambos
autores exortan a que se realicen mas estudios controlados, randomizados y con un

numero significativo de pacientes para llegar a conclusiones claras.

Tratamiento de la endometriosis extrapélvica

El tratamiento en estas pacientes no esta bien establecido, seguramente por la escasa
cantidad de casos, que no permite estudios randomizados. Parece oportuno
individualizar el tratamiento segun los 6rganos afectos. En estos casos el tratamiento
hormonal o la histerectomia con doble anexectomia se suele asociar a la reseccién del
implante extrapélvico para evitar recidivas, al menos en teorfa. En la endometriosis
ureteral el tratamiento debe ir dirigido a preservar la funcién renal, que en series antiguas
se afectaba con mucha frecuencia por retrasos en el diagnéstico (Honore G. M. 1999).

En la endometriosis del aparato digestivo se suele realizar reseccion de los implantes y
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solo en casos de obstrucciones severas reseccion del tramo de intestino afecto. En el
caso de endometriosis pulmonar o pleural el tratamiento serda médico en primera
instancia para intentar evitar la cirugfa toracica, pero en determinados casos la
pleurodesis e incluso la reseccion segmentaria pueden hacerse necesarias (Gerlinzani S.,
Tos M. et al. 2002)). La endometriosis de partes blandas se soluciona con la reseccion de

los implantes (Jubanyik K. J. y Comite F. 1997; Honore G. M. 1999).

Recidiva y perspectivas de futuro en el tratamziento de la endometriosis

A pesar del tratamiento, la endometriosis recidiva con frecuencia, con tasas que
oscilan del 5 al 20 % al afio y tasa acumulativa global a los 5 afios del 40% (Speroff L,
Glass R.H. et al. 1999). El dolor recidiva a corto plazo, aunque de menor intensidad que
antes del tratamiento. El tratamiento definitivo es la histerectomia con doble
anexectomia, muchas veces de dificil planteamiento por la edad de la paciente o su
deseo genésico. Las tasas de recidiva son parecidas con cualquier tratamiento médico y

s6lo mejoran un poco si se realiza exéresis quirurgica de los implantes.

El motivo por el cual se producen estas recidivas es controvertido, aunque dado que

la etiopatogenia exacta se desconoce, el tratamiento no incide probablemente en la causa

(o causas) que inician la enfermedad, persistiendo los factores que favorecen su génesis.

A la luz de las alteraciones inmunes que se han hallado en el origen de la

endometriosis, se estan investigando tratamientos destinados a estimular la inmunidad
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celular, tipo interleucinas, interferon, loxoribine o levamisole (Vignali M., Infantino M.
et al. 2002). Algunos de estos farmacos, como loxoribine y levamisole, sélo han sido
probados en experimentacién animal con resultados esperanzadores (Keenan J. A,
Williams-Boyce P. K. et al. 1999). Otros se han probado ya en ensayos clinicos: en un
estudio no randomizado, de limitado valor por tanto, Ali et al. inyectaban interferon-
o2b sin resecciéon quirurgica de los implantes y hallaban una mejorfa significativa de la
sintomatologia y del estadio de la enfermedad en el second-look laparoscopico (Ali A. F.,
Fateen B. et al. 2000). Sin embargo un estudio randomizado de Acien et al., utilizando
también interferon-a2b intraperitoneal después de cirugia conservadora y seguido de
tratamiento con analogos de la Gn-RH, hallaba mayor tasa de recidivas en el grupo
tratado con interferon (Acien P., Quereda F. et al. 2002). No se puede todavia establecer
pautas validas para la clinica diaria con farmacos inmunomoduladores. Nuevos estudios

deberan proseguir esta linea de investigacion.
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1.2. EL ORIGEN DE LA ENDOMETRIOSIS

1.2.1. Teorias etiopatogénicas sobre el origen de la endometriosis.

La endometriosis sigue siendo hoy en dia una enfermedad enigmatica. Cémo se
origina la enfermedad es un misterio y existen varias teorfas para explicar su génesis. De
todas ellas, la de la implantacién a partir de menstruacion retrograda es la que mas
aceptacion tiene, aunque no se puede descartar otra teoria totalmente e incluso es
posible que se llegue a desarrollar la misma enfermedad a partir de varios origenes.
Vamos a describir en primer lugar cudles son las teorias existentes para explicar el inicio
de la endometriosis y en un segundo apartado describiremos los conocimientos actuales
sobre herencia, inmunidad y alteraciones moleculares que parecen contribuir al

establecimiento y progresion de la enfermedad.

Teoria de la implantacion

La teorfa de la implantacién postula que el endometrio llegaria a cavidad peritoneal
por flujo retrégrado durante la menstruacion, pasando desde el utero a través de las
trompas, y una vez en el peritoneo se implantarfa. Esta teorfa fue enunciada por

Sampson en 1927 (Sampson J. A. 1927) y varias observaciones han apoyado su validez:
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En experimentacion animal, TeLinde et al. provocaron endometriosis en el 50%
de monos en los que inducian un flujo menstrual hacia cavidad peritoneal
(TeLinde R. y Scott R. 1950) y mas recientemente, D’Hooghe et al. inducian
endometriosis en monos inyectando flujo menstrual en retroperitoneo,

progresando en el 75% de los casos (D'Hooghe T. M., Bambra C. S. et al. 1995).

Varios autores han evidenciado menstruacion retrégrada entre el 76-90% de
mujeres al realizar laparoscopia durante la menstruacion (Halme J., Hammond
M. G. et al. 1984; Liu D. T. y Hitchcock A. 1986). El paso de células
endometriales se puede producir incluso durante una histeroscopia (Egarter C.,
Krestan C. et al. 1996). Por lo tanto es cierto que las células endometriales

pueden alcanzar de una forma u otra la cavidad peritoneal.

Estas células llegadas a la cavidad peritoneal no sélo son viables sino que tienen
capacidad para implantar. La viabilidad de las células endometriales del flujo
menstrual fue demostrada en cultivos por Kettel y Stein en 1951 (Kettel W. y
Stein R. 1951). Incluso se han mantenido en cultivo células endometriales y
estroma recuperados de la cavidad peritoneal (Mungyer G., Willemsen W. N. et
al. 1987). Ridley y Edwards demostraron que, en algunas mujeres, células
endometriales del flujo menstrual se implantaban en su tejido adiposo cuando
eran inyectadas en él (Ridley J. y Edwuards 1. 1958). Schmid inducia
endometriosis implantando endometrio en cupula vaginal de mujeres a las que
histerectomizaba, para provocarles la menstruacion, aduciendo razones

psicolégicas (Schmid H. 1961).
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La aparicion de endometriosis en la episiotomia (Salamalekis E., Vasiliadis T. X.
et al. 1990; Koger K. E., Shatney C. H. et al. 1993; Yackovich F. H., Bender G.
N. et al. 1994) o en laparotomias por cesarea, descrito por varios autores
(Kafkasli A., Franklin R. R. et al. 1996; Hughes M. L., Bartholomew D. et al.
1997; Liang C. C., Liou B. et al. 1998; Gupta R. K., Green C. et al. 2000; Nirula
R. y Greaney G. C. 2000), apoya la teorfa de que el endometrio, desprendido por
el motivo que sea (menstruacién, parto o cesarea, histerosocopia) puede
implantar en otros tejidos del organismo. Incluso Kaunitz et al. han descrito una
endometriosis en el trayecto de la aguja de una amniocentesis (Kaunitz A. y D1

Sant'Agnese P. A. 1979).

Es sabido que aquellas mujeres con alteraciones mullerianas y flujo menstrual
dificultoso a través de la vagina presentan un riesgo incrementado de
endometriosis (Sanfilippo J. S., Wakim N. G. et al. 1986; Olive D. L. y

Henderson D. Y. 1987)

La distribucion de los implantes endometridsicos en la pelvis apoya esta teorfa,
ya que segun S. Jenkins las localizaciones mas frecuentes son las que reciben un

flujo menstrual retrégrado mas intenso (Jenkins S., Olive D. L. et al. 19806).

Otra cuestion serfa explicar por qué la endometriosis se produce en unas mujeres y

en otras no: si bien parece demostrado que flujo menstrual retrégrado existe hasta en el

90% de las mujeres, se calcula que sélo alrededor del 5% de éstas presentan la

enfermedad; asi mismo, de todos los partos y cesareas que se realizan, son contados los

casos en los que se describe endometrio implantado en las cicatrices. Las recientes
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investigaciones sobre factores hereditarios, inmunidad y moléculas de adhesion van

encaminadas a explicar este fendmeno. Lo desarrollaremos en el siguiente apartado.

Teoria de la metaplasia celomicay la induccion metapldsica

Segun recogen Witz et al., esta teorfa fue inicialmente propuesta por Iwanoff y
Meyer (Witz C. A. 1999) y enuncia que la endometriosis se produce por metaplasia de
las células del peritoneo. Ello esta basado en que los conductos mullerianos, el epitelio
germinal del ovario y el peritoneo pélvico derivan de un precursor embrionario comun;
se presupone por tanto que el epitelio germinal y el peritoneo tienen células capaces de
diferenciarse en endometrio, o bien tienen capacidad de indiferenciarse y posteriormente

diferenciarse en células endometriales.

Con esta teorfa se explicarfa la apariciéon de endometriosis en cualquier lugar de la
cavidad abdominal y de la pleura, (Foster D. C., Stern J. L. et al. 1981; Elliot D. L.,
Barker A. F. et al. 1985; Honore G. M. 1999). También se explicaria con esta teorfa la
aparicion de endometriosis en hombres (Honore G. M. 1999), aunque el hecho de que
aparezca en hombres sometidos a terapia estrogénica pareceria apoyar la teoria de que se

ha iniciado por estimulo de restos mullerianos.

Como prueba de la teorfa de la metaplasia celémica y en contra de la teoria de la
menstruacion retrograda, Rosenfeld et al. describen la aparicion de un endometrioma en
una mujer con ausencia de utero por estar afecta del sindrome de Rokitansky: en esta

paciente se observaron trompas normales y “restos” de los cuernos uterinos que no
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fueron analizados anatomopatolégicamente (Rosenfeld D. L. y Lecher B. D. 1981). Es
por ello que en este caso no se puede descartar totalmente paso de células endometriales

a partir de estos restos uterinos o algun resto embrionario conteniendo endomettio.

Una variante de la teorfa metaplasica, que la conciliarfa con la teorfa de la
menstruacion retrograda de Sampson, es la que enuncia que los productos de esta
menstruacion retrégrada son los que inducen metaplasia del peritoneo o del epitelio
germinal del ovario. Experimentos de Levander et al. y Merrill et al. intentaron
demostrar esto, inyectando en tejido adiposo y peritoneo de conejos no células
endometriales viables, sino células desnaturalizadas no viables o productos derivados de
¢éstas. Levander et al. obtuvieron células de aspecto endometridsico pero el resultado no
fue tan claro para Merril et al.,, por lo que esta teorfa no se ha llegado a demostrar

(Levander G. y Normann P. 1955; Merrill J. 1960).

Teoria de los restos embrionarios

Esta teorfa fue enunciada por Von Reckinghausen y Russell a finales del siglo
XIX (Von Recklinghausen F. 1896; Russell W. 1899). En ella postulan que restos
embrionarios de origen mulleriano iniciarfan la endometriosis por determinados
estimulos. Recientemente Mai et al. describieron en algunos pocos casos restos
embrionarios mullerianos junto a focos endometridsicos con aparentes zonas de
transiciéon entre unos y otros (Mai K. T., Yazdi H. M. et al. 1998): los propios autores

reconocen que dado lo excepcional de los casos se tratarfa de un mecanismo poco
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frecuente en el desarrollo de la endometriosis. En todo caso la teoria de los restos
embrionarios podria explicar la aparicion de focos de endometriosis en el varén, tal

como mencionabamos antes.

Teoria de las metastasis linfaticas y vasculares

Tanto J.Halban en 1924 como Sampson en 1927 mencionaban en sus trabajos
por entonces la posibilidad de diseminacién hematégena y linfatica (Halban J. 1924;
Sampson J. 1927). La comunicacion linfatica entre todos los 6rganos de la pelvis es
extensa y el hecho es que C.T. Javert describié6 en 1952 la presencia de células
endometriales en el 6.3% de todas las linfadenectomias pélvicas, en el 29% de
linfadenectomias practicadas a pacientes afectas de endometriosis y en el 6.7% de las
autopsias (Javert C. 1952). La diseminacion hematdgena se demostrd experimentalmente
en conejos en 1940, produciendo endometriosis pulmonar con la inyeccidn intravenosa
de endometrio (Hobbs J. E. y Bortnick A. R. 1940). Es la teorfa mas aceptada para
explicar endometriosis en localizaciones lejos del peritoneo, descritas en la literatura en
varias ocasiones: localizaciones: en parénquima pulmonar (Bednoff S. L. y Garfinkle B.
M. 1965; Granberg I. y Willems J. S. 1977; Hong Y. J., Paik H. C. et al. 1999; Koizumi
T., Inagaki H. et al. 1999; Bhojawala J., Heller D. S. et al. 2000), en hueso, musculo

biceps, nervios periféricos y cerebro (Jubanyik K. J. y Comite F. 1997).
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Teoria mixta: histogénesis multiple

Fue propuesta ya por Javert en 1949 y enuncia que la endometriosis se podria
originar por varios de los mecanismos postulados: implantacion, diseminacion linfatica y
diseminacion hematégena (Javert C. T. 1949). Nisolle et al. proponen de forma similar
que la histogénesis variaria segun la localizacion y tipo de implante endometridsico: por
implantacién en peritoneo pélvico, por metaplasia en ovario y por desarrollo de restos
embrionarios en tabique rectovaginal (Nisolle M. y Donnez J. 1997). Mas recientemente,
Vinatier et al. defienden la posibilidad de que la endometriosis se origine por
menstruacion retrograda induciendo posteriormente metaplasia y desarrollo de restos

mullerianos (Vinatier D., Dufour P. et al. 1999).

Esta teorfa mixta es especialmente atractiva en tanto que permitiria explicar
todas las localizaciones de la enfermedad y su aparicién en varones. Asi la endometriosis
se originarfa por menstruacion retrograda, que en determinados casos implantaria o bien
inducirfa metaplasia y/o estimulo de restos embtionarios; a partir de aqui progresatia y
serfa capaz, como una neoplasia, de dar lugar a metastasis via linfatica y hematdgena. En
los varones, quedaria explicada por estimulo estrogénico sobre restos embtrionatios y/o

metaplasia celémica inducida por estrégenos.
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1.2.2. Alteraciones fisiopatoloégicas en la endometriosis.

Atn asumiendo que cualquiera de las teorfas anteriores fuera cierta, seguirfan
quedando muchas preguntas por responder. Actualmente, la teoria mas aceptada es la de
Sampson y la mayorfa de autores asumen que un gran porcentaje de casos se origina
como consecuencia de la menstruacion retrégrada. De todos modos hemos dicho que la
menstruacion retrograda se produce en el 90% de la poblacién y que el endometrio
menstrual es casi siempre viable cuando llega a cavidad peritoneal. sPor qué entonces la
endometriosis se produce sélo en un 5-10% de la poblacién? ¢Qué factores
determinarfan la implantacion? Lo mismo es aplicable a cualquiera de las otras teorfas:
¢qué inicia la metaplasia?, o bien ¢qué estimula los restos embrionarios?. ;Por qué no
todos los hombres sometidos a terapia estrogénica desarrollan endometriosis? ¢Qué
determinarfa que en unos casos el endometrio fuera capaz de metastatizar via linfatica o

hematégena y en otros no?

En los dltimos afios las principales lineas de investigacién han intentado
responder qué alteraciones inician o mantienen el implante en las pacientes afectas de

endometriosis. Estas lineas de investigacion estudian:

factores hereditarios

- alteraciones en la inmunidad afectando leucocitos y sus productos

- alteraciones en el receptor esteroideo y produccién de aromatasa

- alteraciones moleculares que explicarfan capacidad invasiva en las células

endometriales
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Los factores hereditarios

Como ya hemos anotado en epidemiologia, se sospecha no sin razén que la
endometriosis tiene una base genética (Simpson J. L., Elias S. et al. 1980). Se ha
observado una alta incidencia de la enfermedad en familares de primer grado de
pacientes afectas (Moen M. H. y Magnus P. 1993). En un estudio con gemelas
monocigotas se observo una concordancia del 90% entre ellas en cuanto a afectacion
por endometriosis (Oral E. y Arici A. 1997). Stefanson et al. confirmaron la agregacion
familiar en un estudio reciente con hermanas y primas hermanas (Stefansson H.,
Geirsson R. T. et al. 2002). Se esta investigando qué alteraciéon genética explicaria la
aparicion de endometriosis: esta alteraciéon conllevaria alteraciones inmunes o
moleculares que facilitarfan la implantacién. Hasta hace poco no se habfa demostrado
una asociacion con los haplotipos del Complejo Mayor de Histocompatibilidad, también
llamado HLA por Human Lenkocyte Antigen en inglés (Maxwell C., Kilpatrick D. C. et al.
1989), pero recientemente varios autores han hallado alteraciones en la expresion de
algunos subtipos HLA del tipo 1 (Kitawaki ]., Obayashi H. et al. 2002; Arimoto T.,
Katagiri T. et al. 2003) y mutaciones en el gen BRCA-1 (Goumenou A. G., Vassiliadis S.
et al. 2003), que podrian explicar alteraciones moleculares afectando la respuesta inmune
o la capacidad invasiva de las células. Estos hallazgos deben ser confirmados por nuevos

estudios.
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Alteraciones en la inmunidad afectando leucocitos y sus productos

Es particularmente atractivo pensar que los leucocitos peritoneales pueden tener un
papel permitiendo que se implante el endometrio durante la menstruacion retrégrada,
dado que su funcién controlando detritus que llegan a cavidad abdominal a través de las
trompas parece claro (Burns W. N. y Schenken R. S. 1999). No se ha observado
diferencias en sangre periférica entre pacientes y controles en cuanto a concentracion de
leucocitos en general ni en sus subpoblaciones, pero si se ha encontrado diferencias en
las concentraciones de leucocitos en liquido peritoneal. Asi Olive et al. hallaron mayor
concentracion de células en liquido peritoneal de pacientes infértiles en general pero
especialmente si eran infértiles afectas de endometriosis (Olive D. L., Weinberg J. B. et
al. 1985). Hill et al. encontraron mayor concentraciéon de leucocitos en liquido peritoneal
en endometriosis estadio I y II y pacientes infértiles sin endometriosis que en pacientes
fértiles sin endometriosis; esta diferencia no se observo en los estadios 111 y IV (Hill .
A., Faris H. M. et al. 1988). Resultados similares obtuvieron Haney et al. (Haney A. F.,
Jenkins S. et al. 1991). El aumento en el recuento celular leucocitario de liquido
peritoneal afecta sobretodo a macréfagos, aunque también a células T helper y células

Natural Killer (Haney A. F., Jenkins S. et al. 1991).

Los mecanismos que inducen este aumento en la concentracion de macréfagos en el
liquido peritoneal es desconocido, aunque McLaren et al. han descrito una mayor
resistencia a la apoptosis de los macréfagos en mujeres con endometriosis, por mayor
expresion de la molécula Bcl-2, y por tanto una capacidad de persistencia mayor
(McLaren J., Prentice A. et al. 1997). También Weil et al. han descrito una mayor

capacidad quimiotactica de los macréfagos en mujeres con endometriosis estadio I y 11
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(Weil S. J., Wang S. et al. 1997). En la misma linea Sharpe-Timms et al. detectaron un
incremento en tejido endometriésico de factor estimulador de las colonias de
granulocito-macrofagos comparado con el endometrio normal (Sharpe-Timms K. L.,
Bruno P. L. et al. 1994). Segun investigaciones de Arici et al., los propios productos de
los macréfagos como intetleucina 1(1L-1) y Tumor Necrosis Factor-a (INF-a) , que como
veremos después estan aumentados en la endometriosis, inducen en células

endometriales cultivadas produccién de proteina quimiotactica para los monocitos (Arici

A., Oral E. et al. 1997).

Este aumento en la concentracion de macréfagos en liquido peritoneal de mujeres
con endometriosis podria contribuir a la patogénesis de la endometriosis mediante la
produccién de factores de crecimiento y citocinas. Halme et al. demostraron aumento
en la secrecion de factor de crecimiento derivado de los macréfagos en mujeres con
endometriosis (Halme J., White C. et al. 1988); varios autores han demostrado
incrementos en la concentracion en liquido peritoneal de IL-I y TNF o, ambos

producidos mayoritariamente por macrofagos, en mujeres afectas de endometriosis
(Halme J., White C. et al. 1988; Overton C., Fernandez-Shaw S. et al. 1996; Rana N.,

Braun D. P. et al. 1996; Harada T., Yoshioka H. et al. 1997): tanto IL.-1 como TNF-
o son proinflamatorias e inducen a su vez producciéon de mas IL-1 y de interleucina-6
(IL-6) por parte de los propios macrofagos. La 1L-1 in-vitro inhibe la proliferacion
endometrial pero el TNF-a en combinacion con el FGF (por Fibroblast Growth Factor, o
Factor de Crecimiento de los Fibroblastos) induce in-vitro proliferacion del estroma
endometrial (Hammond M. G., Oh S. T. et al. 1993). El TNF-o. incrementa ademas la

adherencia del estroma endometrial a la matriz extracelular, segin investigaciones de
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Witz et al. (Witz C. A. y Schenken R. S. 1997), pudiendo influir en los primeros estadios
de la enfermedad. También se han detectado incrementos de otros productos de los
macréfagos como IL-6, que activa varias células del sistema inmunitario aunque in-vitro
tiene efecto inhibidor sobre la proliferaciéon del estroma endometrial, y la interleucina-8
(IL-8), con capacidad quimiotactica para los neutréfilos y potente factor angiogénico,
ademas de inducir proliferacién en cultivos de tejido endometridsico y de endometrio
(Hammond M. G., Oh S. T. et al. 1993; Rana N., Braun D. P. et al. 1996; Harada T.,
Yoshioka H. et al. 1997; Overton C. E., Fernandez-Shaw S. et al. 1997; Witz C. A. y

Schenken R. S. 1997).

Otro factor que Oosterlynck et al. han hallado incrementado en liquido peritoneal y
cuya fuente principal son los macrofagos es el VEGFE (por Vascular Endothelial Growth
Factor o Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular), potente factor angiogénico que
en teorfa garantizarfa la vascularizaciéon del implante endometriésico cuando éste alcanza
determinado volumen (Oosterlynck D. J., Meuleman C. et al. 1994). Segiin McLaren et
al. esta producciéon de VEGF por parte de los macréfagos se estimula con estrogenos y

progesterona (MclLaren J., Prentice A. et al. 1990).

Si bien como decfamos al principio de este apartado no se han hallado diferencias
numéricas en la concentraciéon de leucocitos y sus subpoblaciones en sangre periférica,
algunos autores si han hallado diferencias funcionales en monocito-macréfagos. Braun
et al. describieron un incremento en la produccién basal y estimulada por TNF-a, IL-6
e IL-8 en monocitos de sangre periférica de mujeres afectas de endometriosis,

sugiriendo que el problema no residirfa solamente en los macréfagos de liquido

peritoneal (Braun D. P. y Dmowski W. P. 1998).
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En la linea de alteraciones de los leucocitos peritoneales, también los linfocitos T y
sus productos se han implicado en la patogénesis de la endometriosis. Ya explicabamos
antes que el incremento en la concentracién de leucocitos en liquido peritoneal de
mujeres con endometriosis se debfa a incremento de macréfagos, pero también a
incremento en la concentracion de linfocitos T. Hsu et al. observaron una mayor
concentraciéon de interleucina-4 (IL-4) en liquido peritoneal y sangre periférica,
producida por linfocitos T activados en forma de T-Helper tipo 2 (Th2) y cuya funcién
es inhibir la inmunidad celular. La interleucina 10 (IL-10), producida también por
linfocitos Th2 y con la misma funcién, se hallaba incrementada sélo en liquido
peritoneal; los productos de los linfocitos T helper tipo 1 (Thl), IL-2 (Interleucina-2) y
y-Interferon (y—IF), que activan la inmunidad celular, se hallaban disminuidos en liquido
peritoneal de mujeres con endometriosis (Hsu C. C., Yang B. C. et al. 1997). Estos
resultados se han visto apoyados por investigaciones de otros grupos (Ho H. N., Wu M.
Y. et al. 1997) mientras que algunos autores no han encontrado diferencias en la
concentracion o produccién de IL-10 (Rana N., Braun D. P. et al. 1996; McLaren J.,

Dealtry G. et al. 1997).

Otros productos secretados tanto por linfocitos T como por macréfagos se hallan
incrementados en liquido peritoneal de mujeres con endomettiosis, como el TGF-f (por
Tumor Growth Factor-§ en inglés, o Factor de Crecimiento Tumoral B), con efecto
estimulador de la mitosis en determinados tipos celulares e inhibidor de la inmunidad

celular (Oostetlynck D. J., Meuleman C. et al. 1994). Por si sélo, in vitro, el TGF-3
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estimula la proliferacién del estroma endometrial (Hammond M. G., Oh S. T. et al.

1993).

Por otro lado, la interleucina-13 (IL-13), producida por los Th2, se ha hallado
disminuida en pacientes con endometriosis: su funcién serfa la de inhibir la produccion
de citocinas proinflamatorias por parte de los macréfagos, estando por tanto esta
capacidad disminuida y las citocinas proinflamatorias aumentadas en la endometriosis

(McLaren J., Dealtry G. et al. 1997).

Otro producto de los linfocitos T, aunque en este caso no activados, es la proteina
RANTES, de bajo peso molecular, y que Khorrman et al han hallado elevada en liquido
peritoneal de pacientes con endometriosis: su funcién es la de reclutar y activar
macréfagos y sus niveles concuerdan con el estadio de la endometriosis (Khorram O.,

Taylor R. N. et al. 1993).

Esta mayor concetracion de macréfagos y linfocitos T activados asi como el
incremento en la produccién de citocinas no solo se ha observado en liquido peritoneal
sino también en el propio implante endometriésico cuando se compara con el
endometrio eutépico (Klein N. A., Pergola G. M. et al. 1993; Witz C. A., Montoya 1. A.
et al. 1994; McLaren J., Dealtry G. et al. 1997). Estas diferencias no se observan al
comparar endometrio eutopico de pacientes con endometriosis y endometrio de

pacientes sin endometriosis (Jones R. K., Bulmer J. N. et al. 1998).

En resumen, en liquido peritoneal de mujeres afectas de endometriosis y en el

propio implante endometridsico parece existir una mayor concentracion de macrofagos
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y linfocitos T que secretarfan citocinas y factores de crecimiento, que a su vez
favorecerian el desarrollo del implante endometriésico. En esta linea, Surrey et al.
demostraron aumento de la proliferaciéon en cultivos de células endometriales al afadir
liquido peritoneal de mujeres afectas de endometriosis (Surrey E. S. y Halme J. 1990);
esto no pudo ser confirmado por Overton et al. en un experimento similar aunque los
medios de cultivo utilizados eran distintos (Overton C. E., Fernandez-Shaw S. et al.
1997). En todo caso no queda claro si estos fenémenos son causa o consecuencia de la
endometriosis: es posible que el mecanismo por el que se produce el implante sea otro y,
una vez el implante iniciado, se activen estos mecanismos inmunoldgicos que
favorezcan la persistencia y el crecimiento de los focos endometridsicos. Las
alteraciones inmunes podrian ser consecuencia del inicio de la endometriosis y no su

causa directa.

Las células Natural Killer (NK), que forman también parte del incremento de
leucocitos peritoneales, se han implicado también en el origen de la endometriosis. Son
linfocitos grandes granulados que forman parte de la inmunidad llamada natural o
primaria. No requieren sensibilizacién previa y su funcién principal es la de lisar ciertas
células tumorales y células infectadas por virus. Su funcién puede realizarse
directamente o bien activando secundariamente linfocitos T. Su actividad a su vez se
estimula por productos de los macréfagos y de los linfocitos T (Jameway C. A., Travers
P. et al. 2003). Una de las funciones mas interesantes de las células NK es que son
capaces de lisar células autdlogas desplazadas de su situacion normal (Dmowski W. P.,
Gebel H. M. et al. 1994). Asi los linfocitos NK podrian ser los responsables de lisar cada
mes el endometrio que llega a peritoneo mediante la menstruaciéon retrégrada. Si su

funcion falla, este endometrio, que como hemos dicho anteriormente tiene demostrada
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su capacidad de implantacion, iniciarfa la endometriosis. Dado que esta tesis se basa en
alteraciones de las células NK, queremos ampliar en un apartado distinto las
investigaciones que hasta la fecha se han realizado en este campo ( ver Las alteraciones en

las células Natural Killer y el origen de la endometriosis).

Alteraciones en el veceptor esteroideo y produccion de aromatasa

Desde hace mucho tiempo es sabido que el desarrollo de la endometriosis es
hormonodependiente: la enfermedad aparece durante la edad fértil, progresa mientras
existe estimulo hormonal, mejora al inhibir el ciclo menstrual y regresa con la
menopausia. Los implantes tienen receptores de estrogenos y progesterona que ademas
no siguen los mismos cambios ciclicos que en el endometrio eutépico (Bergqvist A.,
Ljungberg O. et al. 1993; Nisolle M., Casanas-Roux F. et al. 1997). Noble et al. han
descrito as{ mismo expresion de aromatasa en tejido endometridsico por lo que el
propio implante producitia estrégenos, manteniendo el crecimiento (Noble L. S.,
Simpson E. R. et al. 1996). Ademas los propios macréfagos expresan receptores de
estrégenos que estimulan la produccion de citocinas, entre ellas la IL-6, que a su vez es
capaz de estimular la expresion de aromatasa en otros tejidos (Noble L. S., Simpson E.
R. et al. 1996). Como en las alteraciones linfocitarias y de los macréfagos ya descritas,
estos mecanismos pueden ser mas la causa de la perpetuacion y crecimiento del implante
que su origen. Mas interesante serfa el incremento de aromatasa descrito en endometrio
eutépico de mujeres afectas de endometriosis descrito por Kitawaki et al., que segun los

autores identifica mujeres afectas de endometriosis, miomas y adenomiosis con una
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sensibilidad y especificidad de mas del 90% (Kitawaki J., Kusuki I. et al. 1999; Kitawaki
J., Kado N. et al. 2002) Esta todavia por dilucidar el papel que tendria esta
sobrexpresion de la aromatasa en endometrio eutopico de mujeres afectas de

endomettiosis.

La capacidad invasiva y de adhesion del endometrio.

Otras de las lineas de investigacién existentes es el estudio de la capacidad
invasiva del endometrio que llega a cavidad peritoneal. En este sentido se ha
experimentado con animales buscando qué condiciones favorecerfan la implantacion y
qué mecanismos moleculares la permitirfan. Van der Linden et al. observaron en un
experimento con fragmentos endometriales y membrana amnidtica que soélo si ésta
presentaba alguna interrupcion el endometrio era capaz de implantar, concluyendo que
la endometriosis se produciria sobre minimas lesiones previas del peritoneo (Van der
Linden P. J., de Goeij A. F. et al. 1996). Sin embargo Witz et al., en un experimento con
peritoneo, observaron implantaciéon del endometrio en la superficie epitelial siempre
dependiente del estroma endometrial, llegando a la conclusion que el estroma era capaz
de adherirse a la superficie del peritoneo y desde alli invadirlo (Witz C. A., Monotoya-

Rodriguez I. A. et al. 1999).

En esta linea también se ha descrito incremento de expresion de la colagenasa

intersticial en lesiones activas, asi como se han implicado las metaloproteinasas

matriciales en el origen del implante (Kokorine I., Nisolle M. et al. 1997). En un
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experimento de Salomonsen et al. con ratones, el endometrio era capaz de implantar
cuando se incrementaban los niveles de metaloproteinasas al tratarlos con estrégenos y
no lo eran cuando disminufan al tratarlos con progesterona (Salamonsen L. A., Butt A.
R. et al. 1997). Ueda et al. hallaron aumento de RNA mensajero de determinadas
metaloproteinasas en implante endometriosico respecto a endometrio normal (Ueda M.,

Yamashita Y. et al. 2002).

Por otro lado también se esta investigando si moléculas de adhesién homotipica
estan modificadas en la endometriosis, explicando que el endometrio se adhiera con mas
facilidad a peritoneo: asi se ha hallado expresion alterada de algunos tipos de cadherina
en células endometriales, alteraciones muy parecidas a las que presentan las células
neoplasicas y que explicarfan la capacidad invasiva de la endometriosis (Zeitvogel A.,

Baumann R. et al. 2001)
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1.2.3. Las alteraciones en las células Natural Killer y el origen de la

endometriosis.

Tal y como hemos introducido en el apartado anterior, las alteraciones en las
funciones de las poblaciones de leucocitos peritoneales son muy atractivas para explicar
por qué el endometrio de la menstruacion retrégrada implanta en las pacientes afectas y
no implanta en mujeres sanas, dado que la funcién de estos leucocitos controlando los
detritus que llegan a través de las trompas parece evidente (Burns W. N. y Schenken R.
S. 1999). Dentro de las subpoblaciones leucocitarias, las células Natural Killer (NK)
resultan especialmente interesantes por las funciones que son capaces de realizar. Varios
autores han estudiado la funcién de estas células en mujeres afectas de endometriosis y

han hallado diversas alteraciones.

Funcion y mecanismo de accion de las células Natural Killer

Las células NK derivan de un precursor comun con los linfocitos T cuando este
precursor se estimula con interleucina-15 (IL-15), (Mingari M. C., Vitale C. et al. 1997).
Son linfocitos grandes granulados que forman parte de la inmunidad llamada natural o
primaria. No requieren sensibilizacién previa y su funcién principal es la de lisar células
tumorales y células infectadas por virus, directamente o bien activando linfocitos T. Son
el primer paso en la inmunidad celular y la calidad de su respuesta puede condicionar la

respuesta inmune celular subsiguiente (Moretta L., Bottino C. et al. 2002). Expresan las
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moléculas de superficie CD16 y CD56 pero no CD3 (CD por cluster of differentiation) ni

los receptores de los linfocitos T afy y 0 (O'Shea J. y Ortaldo R. 1992); no requieren
presentacion del antigeno junto a las proteinas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad, como los linfocitos T, para iniciar la funcién citolitica. Su actividad
se incrementa secundariamente por productos de los macréfagos y de los linfocitos T,
como IL 1, IL 2, IL 12, IFN y y TNF o (Jameway C. A., Travers P. et al. 2003). Una
funcién peculiar e interesante de las células NK es su capacidad para lisar células

autologas desplazadas de su situaciéon normal (Dmowski W. P.; Gebel H. M. et al. 1994),

como podria ser el endometrio fuera de la cavidad endometrial.

Hasta no hace muchos afios las células NK eran un misterio en tanto que, dado
que no requerfan sensibilizacién previa, su capacidad citolitica podtia en teorfa lisar las
células del propio organismo. El mecanismo por el cual esto no ocurria se intufa a
principios de los afos 90, cuando Ljunggren y Karre enunciaron la hipdtesis de que las
propias moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad tipo I, también llamadas
antigenos leucocitarios humanos tipo I y abreviado HLA I (por Human Lenkocyte Antigen
I en inglés), serfan reconocidas por las células NK dando lugar a una sefial inhibidora de
la actividad destructora (Ljunggren H. G. y Karre K. 1990). Efectivamente en los
ultimos afos se han identificado los receptores que se unen a las moléculas HLA I,
induciendo una inhibicién de las funciones de la célula NK: las células NK lisan las
células que han perdido la expresion de HLLA 1 o bien que lo expresan en cantidad

insuficiente (Moretta L., Bottino C. et al. 2002).

Las moléculas HLA 1 tienen como funcién unirse a péptidos de origen virico

sintetizados en citoplasma y presentarlos en la superficie celular para que sean

54



Introduccion

reconocidos por los linfocitos T citotoxicos, produciéndose la lisis de la célula infectada.
Otra funcién descubierta practicamente en la tltima década es la de mantener inhibidas
las células NK. Las moléculas HLLA tipo I son poligénicas, es decir que cada individuo
posee varios genes que producen distintas moléculas, y polimorficas, es decir, que en la
poblacion existen multiples variantes de cada gen. Todo ello hace que su capacidad para
unirse a agentes patogenos sea amplia. Se expresan en casi todas las células nucleadas del
organismo aunque con distinta intensidad. Su expresion en las células se regula por
citocinas, en especial interferones. Se componen de dos cadenas peptidicas: la cadena
o, que atraviesa la membrana, y una cadena mas pequefia, la B, microglobulina. La
cadena o tiene tres dominios, de los cuales al y a2 son polimérficos y son los que
confieren diversidad a la molécula, y a3, que es monomorfica. La cadena 3,

microglobulina es monomorfica. Las subunidades ol y a2 se codifican en el

cromosoma 6, la subunidad a3 monomotfica en el cromosoma 5 y la B, microglobulina

en el cromosoma 15 (Jameway C. A., Travers P. et al. 2003).

Las moléculas HILA T realizan la funcién de inhibir las células NK a través de
unos receptores, llamados KIR por Killer Ig-like Receptors. Estos receptores pueden
reconocer determinantes alélicos compartidos por todas las moléculas HLA I, pueden
reconocer una molécula HLA T especifica o bien un alelo de un subgrupo determinado
del HLA I, como el Human Leukocyte Antigen Ib (HLA 1b) y el Human Leukocyte Antigen B
(HLA-E). Cada receptor inhibidor lo expresa un subgrupo de células NK y en
condiciones normales las células NK maduras expresan un solo receptor inhibidor. Las
células NK de un individuo se mantendrian inhibidas por el repertorio de moléculas

HIA I propias de aquel individuo. La pérdida de expresion de cualquier molécula HLA
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I por parte de una célula o su modificacion sera detectada por el subgrupo de células

NK correspondiente que la destruiran (Lanier L. I.. 1998).

Figura 1: Representacion tridimiensional de la estructura de HI.A I
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Ademas de los receptores inhibidores, las células NK tienen numerosos
receptores activadores de su funcién citolitica, incluyendo las lectinas tipo C de union al
calcio que reconocen una amplia variedad de terminales carbohidratados expresados en
numerosas cé¢lulas (Jameway C. A., Travers P. et al. 2003). Estas lectinas podrian ser las
responsables de la unién a la integrina a6P4, cuyo bloqueo con anticuerpos
monoclonales inhibe la citolisis de las células NK sobre el epitelio (Phillips J. H.,
McKinney L. et al. 1991). La integtina o634 es una molécula de adhesién que pertenece
a la familia de las integrinas, cuya funcién principal, aunque no la tnica, es la de unir el
citoesqueleto a la matriz extracelular y transmitir seflales autocrinas del medio
extracelular al interior de la célula. Estan implicadas no sélo en la adhesién, sino

también en la motilidad celular, proliferacién, apoptosis, induccion de transcripcion de
genes y diferenciacion. Las integrinas se componen de dos cadenas peptidicas, o y f3,
ambas transmembrana y N-glicosiladas. L.a subunidad o6 se compone de 1073
aminoacidos y tiene dos isoformas posibles; el gen que la codifica se halla en el
cromosoma 2. La subunidad 4 tiene 1875 aminoacidos y tres isoformas; el gen que la

codifica se halla en el cromosoma 17.
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Figura 2: Representacion grdfica de la integrina o6 4
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Dentro de los receptores activadores de las células NK existen unos cuya
expresion es propia y caracteristica de estas células y que son denominados Receptores
Naturales de Citotoxicidad (NCR por Natural Citotoxicity Receptors en inglés). Su funcion
es muy importante en la lisis de células tumorales. Se identifican como NKp46 y
NKp30, expresados en células NK activas y en reposo, y NKp44, expresado por células
NK activadas. Los ligandos para estos NCR en las células no se han identificado pero se
cree que son moléculas expresadas por células transformadas por cambios en la
temperatura, infecciones virales o transformacion tumoral (Moretta L., Bottino C. et al.

2002).

Existen receptores activadores de las células NK que no son especificos de estas
células y los presentan también los linfocitos T citotéxicos. Uno de ellos es el NKG2D,
cuyos ligandos si estan identificados: son la proteina MICA/b y la proteina ULBP,
expresadas predominantemente en células epiteliales sometidas a estrés (Bauer S., Groh

V. et al. 1999).

Otro receptor activador que las células NK comparten con los linfocitos T es la
molécula de adhesion LFA-1 (LFA por Leukocyte Function Associated), que pertenece a la
familia de las integtrinas, formando un dimero de cadenas polipeptidicas o, y B, Sus
ligandos en las células diana son otras tres moléculas de adhesion: la Intercellular Adhesion
Molecule I ACAM-1), la Intercellular Adbesion Molecule 2 JCAM-2) y la Intercellular Adhesion
Molecule 3 (ICAM-3). Las tres pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y se
componen de cadenas de 532, 275 y 547 aminoacidos respectivamente. ICAM-1 se

expresa en muchos tipos celulares, incluyendo epitelios, mientras que ICAM-2 se
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expresa en células de estirpe hematopoyética, células estromales y endoteliales e ICAM-3

en leucocitos y células de Langerhans.

Las células NK comparten todavia otro receptor activador con los linfocitos T,
la molécula de adhesiéon CD2, de la superfamilia de las inmunoglobulinas y compuesta
por una cadena peptidica de 351 aminoacidos. Su ligando en la célula diana es otra
molécula de adhesion de la superfamilia de las inmunoglobulinas, 1a Lexkocyte Function
Associated -3, abreviado LFA-3, compuesta por una cadena de 250 aminoacidos y
codificada en el cromosoma 1. La unién de estas dos moléculas contribuye a la
adhesion de la célula NK con su diana y a activar la respuesta citolitica (Pigott R. y

Power C. 1993; Jameway C. A., Travers P. et al. 2003).

Figura 3: Representacion esquematica de la interaccion ICAM-1/1.FEA-1, ICAM-2/1.FA-1 y

LFA-3/CD2
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Expresan también un receptor para la inmunoglobulina 1G G, permitiendo la

lisis de células unidas a anticuerpos (Jameway C. A., Travers P. et al. 2003).

La complejidad de la respuesta citolitica NK se demuestra con el reciente
descubrimiento de dos receptores mas, identificados como 2B4 y NTBA, que pueden
actuar estimulando o inhibiendo la funcién de la célula segun su porcion
intracitoplasmatica esté unida o no a la proteina SAP (SAP por SL.AM-associated protein,
SLAM por Small Lymphocyte Associated Molecule): en ausencia de SAP transmiten una sefial

inhibidora, en su presencia activadora (Moretta L., Bottino C. et al. 2002).

Las células NK y su papel en la endometriosts

Conceptualmente se hace dificil pensar que el sistema inmune pueda lisar células
normales del propio individuo, en tanto que parece preparado para discernir entre las
propias células y las extrafias (considerando también extrafas las células alteradas por
afectacion viral o transformacion tumoral). Sin embargo las células NK son capaces de
destruir blastos T circulantes aunque sean fenotipicamente normales (Hoglund P.,
Ohlen C. et al. 1991). También se observd en un experimento con perros que los testes
del propio animal autotransplantados a otra localizacion sufrian infiltracion linfocitaria y
destruccion (Dmowski W. P., Gebel H. M. et al. 1994). El sistema inmune serfa capaz de

reconocer células propias pero fuera de su localizacion normal: en el caso de la
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endometriosis, enfermedad en la que implanta endometrio fuera de su localizacion
fisiolégica, se hacfa obligado estudiar esta funcién del sistema inmune consistente en

mantener cada tipo celular en su ubicacion.

En 1981 Dmowski et al. demostraron un déficit de la inmunidad celular respecto
a células endometriales propias en monas que desarrollaban endometriosis; por otro
lado, monos sometidos a irradiacién o inmunotoxinas presentaban mayor incidencia de
endometriosis y mayor severidad de ésta (Dmowski W. P., Steele R. W. et al. 1981).
Estudios similares en mujeres indicaban una tendencia parecida sin obtener diferencias
estadisticamente significativas (Steele R. W., Dmowski W. P. et al. 1984): estos trabajos
iniciaban una linea de investigacién basada en el papel de la inmunidad en permitir la

implataciéon del endometrio.

Inspirandose en éstos trabajos anteriores, Oosterlynck et al. (Oosterlynck D. J.,
Cornillie F. J. et al. 1991) en 1991 realizaron un ensayo comparando mujeres con
endometriosis y mujeres sin endometriosis que consultaban por infertilidad o algias.
Enfrentaron linfocitos de sangre periférica a células endometriales y a una diana clasica
de las células NK, las K562. En su trabajo observaron que la actividad NK estaba
disminuida en mujeres afectas de endometriosis comparando con mujeres no afectas,
mas cuanto mas severa era la enfermedad (lisaban con mas dificultad las células K562).
La dificultad en la lisis se producia igualmente al enfrentar los linfocitos a células
endometriales y la disminucién correlacionaba igualmente con el estadio de la
enfermedad. Ello no dependia de alteraciones cuantitativas en el recuento de linfocitos y
sus subtipos dado que no existian diferencias entre mujeres afectas y no afectas. Al

enfrentar linfocitos heterdlogos, obtenidos de vardn, a las células endometriales de
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mujeres afectas de endometriosis, éstos mostraban igualmente dificultad en lisarlas en
casos de endometriosis estadio II, IIT y IV, sugiriendo una especial resistencia a la lisis
por parte del endometrio en estas pacientes. En mujeres no afectas de endometriosis
observaron una lisis mayor de células endometriales por parte de los linfocitos
citotéxicos autdlogos y heterélogos. Esta lisis dependia fundamentalmente de las células
NK, dado que al depleccionar con anticuerpos monoclonales la muestra de células NK,

la lisis era casi inexistente (Oosterlynck D. J., Cornillie F. J. et al. 1991).

Vigano et al. publicaron en el mismo afio un trabajo en idéntico sentido, con
algunas diferencias. Observaron igualmente una disminucién de la citotoxicidad al
enfrentar linfocitos de sangre periférica a endometrio en mujeres afectas de
endometriosis, comparando con mujeres no afectas; ello correlacionaba también con el
estadio de la enfermedad. En su caso evaluaron por separado la citotoxicidad frente al
componente estromal y epitelial, observando que esta disminucién era significativa
frente al componente estromal pero no frente al componente epitelial. A diferencia de
Oosterlynck et al, no hallaron diferencias entre mujeres afectas y no afectas en la lisis de
células K562, concluyendo que no hay diferencias funcionales en las células NK de
ambos grupos. Atribuyeron a caracteristicas del endometrio de mujeres afectas de
endometriosis la capacidad de resistencia a la lisis por parte de células citotoxicas y
sugirieron alteraciones en las moléculas implicadas en la adhesion intercelular para

explicar el transtorno.

El déficit funcional de las células NK de sangre periférica para lisar su diana

especifica K562 ha sido observada por otros autores posteriormente al trabajo de

Oosterlynck (Garzetti G. G., Ciavattini A. et al. 1993; Iwasaki K., Makino T. et al. 1993;
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Wilson T. J., Hertzog P. J. et al. 1994). Di Stefano et al. y Garzetti et al. han relacionado
el déficit funcional de las células NK de sangre periférica con altos niveles de estrogenos
en pacientes con endometriosis (Garzetti G. G., Ciavattini A. et al. 1993; Di Stefano G.,
Provinciali M. et al. 1994). Otros autores no han podido confirmar este defecto en
sangre periférica (D'Hooghe T. M., Scheetlinck J. P. et al. 1995). Jamas se han
encontrado diferencias cuantitativas en el recuento hematolégico de células NK
(Oosterlynck D. J., Cornillie F. J. et al. 1991; Iwasaki K., Makino T. et al. 1993;
Oosterlynck D. J., Meuleman C. et al. 1994). Si este déficit funcional en sangre periférica
fuera real, las pacientes afectas de endometriosis deberfan presentar alta susceptibilidad a
las infecciones viricas y alta incidencia de determinadas neoplasias, hecho que no se ha

demostrado.

En otro trabajo, Oosterlynck et al. hallaron que la actividad NK se inhibfa por el
liquido peritoneal de mujeres afectas de endometriosis (Oosterlynck D. J., Meuleman C.
et al. 1993). Hirata et al. observaron que la actividad NK en mujeres con endometriosis
se normalizaba con la extirpacion de los focos de endometriosis, atribuyendo a éstos la
produccion de factores inmunosupresivos. En una mas reciente publicacion, Wu et al.
observaron también una disminucién de la citotoxicidad NK en liquido peritoneal de
mujeres afectas de endometriosis, asi como una mayor expresion de receptores
inhibidores en estas células NK de estas pacientes, mayor cuanto mas avanzado el
estadio, y atribuyeron el déficit funcional a este fenémeno (Wu M., Yang J. et al. 2000).
Maeda et al. han confirmado en trabajos posteriores una mayor expresion de los
receptores inhibidores en células NK de mujeres afectas de endometriosis (Maeda N.,
Izumiya C. et al. 2002). El hecho es que como en el caso de las alteraciones observadas

en los macréfagos y los linfocitos T, la afectacion de las funciones de las células NK en
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liquido peritoneal y tejido endometriésico sugieren mas un papel en la progresion de la

enfermedad que no en el inicio de ésta.

La alteracion funcional de las células NK junto a las otras alteraciones inmunes
descritas en apartados anteriores ha llevado a plantear que el tratamiento de la
endometriosis debe intentar corregir estos déficits inmunes para ser realmente efectivo.
En este sentido, teniendo en cuenta que los estrégenos podrian inhibir la funcién de las
células NK (Albrecht A. E., Hartmann B. W. et al. 1996; Ben-Eliyahu S., Shakhar G. et
al. 2000) y que en la endometriosis el nivel de estrégenos y el estadio correlacionan
inversamente con la funcién de las células NK (Di Stefano G., Provinciali M. et al. 1994;
Garzetti G. G., Ciavattini A. et al. 1995), varios autores han estudiado el efecto de la
negativizacion de los niveles estrogénicos mediante analogos de la Gn-RH sobre las
células NK, hallando una modulacién positiva sobre su funciéon (Garzetti G. G,
Ciavattini A. et al. 1996; Hsu C. C,, Lin Y. S. et al. 1997; Umesaki N., Tanaka T. et al.
1999). Umesaki et al. atribuyen el efecto inmunomodulador de los anilogos a otros
factores a parte de la hipoestrogenemia, dado que no encuentran una correlacion
significativa entre el descenso de los niveles de estrégenos y el incremento de la funcién

NK (Umesaki N., Tanaka T. et al. 1999).

Se ha propuesto tratamientos inmunomoduladores directos para corregir estas
alteraciones funcionales de las células NK: Ya hemos mencionado en el capitulo de
tratamiento el estudio de Ali et al, no randomizado, con 25 pacientes, en el que
inyectaron mediante laparoscopia interferon-o2b en las lesiones endometridsicas, un
estimulador de la funcién de las células NK y otras células inmunitarias: observaron

mejoria de la clinica, incremento de la tasa de embarazos y disminucién del estadio de la
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enfermedad en el second-look laparoscopico (Ali A. F., Fateen B. et al. 2000). Estos
resultados se contradicen con los de Acien et al. en los que observan mayor tasa de
recidivas en el grupo de tratamiento con interferon-a2b, en un estudio randomizado
(Acien P., Quereda F. et al. 2002). Otros inmunomoduladores como loxoribine y
levamisole, también estimuladores de la funcion de las células NK, han sido evaluados

por Keenan et al. en ratones en los que se habia inducido endometriosis con aparente

buen resultado (Keenan J. A., Williams-Boyce P. K. et al. 1999).

El papel de los ligandos para las células Natural Killer en el origen de la
endometriosts.

De los primeros trabajos sobre la dificultad de las células NK para lisar las
células endometriales en pacientes afectas de endometriosis, especialmente sugestivas
eran las observaciones de que existe una especial resistencia del endometrio de estas
pacientes a la lisis por NK. Ello explicaria el primer paso para que este endometrio
implantara en la pelvis. En el trabajo de Oosterlynck et al. los NK heter6logos
presentaban una dificultad similar a los autélogos para lisar el endometrio de mujeres
con endometriosis y ésta era mayor cuanto mas avanzado el estadio (Oosterlynck D. J.,
Cornillie F. J. et al. 1991). Vigano et al. atribuyeron el déficit de lisis a alguna
caracteristica especial del endometrio sugiriendo afectaciéon de las moléculas de adhesion

(Vigano P., Vercellini P. et al. 1991).

Varias lineas de trabajo se iniciaron por entonces para identificar qué factores hacian

a este endometrio resistente a la lisis por linfocitos NK. Un factor del propio
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endometrio que podria explicarlo serfa una produccidon excesiva de estrégenos por

actividad aromatasa insitu, observado por Kitawaki et al. (Kitawaki J., Kusuki I. et al.

1999; Kitawaki J., Kado N. et al. 2002) y, como hemos mencionado, los estrégenos

podrian inhibir la funcién de las células NK (Albrecht A. E., Hartmann B. W. et al.

1996; Ben-Eliyahu S., Shakhar G. et al. 2000).

Otras lineas de investigacion intentaron hallar diferencias cualitativas o cuantitativas

en la expresion endometrial de los ligandos para las células NK: Los trabajos publicados

en este aspecto son los que siguen:

Vigano et al., siguiendo la linea de trabajo que iniciaron en 1991, observaron en
cultivos de células endometriales que la molécula de adhesiéon ICAM-1,
expresada en varios tejidos del organismo incluido el endometrio, era en parte
responsable de la adhesiéon de las células NK a las células del estroma
endometrial, ya que la unién se bloqueaba con anticuerpos monoclonales contra
esta molécula. Sugerfan sin demostrarlo un posible papel en la etiopatogenia de
la endometriosis en funcién de su mayor o menor expresion (Vigano P., Pardi R.

et al. 1994).

Fukaya et al. hallaron una mayor concentraciéon de ICAM 1 soluble en liquido
peritoneal en mujeres afectas de endometriosis, que también hallaron
posteriormente Vigano et al.: se podfa hipotetizar que una mayor secreciéon de
ICAM-1 soluble por parte del endometrio bloquearia los receptores en las
células NK, que de esta forma no se unirfan a las células endometriales para

lisarlas (Fukaya T., Sugawara J. et al. 1999; Vigano P., Somigliana E. et al. 2000).
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Semino et al. demostraron que la expresion de HLA I en cultivos de células
endometriales y concretamente del subtipo HLLA-B7 inhibia la lisis por parte de
las células NK. La negativizaciéon de esta expresion las hacfa susceptibles a la
destruccion: se sugerfa con ello que una expresion anormalmente elevada de
HLA T en células endometriales inhibirfa la lisis por parte de las células NK
(Semino C., Semino A. et al. 1995). En un experimento parecido de Xin et al,,

también 7z vitr ,el incremento en la expresion de HLA I de células endometriales
en cultivo, obtenido con y-interferon, hacfa estas células endometriales mas

resistentes a la lisis por células NK, sugiriendo alteraciones en la expresion de

HILA-I para iniciar la endometriosis (Xin Y., Xu X. et al. 2000).

Hornung et al. estudiaron la expresion de Human Lenkocyte Antigen G (HLA-G),
una molécula que pertenece a la familia HLA I no clasica y que se expresa en
trofoblasto, en liquido peritoneal, endometrio y tejido endometridsico, pero no
observaron expresion de esta molécula en ninguna muestra, ni en pacientes
afectas ni en controles, por lo que concluyeron que no se podia atribuir a este
subtipo de HLA I la resistencia del endometrio a la lisis (Hornung D., Fujii E. et

al. 2001).

Regidor et al compararon la expresion de o634 en endometrio de pacientes con
y sin endometriosis: estudiaron 9 mujeres con endometriosis y 16 mujeres no

afectas, usando inmunohistoquimica, sin hallar diferencias (Regidor P. A., Vogel

C. etal. 1998).
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Todavia esta por dilucidar por qué el endometrio de mujeres afectas de
endometriosis es mas resistente a la lisis por NK que el endometrio de mujeres no
afectas. La mayorfa de ensayos realizados hasta el momento de iniciar esta
investigacion estudiaban cultivos de células endometriales, buscando factores que
blindan a las células endometriales frente a las células NK, pero no se ha

demostrado diferencias in vivo que puedan explicar este fenémeno.
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La endometriosis continua siendo una enfermedad enigmatica, aunque las
ultimas investigaciones apuntan a un déficit en la funcidén del sistema inmune para
mantener la cavidad peritoneal libre de detritus menstruales como un hecho crucial en la
etiopatogenia. Este déficit depende de una especial resistencia del endometrio a los
sistemas de “lavado” de la cavidad peritoneal, en el que las células NK tendrian un papel
primordial. En la literatura existen diversos trabajos 7z witrs, en cultivos de células
endometriales, que demuestran que la alteracion en la expresion de moléculas implicadas
en la interaccion entre las células NK y el endometrio evitan la accion citolitica de las
células NK sobre éste. Los diversos autores hipotetizan sobre el papel iz vivo de estas
alteraciones en la génesis de la endometriosis, pero los escasos trabajos comparando la
expresion de estas moléculas en endometrio de mujeres afectas con el de mujeres no

afectas todavia no lo han demostrado.

Se hace necesario estudiar 7z vzvo la expresion de ligandos para las células NK en
endometrio de mujeres afectas de endometriosis y compararlo con la expresion en
mujeres no afectas, para poder atribuir a estas diferencias la capacidad de implantacién y
persistencia del endometrio en localizaciones extrauterinas. Sean los resultados en uno u
otro sentido, esto permitira avanzar de forma significativa en el estudio de la génesis de

la endometriosis.

No se conoce totalmente qué moléculas estan implicadas en la interaccion entre
las células NK y sus dianas, en este caso las células endometriales. De las identificadas
hasta ahora hemos tomado para estudiar en esta tesis cuatro moléculas detectables

mediante inmunohistoquimica por las siguientes razones:
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HLA I, una de las dos clases de moléculas del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad, por ser su expresion en la diana lo que determina basicamente
que la célula NK se mantenga inhibida o no (Ljunggren H. G. y Karre K. 1990;
O'Shea J. y Ortaldo R. 1992; Valiante N. M., Phillips J. H. et al. 1996; Yokoyama W.

M. 1998; Moretta L., Bottino C. et al. 2002)

LFA-3, molécula de adhesion de la familia de las inmunoglobulinas expresada en
epitelios entre otros tipos celulares, y que actua de ligando para el receptor CD2 de
las células NK, por estar demostrada su funcién manteniendo linfocitos T y células
NK adheridos a sus respectivas dianas, para que ejerzan su funcion citolitica (O'Shea
J. y Ortaldo R. 1992; Isacke C. M. y Horton M. A. 2000; Jameway C. A., Travers P.

et al. 2003)

ICAM-1, molécula de adhesién de la superfamilia de las inmunoglobulinas,
expresada en diversos tipos celulares incluyendo epitelios, por tener también
demostrada su funcién de adhesion entre dianas y células NK, uniéndose al receptor
LFA-1 de éstas. (O'Shea J. y Ortaldo R. 1992; Isacke C. M. y Horton M. A. 2000;

Jameway C. A., Travers P. et al. 2003)

06PB4, molécula de adhesién de la familia de las integrinas, cuya expresién en
endometrio es conocida (Lessey B. A., Damjanovich L. et al. 1992; Tabibzadeh S.
1992; Lanteri E., Pistritto M. et al. 1998), por haberse demostrado que anticuerpos

monoclonales dirigidos a un epitopo carbohidratado de estas integrinas determina
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que las células NK no se puedan unir al epitelio secretor, tal vez a través de las
lectinas tipo C activadoras de las células Natural Killer (Phillips J. H., McKinney L.

et al. 1991; Yokoyama W. M. 1998; Jameway C. A., Travers P. et al. 2003)

Serfa interesante estudiar la expresiéon de estos ligandos en el endometrio
globalmente y por separado en cada fase del ciclo menstrual, debido a las variaciones
que pueden ocurrir en la expresion molecular bajo la influencia hormonal (Lessey B.
A. 1998), ya que las alteraciones en la expresion de estas moléculas podrian afectar a

ambas fases o a una de ellas.
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3.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

Dado que se ha demostrado que el endometrio de mujeres afectas de
endometriosis es mas resistente a la lisis por células NK que el de mujeres no afectas,
habrfa que descartar que este endometrio presentara alguna alteracién dificultando la

interaccion con las células NK.

Esta alteracion podria afectar a los ligandos que expresa el endometrio para las
células NK, tanto en células glandulares como en células estromales. Dado que en las
células NK existen receptores inhibidores y receptores activadores, las alteraciones

podrian ser en dos sentidos:

- Incremento de expresion en el endometrio de las moléculas que se unen al receptor
inhibidor de la célula NK (llamado KIR). Las moléculas que se unen a este receptor
son las HLA I. Se hipotetiza que la expresion de HLA I en endometrio de mujeres

afectas de endometriosis estarfa aumentada.

- Disminucién o alteraciéon funcional de las moléculas que se unen a los receptores
activadores de las células NK. De las identificadas hasta el momento de empezar
este trabajo, se hipotetiza alteracion en:

- LFA-3
- ICAM-1

- a6p4
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3.2. OBJETIVOS

Objetivo principal:

Determinar si existen diferencias (cuantitativas o cualitativas, afectando a glandulas,
estroma o ambos), entre mujeres afectas de endometriosis y mujeres no afectas, en

la expresion de una o varias de las siguientes moléculas que actian de ligandos para

las células NK: HLA I, LFA-3, ICAM-1y a6p4

Obijetivos secundarios:

80

Determinar, en el caso de que se produzca alguna diferencia entre mujeres afectas y
mujeres no afectas, si ésta se mantiene considerando las distintas fases del ciclo

menstrual por separado.

Determinar, considerando sélo el grupo de mujeres afectas de endometriosis, si
existen diferencias en la expresion de las moléculas entre fase proliferativa y fase
secretora, intentando establecer si la alteracién, aun produciéndose en las dos fases,

es mas frecuente en una de ellas.

Determinar la concordancia entre las alteraciones observadas (coincidencia de las

alteraciones moleculares en una misma paciente)
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4.1. INCLUSION DE PACIENTES

Se incluyeron en el estudio aquellas pacientes en edad fértil intervenidas en
nuestro Servicio durante tres afios por algias pélvicas, esterilidad, masa anexial sugestiva

de endometrioma o para proceder a esterilizacién tubarica.

- Como grupo Control se tomaron aquellas pacientes a las que no se observo en el
momento de la laparoscopia o laparotomia ninguna evidencia de endometriosis ni

otra patologia genital.

- Como grupo Endometriosis se incluyeron aquellas pacientes en las cuales se
diagnosticé como unico proceso patologico endometriosis en el momento de la

laparoscopia o laparotomia.

A todas las pacientes posibles candidatas a ser incluidas en el estudio se les
solicitaba autorizacion por escrito para la obtencidon y procesamiento de las muestras,
previa explicacién de como se realizaba la obtencién, qué posibles complicaciones
podian suceder como consecuencia de ésta y, de una forma inteligible, en qué consistia
el estudio, como se procesarfan las muestras y qué informacion se esperaba obtener de
éstas. Se les explicd que no se les comunicaria el resultado de la investigacién dado que
éste no supondria ningun cambio en el tratamiento ni seguimiento del cuadro clinico
que presentaban. Sélo si aceptaban por escrito estas condiciones se inclufan en el

estudio.
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Los criterios de exclusion fueron:

el antecedente de alguna patologia autoinmune, endocrinolégica, neoplasica o
ginecoldgica organica.

la utilizacién actual de DIU

la concomitancia de tratamiento hormonal y/o de tratamiento inmunomodulador en
el momento de la intervencién.

El hallazgo de alguna patologia endometrial en el estudio con hematoxilina-eosina

del endometrio (ver recogida de muestras).

Los datos de las pacientes se recogieron en una hoja de datos con soporte

informatico File-Maker-Pro y fueron los siguientes:

84

antecedentes familiares oncolégicos, inmunes y de endometriosis

tabaquismo

antecedentes ginecolégicos: menarquia, paridad, tipo menstrual, cantidad del
menstruo valorada subjetivamente por la propia paciente (escaso, moderado,
abundante), uso habitual de tampones, tipo de lactancia, anticonceptivos empleados,
fecha de la dltima regla.

motivo de consulta

tiempo de evolucion del motivo de consulta

estadio de la endometriosis realizado en el momento de la intervencion segun los

criterios de la American Fertility Society, actual American Society for Reproductive Medicine.



Material y Método

tipo de abordaje

tipo de intervencion realizada.

en el caso de que se diagnosticara endometriosis se realizaba una extraccién en
quir6fano para determinar CA125 en sangre, de cara al seguimiento posterior de la
paciente. Se consideraba significativo un nivel de CA125 supetior a 35 Ul/ml, de

acuerdo con una curva ROC elaborada previamente en el Servicio.
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4.2. OBTENCION DE L.AS MUESTRAS

En el momento de la laparoscopia o de la laparotomia se estadiaba la
enfermedad y se tomaba biopsia de las lesiones sospechosas de corresponder a
endometriosis si éstas existfan. A continuacién se procedia a biopsia endometrial
mediante legrado, para lo cual habiamos solicitado autorizacién por escrito a la paciente
tal como se explicaba en el apartado anterior. Seguidamente se realizaba la intervencion
prevista (ligadura tubarica, adhesiolisis, fulguracién de implantes, quistectomia,

anexectomia o histerectomia con anexectomia segun estuviera indicado).
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4.3. PROCESAMIENTO DE LLAS MUESTRAS

El tejido endometriésico se incluyé en parafina y se tiié con hematoxilina-
eosina para realizar de forma diferida el diagnéstico de endometriosis. Una parte de este
tejido se congelé con nitrégeno liquido para proceder a estudios en el futuro que no son

objetivo de esta tesis.

El endometrio se cortd en bloques de aproximadamente 1 cm3. Parte se incluyo
en parafina y se tié en hematoxilina-eosina con la intenciéon de datar el endometrio y
descartar posibles patologfas. Otra parte se congel6 ya en quir6fano mediante inmersion
en nitrégeno liquido para estudio inmunohistoquimico. Los bloques de tejido congelado
se almacenaron en un congelador a —80°C hasta finalizar la recogida de muestras, ya que

el procesamiento no se empezo6 hasta entonces.

Los anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio inmunohistoquimico
fueron aquellos que identificaban una parte o la totalidad de las moléculas objeto del
estudio, asi como anticuerpos monoclonales para identificar parte o la totalidad de estos
receptores en linfocitos y/o células NK infiltrando el endometrio, si estos receptores
eran conocidos y disponiamos del anticuerpo monoclonal (CD2 para LFA-3 y LFA-1

para ICAM-1). Se describen a continuacion los anticuerpos monoclonales utilizados:

- T52/9 para la subunidad o de LFA3, generosa donacion del Profesor Sanchez-

Madrid del Hospital Gregorio Marafién de Madrid.
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- CD2, generosa donaciéon del Profesor R. Pujol, del Hospital Germans Trias i Pujol
de Badalona, Barcelona.

- RH3a5 para ICAM1 (CD54), generosa donaciéon del Dr. Ramoén Vilella del Hospital
Clinico Provincial de Barcelona

- TP 1/40 para la subunidad o de LFA-1, generosa donacién del Profesor R. Pujol,
del Hospital Germans Ttrias i Pujol de Badalona, Barcelona

- W6/32 para un determinante monomoérfico de HLA 1, generosa donacién del
Profesor R. Pujol, del Hospital Germans Ttrias i Pujol de Badalona, Barcelona.

- CA-956M para la subunidad o de a6B4 de laboratorios ILabgen, obtenido

comercialmente.

Se utiliz6 para tinciéon inmunohistoquimica el método peroxidasa-antiperoxidasa.
Para ello se montaron, en portas de cristal, muestras representativas de 6 | cortadas
con criostato. Se fijaron con acetona, se lavaron tres veces cinco minutos en solucion
buffer-fosfato y se sumergieron en peréxido de hidrégeno al 0.3% para bloquear la
actividad peroxidasa enddgena. Las secciones se lavaron nuevamente tres veces cinco
minutos con solucién buffer-fosfato y se preincubaron con suero normal diluido
durante 15 minutos. A continuacién se incubaron con el anticuerpo primario a 37°
durante 1 hora. Después se lavaron tres veces 10 minutos con solucién buffer-fosfato y
se incubaron 30 minutos con inmunoglobulina universal IG G marcada con biotina. Se
procedié a un nuevo lavado con buffer-fosfato y se incubaron 30 minutos con un
complejo streptavidina-biotina-peroxidasa. Se lavaron tres veces 10 minutos con buffer-
fosfato y se tifleron con diaminobenzidina y perdxido de hidrégeno. Los controles
negativos se obtuvieron substituyendo el anticuerpo primario con suero no inmune. Se

tomaron secciones congeladas de ganglios linfaticos como controles de positividad
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externos. En algunos casos (HLA I, a6B4, LFA-3) se pudieron utilizar células
endoteliales como controles de positividad internos por ser positivas en todos los casos

y faciles de identificar.
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4.4. EVALUACION DE LOS RESULTADOS

Se realiz6 una valoracién semicuantitativa de cada una de las moléculas
estudiadas, observando 10 campos no superpuestos en cada biopsia endometrial con

una magnificaciéon de x400.

Se determiné en células glandulares, estroma y endotelio el porcentaje de células
positivas (expresion de la molécula en la membrana) y la distribuciéon de esta expresion

(zona basal de la célula, apical o en toda la membrana celular).

Se compard esta expresion entre Grupo Control y Grupo Endometriosis para

cada tipo celular (glandulas, estroma y endotelio).

Para aquellas moléculas en las que se procesé un numero suficiente de muestras,
tal como explicamos posteriormente al describir las dos fase del estudio (fase piloto y
fase definitiva), se comparé esta expresion entre Grupo Control y Grupo Endometriosis
considerando por separado la fase proliferativa inicial, fase proliferativa tardfa, fase

secretora inicial y fase secretora tardia.
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4.5. FASES DEL ESTUDIO: ESTUDIO PILOTO Y

ESTUDIO DEFINITIVO

El estudio de todas las moléculas seleccionadas en un numero considerable de
muestras no resultaba rentable desde el punto de vista de coste, tanto econémico como

material y humano. Planteamos por tanto dividir el estudio en dos fases:

a) Estudio piloto: se procesaria 15 muestras del Grupo Control y 15 muestras del
Grupo Endometriosis y en ellas se observaria la expresién de las 4 moléculas en
estudio. La comparaciéon entre Grupo Control y Grupo Endometriosis nos
orientarfa para elegir aquellas moléculas en las que se intufa que podia haber una

diferencia estadisticamente significativa aumentando el numero de muestras.

b) Estudio definitivo: de las moléculas seleccionadas en la fase anterior, el estudio se
ampliarfa como minimo a 30 muestras procesadas del Grupo Control y 30 del
Grupo Endometriosis para observar si existian diferencias estadisticamente

significativas en la expresion.

El inicio del estudio piloto se realiz6 una vez recogidas todas las muestras, por lo
que la inclusién de pacientes, los criterios de exclusion, el procesamiento de las muestras

y la forma de lectura fueron los mismos en ambas fases.
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4.6. ANALISIS ESTADISTICO.

Para establecer la comparabilidad de ambos grupos y situar el contexto clinico en
el que nos hallabamos, se compararon éstos en cuanto a edad, antecedentes familiares
oncolégicos, antecedentes familiares autoinmunes, antecedentes familiares de
endometriosis, tabaquismo, menarquia, nuliparidad, duracién media del menstruo,
cantidad de menstruacién, intervalo medio del menstruo, utilizacién de tampones,
lactancia, utilizacion de anticonceptivos orales (ACO) en el pasado, utilizacion de DIU

en el pasado y utilizaciéon de método barrera.

En el estudio definitivo se comparé la dataciéon del endometrio entre ambos
grupos, en las muestras que resultaron validas para la lectura en cada caso. Para ello se
dividieron las pacientes en cuatro grupos en funcién de la datacién histologica que se
habia realizado: fase proliferativa “inicial” (dataciéon 1-7), fase proliferativa “tardfa”
(datacion 8-14), fase secretora “inicial” (datacion 15-21) y fase secretora “tardia”

(datacién 22-28).

Se comparé6 la expresion molecular entre ambos grupos, en las muestras que

resultaron validas para lectura. La comparaciéon entre ambos grupos se realizé de la

siguiente forma:

- Todas las muestras de ambos grupos, estuvieran en fase proliferativa o en fase

secretora, tanto en el estudio piloto como en el estudio definitivo.
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Ademas, en el estudio definitivo, cuando el numero de muestras fue suficiente, se
comparé la diferencia en la expresion molecular entre grupo Control y grupo
Endometriosis en los siguientes subgrupos:

- Aquellas muestras cuya dataciéon correspondia a una fase proliferativa

- Aquellas muestras cuya dataciéon correspondia a una fase secretora

- Aquellas muestras cuya dataciéon correspondia una fase proliferativa “inicial”

- Aquellas muestras cuya dataciéon correspondia a una fase proliferativa “tardia”
- Aquellas muestras cuya dataciéon correspondia a una fase secretora “inicial”

- Aquellas muestras cuya dataciéon correspondia a una fase secretora “tardia”

Por ultimo, en el estudio definitivo, considerando sélo el grupo Endometriosis se
comparo:
- La expresion molecular en la fase proliferativa con la expresion molecular en la fase

secretora.

El soporte informatico utilizado fue SPSS. Se aplico:

- Test del Chi2 y test exacto de Fisher cuando fue pertinente.

- T de Student y U de Mann-Whitney en funcién de si la distribucién era normal o
no.

- Test de correlacién de Kappa.

Se considero significativa una p<0.05
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5. RESULTADOS
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5.1.- DESCRIPCION DE LA POBLACION SOMETIDA A

ESTUDIO

Se incluyeron en el estudio 76 pacientes que cumplian los criterios descritos en el
apartado de Material y Método, 31 del grupo Control y 45 de grupo Endometriosis. A
continuacién describimos las caracteristicas de las pacientes de cada grupo en cuanto a

antecedentes familiares, personales y diagnéstico de la enfermedad.

5.1.1. Antecedentes familiares y personales

Se resumen en la siguiente tabla
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Tabla 2: Antecedentes familiares y personales

GRUPO CONTROL GRUPO
ENDOMETRIOSIS

Edad (media y desviacion 33.95 + 3.358 32.94 +7.280
tipica)
Antecedentes familiares 5/31 (16%) 7/45 (15%)
oncoldgicos
Antecedentes familiares 0/31 (0%) 3/45 (6%)
autoinmunes

Antecedentes familiares
de endometriosis

0/31 (0%)

3/45 (6%)

Tabaquismo

14/31 (45%)

20/45 (44%)

Menarquia (media y
desviacion tipica)

11.60 + 1.505

12.5 + 1.664

Nuliparidad

13/31 (36%)

21/45 (46%)

Duracién del menstruo
(media y desviacion
tipica)

417 + 1.132

511 + 1.863

Cantidad del menstruo

Escasa  14/31 (45%)
Moderada 17/31 (55%)
Abundante 0/31 (0%)

Escasa  4/45 (9%)
Moderada 26/45 (58%)
Abundante 15/45 (33%)

Intervalo del menstruo
(media y desviacion
tipica)

27.2 + 2.291

28.5 + 3.551

Uso de tampones

20/31 (64.5%)

29/45 (64.4%)

Lactancia materna

8/18 (44%)

16/24 (66%)

Utilizacién en el pasado
de ACO*

11/31 (35%)

12/45 (27%)

Utilizacion en el pasado
de DIU**

3/31 (9%)

2/45 (4%)

Método bartrera

3/31 (9%)

2/45 (4%)

*ACO= anticonceptivos orales
**DIU= dispositivo intrauterino
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Estudio estadistico:

- Edad: T de Student 0.680, p=0.500, no significativo.

- Antecedentes familiares oncolégicos: Test exacto de Fisher 0.064, p=0.800,
diferencia no significativa.

- Antecedentes familiares autoinmunes: Test exacto de Fisher 0.753, p=0.385,
diferencia no significativa.

- Antecedentes familiares de endometriosis: Test exacto de Fisher 0.753, p=0.385,
diferencia no significativa.

- Tabaquismo: Chi2 0.945, p=0.331, diferencia no significativa.

- Menarquia: T de Student 1.541, p=0.130, diferencia no significativa.

- Nuliparidad: Chi2 0.166, p= 0.683, diferencia no significativa.

- Duracién media del mestruo: T de Student 1.903, p= 0.663, diferencia no
significativa.

- Cantidad del menstruo: Chi2 20.558, p=0.001, diferencia significativa.

- Intervalo del menstruo: T de Student 1.123, p=0.268, diferencia no significativa.

- Utilizacién de tampones: Chi2 0.000, p=0.995, diferencia no significativa.

- Lactancia materna: Chi2 2.074, p=0.148, diferencia no significativa.

- Utilizaciéon de ACO en el pasado: Chi2 0.676, p= 0.410, diferencia no significativa.

- Utilizacién de DIU: test exacto de Fisher 0.188, p= 0.664, diferencia no significativa.

- Utilizaciéon de método barrera: test exacto de Fisher 0.188, p=0.664, diferencia no

significativa
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5.1.2. Enfermedad actual y tratamiento

Los datos de motivo de la consulta, tiempo de evolucion, tipo de abordaje, intervencion

practicada y patologia miometrial en la histerectomia se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 3: Enfermedad actual y tratamiento

G. CONTROL G. ENDOMETRIOSIS
Motivo |Ligadura tubérica 13 0
dela Esterilidad 9 6
consulta | Dismenorrea 3 10
Algias pélvicas 6 17
Tumoracién 0 12
anexial
Duracion media de los 49.49 (15-90) 7.59 (1-90)
sintomas (meses)
Abordaje Laparoscopia 31 13
quirurgico
Laparotomia 0 32
Tipo de Ligadura 13 0
intervencion | tubarica
Exploradora 10 0
Adhesiolisis 8 3
Quistectomia 0 19
Anexectomia 0 2
Histerectomia 0 21
con
anexectomia
uni o bilateral
Estadio AFSr* No procede 1- 4
I - 6
11T — 14
IV - 21
Puntuaciéon media AFSr* No procede 38.56 (rango 4-150)
CA 125> 35 UI/ml No procede 36/45 (80%)
Nivel medio de CA125 No procede 126 (rango 11-539)

UI/ml

AFS 1: clasificacion revisada de la Amzerican Fertility Society.
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5.2.- RESULTADO DEL ESTUDIO PILOTO

Se procesaron las muestras de las primeras 15 pacientes de cada grupo incluidas
en la investigacion, tal como se habia previsto, y se estudié la expresion de todas las

moléculas en estudio. Los resultados se describen a continuacion.

5.2.1. Expresion de LFA-3 (y CD2)

En el grupo Control, de las 15 muestras procesadas, 7 fueron validas para la
lectura y 8 se invalidaron (2 por material insuficiente obtenido en la recogida de
muestras, 6 por congelacion inadecuada del tejido). En el Grupo Endometriosis también
se desecharon 6 muestras (2 por material insuficiente en la recogida de muestras, 4 por

congelaciéon inadecuada del tejido).

La expresion de LFA-3 en el grupo Control se describe a continuacion:

- Se observo en el 100% de células glandulares en 7/7 pacientes, siempre en la zona

basal y en la membrana intercelular;

- En 100% de células endoteliales en 7/7 pacientes

- Se observé menos del 20% de células estromales positivas para LFA-3 en 7/7

pacientes.
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La expresion de LFA-3 en el Grupo Endometriosis fue idéntica al grupo

Control:

- 100% de células glandulares en la zona basal y membrana intercelular en 9/9

pacientes

- 100% de células endoteliales en 9/9 pacientes

- menos del 20% de células estromales en 9/9 pacientes.

La expresion de CD2 se producia en células aisladas o agrupadas en el estroma en

ambos grupos.

No existian pues diferencias en la expresion entre ambos grupos y decidimos no
ampliar el nimero de casos para esta molécula. El resultado se resume en la siguiente

tabla:

Tabla 4: Expresion de 1.FA-3, estudio piloto

LFA-3 Endotelio 100% Glandulas 100% Estroma <20%
Estudio piloto Basal- intercelular

G. CONTROL 7/7 7/7 7/7

G. ENDOMETRIOSIS 9/9 9/9 9/9
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Figura 4: Expresion de EA-3, paciente 47, grupo control. Magnificacion dptica x400.
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Figura 5: Expresion de CD-2, paciente 47, grupo Control. Magnificacion dptica x400.
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5.2.2. Expresion de ICAM-1 (y LFA-1)

Tanto en el Grupo Control como en el Grupo Endometriosis 9 muestras fueron

validas y 6 ilegibles (en cada grupo, 2 por material inadecuado en la recogida de muestras

y 4 por congelacion inapropiada).

En el grupo Control la expresion de ICAM-1 fue igual en las 9 muestras valoradas:

- Se observo en el 100% de las células endoteliales

- Enel 0% de las células glandulares

- Aisladamente en células del estroma, a veces formando pequefias agrupaciones.

La expresion en las 9 muestras del grupo Endometriosis fue exactamente igual, no

observando pues ninguna diferencia entre los dos grupos.

Se estudi6 la expresion de LFA-1 en las 9 muestras validas de cada grupo,

observando expresion en células aisladas o formando pequefios grupos en el estroma.

No existfan pues diferencias en la expresion de estas moléculas entre ambos

grupos y se decidié no ampliar el nimero de muestras para esta molécula. El resultado

se resume en la siguiente tabla:
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Tabla 5: Expresion de ICAN-1, estudio piloto

ICAM-1

Estudio piloto

Vasos 100%

Glandulas 0%

Estroma (aisladas)

G. CONTROL

9/9

9/9

9/9

G. ENDOMETRIOSIS

9/9

9/9

9/9
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Figura 6: Expresion de ICAM-1, paciente 53, grupo Endometriosis. Magnificacion dptica x400.
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Figura 7: Expresion de . EA-1, paciente 32, grupo Endometriosis. Magnificacion dptica x400.
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5.2.3. Expresion de o634

La expresion de a6 fue legible en 10/15 muestras procesadas del grupo Control

(2 muestras desechadas por material insuficiente en la recogida, 3 por congelacién

inadecuada) y en 13/15 muestras del grupo Endometriosis (2 casos desechadas por

material inadecuado en la recogida de muestras).

En el grupo Control se observé expresion de o6 en:

- el 100% de células endoteliales en 10/10 casos

- en 10/10 muestras el estroma era negativo

- en el 100% de las células glandulares con dos patrones distintos: en 1/10 la

expresion era en toda la membrana celular y en 9/10 en la cara basal de la célula.

La expresion en el grupo Endometriosis se observo:

- enel 100% de las células endoteliales en las 13 muestras

- en ningdn caso se observo expresion en el estroma

109



Resultados

- en 13/13 muestras se observé expresion en el 100% de las células glandulares,

también con dos patrones distintos: 8/15 presentaban expresién en toda la

membrana celular y 5/13 presentaban expresion sélo en la cara basal de la célula.

Existia pues una diferencia no en el porcentaje de expresion de a6 entre ambos

grupos pero si en el patrén: 90% de expresion basal en el grupo control contra un 38%

en el grupo Endometriosis. El Test exacto de Fisher fue 4.325, p=0.0376, una diferencia

port tanto significativa (mayor porcentaje de expresion en toda la membrana celular en el

grupo Endometriosis), por lo que se decidié proseguir el estudio con esta molécula. Los

resultados se resumen en la siguiente tabla:

Tabla 6: Expresiin de a6, estudio piloto

a6p4 Vasos 100% Glandulas Estroma negativo
Estudio piloto Basal Celular

G. CONTROL 10/10 9/10 1/10 10/10

G. ENDOMETRIOSIS 13/13 5/13 8/13 13/13

Test exacto de Fisher 4.325, p=0.0376
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5.2.4. Expresion de HLA-I

En el grupo Control 9/15 muestras fueron validas (2 desechadas por material
insuficiente en la recogida, 4 por congelacién inadecuada) y en el Grupo Endometriosis

10/15 (2 por material insuficiente en la recogida, 3 por congelacion inadecuada).

La expresion de HLA I se observaba en el 100% de células endoteliales por lo
que se tomo6 como control interno de positividad.
La expresion en glandulas y estroma se distribuy6 tal como se resume en las

siguientes tablas:

Tabla 7: Grupo Control, expresion de HIL.A-1, estudio piloto.

GRUPO HILA I glandulas HILA T estroma
CONTROL
1 100% 70%
2 100% 10%
3 10% 10%
4 80% 30%
5 50% 20%
6 50% 20%
7 80% 40%
8 50% 20%
9 70% 10%
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Tabla 8: Grupo Endometriosis, expresion de HI.A-, estudio piloto

GRUPO HILA I glandulas HIA T estroma
ENDOMETRIOSIS

1 (estadio I) 100% 50%
2 (estadio 1II) 100% 30%
3 (estadio IIT) 100% 20%
4 (estadio IV) 100% 90%
5 (estadio IV) 100% 20%
6 (estadio IV) 100% 10%
7 (estadio IV) 40% 80%
8 (estadio IV) 10% 100%
9 (estadio IV) 100% 90%
10(estadio 1V) 100% 100%
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Lo que observamos aqui fue que HLA I se expresaba siempre en toda la membrana

celular pero en el siguiente porcentaje de células:

- La expresion glandular de HILA T oscilaba entre el 10 y el 100% en el grupo Control
(mediana 72, percentil 25= 50, percentil 75= 92).

- La expresion glandular de HLA 1 oscilaba entre el 10 y el 100% en el grupo
Endometriosis (mediana 100, percentil 25=75, percentil 75=100)

- La expresion en estroma oscilaba entre el 10 y el 70% en el grupo Control (mediana
20, percentil 25= 10, percentil 75= 39)

- La expresion en estroma oscilaba entre el 10 y el 100% en el grupo Endometriosis

(mediana 72, percentil 25 =20, percentil 75=94).

Al aplicar una U de Mann-Whitney para comparar la expresion en glandulas y estroma

se observo:

- Expresiéon en glandulas, U de Mann-Whitney 24.5, p= 0.095, diferencia no
significativa:

- Expresion en estroma, U de Mann-Whitney 20.0, p=0.043, diferencia

significativa.

Existia pues un mayor porcentaje de células estromales y glandulares en el grupo
Endometriosis en el que se detectaba expresion de HLA I, y en el estroma la diferencia
llegaba a la significacion estadistica. Dado lo sugerentes que eran estos resultados, se

decidi6 ampliar el estudio de esta molécula
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5.3. ESTUDIO DEFINITIVO: EXPRESION DE 634

En la fase definitiva del estudio se procesé el material del que se disponia, 31
muestras del grupo Control y 45 del grupo endometriosis. Para la expresion de la
subunidad a6 de la integrina a6P4, 19/31 muestras del grupo Control y 30/45 del
grupo Endometriosis fueron valorables. En el grupo Control 5 muestras de desecharon
por material insuficiente en la recogida y 7 por congelaciéon inadecuada. En el grupo
Endometriosis 7 pacientes se desecharon por material insuficiente en la recogida y 8 por

congelacién inadecuada.

5.3.1 Distribucion de casos v controles en funcion de la fase del ciclo.

Considerando sélo las muestras en las que se habia podido determinar la
subunidad a6 en el estudio definitivo, se observo que el numero de pacientes en fase

secretora era significativamente mas elevado en el grupo Control que en el grupo
Endometriosis. De hecho sélo existian 4 pacientes en fase proliferativa en el grupo
Control y se hallaban en fase proliferativa tardia. Esta situacion se resume en la siguiente

tabla.
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Tabla 9: Estudio definitivo, determinacion de o6 4. Distribucion de controles y casos en funcion de la

fase del ciclo menstrual.

G. CONTROL |G. ENDOMETRIOSIS TOTAL
Proliferativa 0 8 8
“inicial”
Proliferativa 4 7 11
“tardia”
Secretora 4 8 12
“inicial”
Secretora 11 7 18
“tardia”
TOTAL 19 30 59

Test exacto de Fisher p=0.026

En el grupo Endometriosis 2 pacientes presentaban un estadio I, 2 pacientes un

estadio II, 11 pacientes un estadio III y 15 pacientes en estadio IV.

5.3.2. Resultado en la expresion de 064 comparando todas las muestras

En el grupo Control los resultados fueron los siguientes:

- No se observaba expresion de a6 en el estroma

- Las células endoteliales eran positivas en el 100% en la zona basal del endotelio
(control interno de positividad)

- Las células glandulares eran positivas en el 100%. El patrén de expresion en las
glandulas era en la cara basal en 16/19 (84.3%) y en toda la membrana celular en

3/19 (15.7%). Tres pacientes con expresion en toda la célula correspondian a dos

116



Resultados

pacientes multiparas sometidas a ligadura tubarica y una paciente nulipara afecta de

algias pélvicas.

En el grupo Endometriosis se observaba:

- Ausencia de expresion de a6 en células estromales

- La expresion en endotelio era del 100%

- La expresion en glandulas endometriales era en el 100% de las células. El patrén de
expresion en las glandulas era en la cara basal en 10/30 (33.3%) de las muestras
mientras que 20/30 (66.6%) presentaban expresion en toda la membrana celular. De
las pacientes que presentaban expresion basal en el grupo Endometriosis, una estaba
en un estadio II, 2 un estadio III y 7 un estadio IV. De las que presentaban
expresion en toda la célula, 2 correspondian a un estadio I, 1 a un estadio II, 9 a un

estadio III y 8 a un estadio IV.

Al comparar la expresion de a6 en células glandulares entre ambos grupos, se
observé una expresion en toda la membrana celular significativamente mas frecuente en
el grupo Endometriosis comparando con el grupo Control (Chi2 12.09, p=0,001). Se

resume en la siguiente tabla:
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Tabla 10: Expresiin de o634, estudio definitivo. Comparacion entre ambos grupos considerando todas
las muestras en conjunto, independientemente de la fase del ciclo.

a6p4 CONTROL ENDOMETRIOSIS
GLANDULAS N=19 N=30
BASAL 16 (84.2%) 10 (33.3%)
CELULAR 3 (15.8%) 20 (66.6%)

Chi2 12.09, p=0,001

5.3.3. Expresion de o634 comparando las muestras en fase proliferativa.

En este caso, dado que no existian muestras en el grupo Control en fase

proliferativa “inicial”, s6lo se comparo la fase proliferativa globalmente.

En 4/4 muestras del grupo Control en fase proliferativa la expresion era en la
zona basal. En 5/15 muestras en fase proliferativa del grupo Endometriosis la expresion
era en la zona basal y en 10/15 muestras la expresion se producia en toda la membrana
celular. La diferencia era significativa aplicando un test exacto de Fisher (p=0.033). Se

resume en la siguiente tabla.
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Tabla 11: Estudio definitivo, expresion de 64, comparacion entre muestras en fase proliferativa.

0634 Glandulas CONTROL ENDOMETRIOSIS
Fase proliferativa N=4 N=15

Basal 4 5

Celular 0 10

Test de Fisher p= 0.033

5.3.4.Expresion de a6B84 comparando las muestras en fase secretora.

Comparando las muestras que se hallaban en fase secretora la diferencia entre

ambos grupos seguia siendo estadisticamente significativa: un mayor porcentaje de

pacientes en el grupo endometriosis presentaba expresion en toda la célula en lugar de

expresion en la zona basal. Se resume en la siguiente tabla:

Tabla 12: Expresion de o6 [H4, estudio definitivo, comparacion entre muestras en fase secretora.

a6p4 Glandulas CONTROL ENDOMETRIOSIS
Fase secretora N=15 N=15

Basal 12 5

Celular 3 10

Chi2 7.429 p= 0.011
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Esta diferencia no era significativa si sélo considerabamos las pacientes en fase

secretora inicial. El resultado se resume en la siguiente tabla:

Tabla 13: Expresiin de o6 [, estudio definitivo, comparacion entre muestras en fase secretora inicial.

a6p4 Glandulas CONTROL ENDOMETRIOSIS
Fase secretora inicial N=4 N=38

Basal 3 3

Celular 1 5

Test de Fisher p= 0.545

La diferencia volvia a ser estadisticamente significativa al comparar las muestras en fase

secretora tardia. El resultado se resume en la siguiente tabla:

Tabla 14: Expresiin de o6 [, estudio definitivo. Comparacion entre muestras en fase secretora tardia.

a6B4 Glandulas CONTROL ENDOMETRIOSIS
Fase secretora tardia N=11 N=7

Basal 9 >

Celular 2 5

Test de Fisher p= 0.049
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5.3.5. Comparacién entre fase proliferativa y fase secretora del grupo

Endometriosis.

Se compaté el patréon de expresion de a6P4 entre muestras en fase proliferativa

y muestras en fase secretora del grupo Endometriosis. No se observaron diferencias en

cuanto al porcentaje de muestras que expresaban la molécula en toda la célula, dado que

en ambas fase era exactamente el mismo (66.6%). El resultado se resume en la siguiente

tabla.

Tabla 15: Expresiin de o654 comparando fase proliferativa y fase secretora del grupo Endometriosis.

a6p4 grupo Fase proliferativa Fase secretora
Endometriosis N=15 N=15
Basal 5 5
Celular 10 10

Chi 2 p= 1.000
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Figura 8: Excpresion basal (polarizada) de o634, paciente 60, grupo Control. Magnificacion dptica
x400.
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Figura 9: Excpresion en toda la membrana celular (despolarizada) de o6 4, paciente 44, grupo

Endometriosis. Magnificacion dptica x400.
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5.4.- ESTUDIO DEFINITIVO: EXPRESION DE HIA 1

Del material disponible, 31 muestras del grupo Control y 45 del grupo
Endometrisosis, fueron validas 15 y 25 muestras respectivamente. En el grupo Control
5 muestras se desecharon por material insuficiente en la recogida de muestras y 11 por
congelacién inadecuada. En el grupo Endometriosis 7 muestras se desecharon por

material insuficiente y 13 por congelacion inadecuada.

5.4.1 Distribucién de casos y controles en funcién de la fase del ciclo.

En este caso, ambos grupos fueron comparables por el dia del ciclo establecido
en el estudio anatomopatolégico dado que aplicando un test de Fisher no existian
diferencias estadisticamente significativas (p=0.062). Este resultado se resume en la

siguiente tabla.

Tabla 16: Estudio definitivo, determinacion de HI.A I. Distribucidn de controles y casos en funcion de
la fase del ciclo menstrual.

G. CONTROL |G. ENDOMETRIOSIS TOTAL
Proliferativa 0 7 7
“inicial”
Proliferativa 4 6 10
“tardia”
Secretora 1 4 5
“inicial”
Secretora 10 8 18
“tardia”
TOTAL 15 25 40

Test exacto de Fisher p=0.062
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En el grupo Endometriosis, siguiendo la clasificacion revisada de la American
Fertility Society, 1 paciente presentaba endometriosis estadio I, 1 paciente endometriosis

estadio 1II, 9 estadio III y 14 estadio IV.

5.4.2. Resultado en la expresiéon de HILA I comparando todas las muestras

La expresion de HLA I se producia siempre en toda la membrana celular, como en

el estudio piloto.

En el grupo Control, la expresiéon de HLLA T considerando globalmente ambas fases

del ciclo se describe a continuacién:

- Oscilaba entre el 10 y 100% en células glandulares del endometrio, con una mediana
de expresion del 80% (percentil 25=50%, percentil 75=100%)

- Oscilaba entre 10 y 40% en células del estroma, con una mediana del 20% (percentil
25=10%, percentil 75=30%)..

- Las células endoteliales eran siempre positivas ofreciendo un control de positividad

interno valido, igual que en el estudio piloto.

Se describe la expresion en el grupo Control en la siguiente tabla:
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Tabla 17: Grupo Control, expresion de HIA-I, estudio definitivo.

Paciente
% glandulas % estroma
N° caso |Datacion
1 8 100 10
2 10 100 10
3 13 10 10
4 14 80 30
5 16
6 24
7 25
8 25
9 25
10 26
11 27
12 28
13 28
14 28
15 28

Las casillas sombreadas corresponden a fase secretora.
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En el grupo Endometriosis la expresion de HLA T era:

- En las células glandulares oscilaba entre el 10 y el 100%, con una mediana del 100%

(percentil 25=100%, percentil 75=100%)

- En el estroma oscilaba entre el 10 y el 100%, con una mediana del 60% (percentil

25=20%, percentil 75=80%).

- Expresion en el 100% de células endoteliales.

La expresion en el grupo Endometriosis se recoge en la siguiente tabla:
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Tabla 18: Grupo Endometriosis, expresion de HL.A-I, estudio definitivo.

CASO |DATA %o
ESTADIO NP CION | GLANDULAS % ESTROMA
I 1 24 100 50
11 2 28 100 30
111 3 5 100 20
4 8 100 60
5 11 100 10
6 12 100 20
7 14 100 80
8 16 100 80
9 20 100 80
10 23 20 40
11 23 100 80
I\Y 12 4 100 10
13 4 50 60
14 4 100 20
15 5 100 10
16 7 100 80
17 7 40 80
18 10 100 60
19 11 100 10
20 16 10 100
21 21 100 80
22 26 100 60
23 27 100 80
24 28 100 100
25 28 100 90

Las casillas sombreadas corresponden a fase secretora.
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El analisis estadistico mostro:

- La expresion de HLA 1 era significativamente mas elevada en células glandulares del
grupo Endometriosis respecto a células glandulares del grupo Control (U de Mann-

Whitney 115, p=0.043)

- La expresion de HLA 1 era significativamente mas elevada en células estromales del

grupo Endometriosis respecto a células estromales del grupo Control (U de Mann-

Whitney 83.5, p=0.003)

El analisis etadistico se resume en la siguiente tabla:

Tabla 19: Estudio definitivo, expresion de HI.A 1, comparacion entre muestras considerando ambas
fases globalmente.

G. CONTROL G. ENDOMETRIOSIS
N=15 N=25
HLA Mediana 80 100
glandulas
Rango 10-100 10-100
p25-p75* 50-100 100-100
HLA Mediana 20 60
estroma
Rango 10-70 10-100
p25-p75* 10-30 20-80

U de Mann-Whitney glandulas 115.00 p=0.043
U de Mann-Whitney estroma 83.5 p=0.003
* percentil 25 — percentil 75
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5.4.3. Expresion de HLLA I comparando las muestras en fase proliferativa

Se compar6 la expresion de HLA T entre los dos grupos considerando solo las
muestras que se hallaban en fase proliferativa. Dado que todas las muestras del grupo
Control se hallaban en fase proliferativa “tardia” y no habia ninguna en fase proliferativa

“inicial”’, no se pudieron realizar nuevas comparaciones considerando estos subgrupos.

El resultado del analisis estadistico comparando sélo la fase proliferativa se

resume en la siguiente tabla:

Tabla 20: Estudio definitivo, expresion de HI.A 1, comparacion entre muestras en fase proliferativa.

G. CONTROL G. ENDOMETRIOSIS
N=4 N=13
HLA Mediana 90 100
glandulas
Rango 10-100 40-100
p25-p75* 28-100 100-100
HLA Mediana 10 20
estroma
Rango 10-30 10-80
p25-p75* 10-30 10-70

U de Mann-Whitney glandulas 17.00 p=0.350
U de Mann-Whitney estroma 13.0 p=0.163
* percentil 25 — percentil 75

No se observaban por tanto diferencias significativas ni en glandulas ni en

estroma comparando solo la fase proliferativa.
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5.4.4. Expresion de HLLA I comparando las muestras en fase secretora

Se compar6 la expresion de HLA T entre los dos grupos considerando sélo las

muestras que se hallaban en fase secretora. Los resultados se resumen en la siguiente

tabla.

Tabla 21: Estudio definitivo, expresion de HI.A 1, comparacion entre muestras en fase secretora.

HLA I Fase Secretora G. CONTROL G. ENDOMETRIOSIS
N=11 N=12

HLA Mediana 70 100

glandulas
Rango 20-100 10-100
p25-p75* 50-100 100-100

HLA Mediana 20 80

estroma
Rango 10-70 30-100
p25-p75* 10-40 53-88

U de Mann-Whitney glandulas 41.5 p=0.134
U de Mann-Whitney estroma 9.5 p=0.000

* percentil 25 — percentil 75

Por tanto, considerando sélo muestras en fase secretora, la expresion de HLA 1

era significativamente mas elevada en estroma pero la significaciéon se perdia para las

células glandulares.

No se compard la expresion de HLLA I entre ambos grupos considerando por

separado la fase secretora “inicial” porque sélo habia una muestra del grupo Control en

esta fase.
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Se comparé la expresion de HLA I considerando sélo las muestras que se

hallaban en fase secretora “tardfa”. Los resultados se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 22: Estudio definitivo, expresion de HI.A 1, comparacion entre muestras en fase secretora

tardia.
HIA I Fase secretora tardia G. CONTROL G. ENDOMETRIOSIS
N=10 N=8
HLA Mediana 78 100
glandulas
Rango 20-100 20-100
p25-p75* 50-100 93-100
HLA Mediana 20 70
estroma
Rango 10-70 30-100
p25-p75* 10-53 44-91

U de Mann-Whitney glandulas 23.5 p=0.146
U de Mann-Whitney estroma 9.5 p=0.004

* percentil 25-percentil 75

El resultado era superponible al que se producia considerando la fase secretora

globalmente: seguia existiendo una diferencia estadisticamente significativa en el estroma

endometrial, en el sentido de que las mujeres afectas de endometriosis presentaban

mayor expresion de HLA 1. La diferencia no era significativa para las glandulas.
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5.4.5. Comparacion entre fase proliferativa y fase secretora del grupo
Endometriosis

A continuaciéon se comparé la expresion de HLA 1 entre muestras en fase
proliferativa y muestras en fase secretora del grupo Endometriosis. Se observé una
expresion significativamente mas elevada en estroma de muestras en fase secretora
comparando con células estromales de muestras en fase proliferativa. Esta diferencia no
se producia en las glandulas.

Este resultado se resume en la siguiente tabla:

Tabla 23: Comparacion de la expresion de HLA I entre muestras en fase proliferativa y muestras en
fase secretora del grupo Endometriosis.

Fase proliferativa Fase secretora

HLA I GRUPO N=13 N=12
ENDOMETRIOSIS
HLA Mediana 100 100
glandulas

Rango 40-100 10-100

p25-p75* 100-100 100-100
HLA Mediana 20 80
estroma

Rango 10-80 30-100

p25-p75* 10-70 53-88

U de Mann-Whitney glandulas 75 p=0.894
U de Mann-Whitney estroma 30 p=0.008
* percentil 25- percentil 75
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Figura 10: Expresion de HI.A 1, paciente 46, grupo Control. Glandulas 50%, estroma 20%.

Magnificacion dptica x400.
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Figura 11: Expresion de HIA 1, paciente 51, grupo Endometriosis. Glandulas 10%, Estroma

100%. Magnificacion dptica x400.
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5.5.ESTUDIO DEFINITIVO: CONCORDANCIA ENTRE

LAS ALTERACIONES

Se consider6 que se habifan hallado tres alteraciones en la expresion de moléculas
en el grupo Endometriosis respecto al grupo Control: expresion mas frecuente de o634
en toda la membrana celular en lugar de la parte basal (expresion despolarizada), elevada

expresion de HLA T en células glandulares y elevada expresion de HLA I en células

estromales.

La concordancia entre HLA Iy a6P4 se realiz6 en aquellas pacientes en las que
habian sido valorables las muestras para ambas moléculas (15 en el grupo Control, 22 en
el grupo Endometriosis). Para determinar qué nivel de expresion de HLA T se
consideraba alterado, se tomé como punto de corte en la expresion de HLA I el 100%
en las glandulas y superior al 20% en el estroma: ambos puntos de corte eran los que
menos errores nos proporcionaban a la hora de clasificar a las pacientes entre casos y

controles tal como se expresa en las siguientes tablas de contingencia:
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Tabla 24: Distribucién de casos y controles en funcion de una expresion de HI.A I en glandulas ignal

o inferior al 100% de las células.

Grupo Control

Grupo Endometriosis

Expresion  en  glandulas 9 4
<100%
Expresion en glandulas del 6 21

100%

Tabla 25: Distribucion de casos y controles en funcion de una expresion de HL.A I en estroma superior

al 20% de las células.

Grupo Control

Grupo Endometriosis

Expresion en estroma 11 7
<20%
Expresion en estroma 4 18

>20%
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En la siguiente tabla de contingencia se resume la concordancia entre la

expresion de HLA I en células glandulares y la expresion de HLA 1 en células

estromales, tomando los puntos de corte descritos:

Tabla 26: Concordancia en la expresion de HL.A I entre glandulas y estroma

HLA I en glandulas Total
<100% 100%
HLATIen <20 7 (53.8%) 11 (40.7%) 18 (45%)
estroma
>20 6 (46.2%) 16 (59.3%) 22 (55%)
Total 13 (100%0) 27 (100%) 40 (100%)

Kappa 0.119, N.S.

Se obtuvo un valor de Kappa de 0.119 lo cual significa que no existia concordancia

entre ambas alteraciones.
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El mismo ejercicio se realiz6 para observar la concordancia entre la expresion de
HLA T en glandulas y la expresion de o6B4. Se resume en la siguiente tabla de

contingencia:

Tabla 27: Concordancia entre la expresion de HLLA-I en las glandnlas y la expresion de o6 4.

Expresion HLA 1
glandulas

<100 100
Expresion | Basal 10 (76.9%) 12 (50%) 22 (59.5%)
a6p4

Célula 3 (23.1%) 12 (50%) 15 (40.5%)

Total 13 (100%0) 24 (100%) 37 (100%)
Kappa 0.232, N.S.

En la medida de concordancia el valor de Kappa era 0.232, lo que suponia que no existia

concordancia.
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Finalmente se realiz6 la misma tabla de contingencia para establecer la

concordancia entre la expresién de HLA T en el estroma y la expresion de a6p4:

Tabla 28: Concordancia entre la expresion de HLA I en el estroma y expresion de o6 [A4.

Expresion HLA I estroma Total
<20 >20
Expresion de | Basal 13 (72.2%) 9 (47.4%) 22 (59.5%)
a6p4
Célula 5 (27.8%) 10(52.6%) 15 (40.5%)
Total 18 (100%) 19 (100%)
Kappa 0.247, N.S.

En este caso se obtuvo un Kappa de 0.247, no existiendo pues concordancia.
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Por ultimo se recogio, en aquellas pacientes en que se pudieron valorar ambas

moléculas, cuantas pacientes de cada grupo presentaban una, dos o tres de las

“alteraciones” descritas en la expresion de las moléculas (expresion en toda la membrana

celular de a6P4, expresion de HLA T en glandulas del 100% y expresion de HLA T en el

estroma superior al 20%). Se resume en la siguiente tabla:

Tabla 29: Niimero de pacientes en cada grupo que presentaban cero, una, dos o tres de las

“alteraciones”
G. Control G. Endomettriosis Total

N° 0 6 (40%) 0 (0%) 6 (16.2%)
alteraciones

1 6 (40%) 6 (27.3%) 12 (32.4%)

2 3 (20%) 8 (36.4%) 11 (29.7%)

3 0 (0%) 8 (36.4%) 8 (21.6%)
Total 15 (100%0) 22 (100%) 37 (100%)

Chi2 15.503, p=0.001

- La diferencia en cuanto a nimero de alteraciones fue significativa entre ambos

grupos a favor de un nimero de pacientes con dos o tres alteraciones mas elevado

en el grupo Endometriosis: Chi2 15.503, p= 0.001.

- Ninguna paciente del grupo Control presentaba las tres alteraciones

- Ninguna paciente del grupo Endometriosis presentaba cero alteraciones.
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6.1. DESCRIPCION DE LA POBLACION EN ESTUDIO

Al final del periodo de recogida de las muestras se obtuvieron 76 pacientes que
cumplian todos los criterios de inclusion, ninguno de los criterios de exclusioén y que
consintieron participar en el estudio. Por desgracia no se pudieron obtener resultados en
la expresion de las moléculas de todas estas muestras. Problemas en la obtencion, en la
congelaciéon y especialmente en el almacenaje llevaron a que algunas muestras se
estropeasen o resultaran ilegibles una vez ya procesadas. El estudio definitivo se basa en
19 muestras del grupo Control y 31 del grupo Endometriosis para la expresion de o634
y en 15 muestras del grupo Control y 25 del grupo Endometriosis para la expresion de
HLLA 1. En 15 pacientes del grupo Control y en 22 del grupo Endometriosis se
consiguié valorar la expresion de ambas moléculas a la vez. Aunque en un momento
determinado esto consiguié desmoralizarnos en cuanto al rendimiento que habfamos
obtenido, después de tantos meses de trabajo, repasar los otros articulos publicados
sobre expresion de moléculas en endometrio y endometriosis, detectada mediante
inmunohistoquimica, nos animé de nuevo, ya que la mayoria de trabajos se han
realizado como mucho sobre 30 casos (Lanteri E., Pistritto M. et al. 1998; Regidor P. A.,

Vogel C. et al. 1998; Prefumo F., Semino C. et al. 2002).

En una primera fase, lejos de querer sacar ninguna conclusion epidemiolégica y
con la mera intenciéon de establecer la comparabilidad de los grupos y de situar el
contexto clinico en el que nos hallibamos, comparamos la edad, los antecedentes
familiares, los antecedentes personales y los antecedentes ginecolégicos. Determinamos

si ambos grupos eran comparables en algunas cuestiones basicas, como la edad y la
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paridad, y contrastamos el resultado de algunos de estos aspectos con lo que se habia

publicado en la literatura.

Los dos grupos fueron comparables en cuanto a edad y a paridad, sin diferencias
estadisticamente significativas. La media de edad fue ligeramente mas alta para el grupo
Control (33.95 vs 32.94), lo cual se podria explicar por la inclusion de ligaduras tubaricas
en este grupo, que se suelen realizar en mujeres de cierta edad con el deseo genésico

cumplido.

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos en
cuanto a antecedentes oncolégicos en la familia (16% en el grupo Control vs 15% en el
grupo Endometriosis). Wyshak G et al. sugieren una asociacién entre endometriosis y
melanoma, observando una mayor incidencia de estas neoplasias en la familia de las
pacientes afectas de endometriosis (Wyshak G. y Frisch R. E. 2000). En nuestro estudio
solo una paciente del grupo Endometriosis referfa antecedentes familiares de melanoma
frente a ninguna en el grupo Control, aunque desde luego el pequefio tamafio de la

muestra ni confirma ni desmiente la asociacion hallada por este autor.

Aunque las diferencias tampoco eran estadisticamente significativas, si llamaba la
atencion que en el grupo Endometriosis existan antecedentes familiares de
enfermedades autoinmunes que no aparecian en el grupo Control, en consonancia con
las alteraciones inmunes que se describen en la endometriosis (Iborra A., Palacio J. R. et
al. 2000; Gitlits V. M., Toh B. H. et al. 2001; Yeaman G. R., Collins J. E. et al. 2002): el

pequeno numero de la muestra convierte esta observaciéon en una mera sugerencia.
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También sin diferencias estadisticamente significativas, se observaron
antecedentes de endometriosis en la familia del grupo Endometriosis que no se
observaron en el grupo Control: en este caso esta asociaciéon familiar si la han
demostrado otros autores y el porcentaje observado aqui coincide con los publicados,
un 6% (Simpson J. L., Elias S. et al. 1980; Hadfield R. M., Mardon H. J. et al. 1997;
Stefansson H., Geirsson R. T. et al. 2002). La falta de significacioén estadistica se deberfa

también en este caso al pequefio nimero de la muestra.

No observamos entre ambos grupos ninguna diferencia en cuanto a tabaquismo
(45% en el grupo Control, 44% en el grupo Endometriosis, Chi2 0.945, p=0.331), como
Cramer et al., que observaban relaciéon entre tabaquismo severo de inicio temprano y
menor incidencia de endometriosis, al parecer porque estas mujeres tendrian menores

niveles de estrégenos (Cramer D. W., Wilson E. et al. 1980).

Recogimos también los datos sobre factores que podian suponer una mayor
exposicion al flujo menstrual y mayor riesgo de endometriosis segin algunos autores
(Cramer D. W., Wilson E. et al. 1986; Darrow S. L., Vena J. E. et al. 1993; Parazzini F. y
Ferraroni M. 1993; Sangi-Haghpeykar H. y Poindexter A. N., 3rd 1995): la edad de la
menarquia (grupo Control 11.6, grupo Endometriosis 12.5, T de Student 1.541,
p=0.130), duracién del menstruo (grupo Control 4.17, grupo Endometriosis 5.11, T de
Student 1.903, p=0.663) y el intervalo del menstruo (grupo Control 27.2; grupo
Endometriosis 28.5, T de Student 1.123, p=0.268) eran comparables, sin diferencias
estadisticamente significativas entre ambos grupos. El uso de tampones, asociado a un
mayor riesgo por Darrow et al. (Darrow S. L., Vena J. E. et al. 1993), era practicamente

idéntico entre ambos grupos, 64.5% en el grupo Control y 64.4% en el grupo
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Endometriosis. La lactancia entre pacientes no nuliparas, curiosamente, era mas
frecuente en el grupo Endometriosis sin diferencias significativas (44% vs 66%, Chi2
2.07, p=0.148): lactancia se suele asociar a mas periodos de amenorrea, lo que pareceria
conferir cierta protecciéon frente a la endometriosis y esperarfamos hallar lactancia
materna mas frecuentemente en el grupo Control. El porcentaje de nuliparas era mas
alto en el grupo Endometriosis, lo cual coincide con la nuliparidad como factor de
riesgo y al incremento de esterilidad que supone la endometriosis: de todas formas se
explica también por existir en el grupo Control ligaduras tubaricas que no existen en el
grupo Endometriosis (en ninguna mujer que consulté para esterilizacién quirdrgica se

hall6é foco alguno de endometriosis). Esta diferencia no fue significativa.

Si se hallaron diferencias en la apreciacién subjetiva que la mujer hacia de la
cantidad de su menstruacién: un porcentaje significativamente mas alto de pacientes del
grupo Endometriosis consideraba que el flujo era moderado o abundante (91% vs 55%,
Chi2 20.558, p=0.001): esto concuerda con los estudios de Cramer et al. (Cramer D. W.
y Missmer S. A. 2002) y Darrow et al. (Darrow S. L., Vena J. E. et al. 1993) en cuanto a

que la cantidad de flujo es un factor de riesgo para desarrollar endometriosis.

Respecto al método anticonceptivo, la utilizaciéon de anticonceptivos orales en el
pasado era mas frecuente en el grupo Control sin diferencias significativas (35% vs 27%,
Chi2 0.676, p=0.410) al contrario de lo que hallaban Sangi-Haghpeykar et al., Vessey et
al. y Parazzini et al. en sus estudios (Parazzini F. y Ferraroni M. 1993; Vessey M. P.,
Villard-Mackintosh L. et al. 1993; Sangi-Haghpeykar H. y Poindexter A. N., 3rd 1995).
La utilizaciéon de DIU fue también mas frecuente en el grupo Control sin diferencias

significativas (9% vs 4%, test exacto de Fisher 0.188, p=0.664): por los trabajos de
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Vessey et al. y Sangi-Haghpeykar et al., el porcentaje deberia ser a la inversa (Vessey M.
P., Villard-Mackintosh L. et al. 1993; Sangi-Haghpeykar H. y Poindexter A. N., 3rd
1995). Estas diferencias con la literatura publicada se deberian sobretodo al pequefio
tamafio de nuestra muestra, aunque hay que considerar que los propios autores en sus
trabajos reconocen que en las asociaciones halladas entre uso de anticonceptivos orales

en el pasado y uso de DIU en el pasado y endometriosis pueden existir varios sesgos.

Con intencién meramente descriptiva recogimos los datos en ambos grupos
sobre motivo de consulta, duracién de los sintomas, tipo de abordaje quirtrgico, tipo de
intervencion realizada, el estadio revisado de la Awmerican Fertility Society y los niveles de
CA 125. A destacar que en el grupo Control la causa mas frecuente de consulta fue la
esterilizacion tubarica (42%) y en el grupo Endometriosis las algias pélvicas (38%) como
sintoma principal, seguido de la tumoracién anexial hallada en el curso de una revision
ginecologica (27%). En ningan caso de ligadura tubarica se diagnosticé endometriosis y
todos los casos de tumoracién anexial corresponden al grupo Endometriosis porque

cualquier otra patologfa ginecoldgica organica era criterio de exclusion para el estudio.

Cabe comentar que la media de duracién de los sintomas en el caso de que
existieran era superior en el grupo Control (49.49 meses vs 7.59 meses): ello puede
explicarse porque en el grupo Control existen tres casos mas de esterilidad, que
incrementan la media de duracién de los sintomas respecto a las mujeres que presentan
algias, que son las mas frecuentes en el grupo Endometriosis, dado que cabe pensar que

las pacientes afectas de algias probablemente consulten antes.
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El abordaje quirurgico fue sélo laparoscopico en el grupo Control dado que no
habia ningin motivo para reconvertir a laparotomia al no hallarse patologia alguna. De
las 32 laparotomias que se realizaron en el grupo Endometriosis, 20 (las que no
correspondfan a tumoraciéon anexial) se Iniciaron como laparoscopias que se
reconvirtieron en laparotomia a criterio del cirujano. Las 12 pacientes con tumoracion
anexial se iniciaron directamente como laparotomia. El tipo de intervencién realizado,
dejando aparte la toma de muestras para el estudio que se realizé en todos los casos tal
como se indica en material y métodos, quedaba a criterio del cirujano y lo decidido

conjuntamente con la paciente, igual que en cualquier otro acto médico-quirdrgico.

El estadio de la endometriosis se establecia en el momento de la laparosocopia o
laparotomia cuando existia la enfermedad: a destacar que 35/45 pacientes (78%) eran
estadios III o IV y que el 80% de las pacientes presentaban niveles de CA 125 de mas de
35 Ul/ml y por tanto patolégicos, con una media de CA 125 de 126 UI/ml (rango 11-
539). Por tanto, casi el 80% de los casos que componian el grupo Endometriosis

presentaban enfermedad en un grado moderado-severo.
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6.2. LA EXPRESION DE LFA-3

LFA-3 (también identificado como CD58) constituia un buen candidato para
buscar un posible defecto de los ligandos expresados en el endometrio para los
receptores de las células NK. Como hemos referido en el capitulo de antecedentes, se
trata de una molécula de adhesion expresada extensamente en el organismo, incluyendo
células epiteliales (Pigott R. y Power C. 1993), cuyo receptor, CD2, se expresa en
linfocitos T y células NK (O'Shea J. y Ortaldo R. 1992; Pigott R. y Power C. 1993;
Jameway C. A., Travers P. et al. 2003). Su funciéon es la de mantener la unién entre la
célula NK y su diana para que se pueda producir el efecto citotéxico. Investigaciones
recientes han destacado el papel de esta interaccion entre la célula NK y su diana: de su
expresion depende que se produzca una fuerte unién entre la célula NK en reposo, no
estimulada por citocinas, y su diana (Barber D. F. y Long E. O. 2003); de su densidad en
la diana depende la fuerza de la unién con la célula NK (Garcia-Penarrubia P., Lorenzo
N. et al. 2002). Fletcher et al. han demostrado que baja densidad de expresion de LFA-3
en la diana puede hacer que ésta eluda la lisis por NK, incluso siendo la expresion de
HLA T escasa, que como vefamos en la introduccién es el determinante principal para la

susceptibilidad a la citotoxicidad NK (Fletcher J. M., Prentice H. G. et al. 1998).

Hemos hallado sélo dos trabajos en la literatura que describan la expresion de
LFA-3 en endometrio: el de Brackin MN et al., en el que utilizan citometria de flujo para
estudiar el estroma endometrial para establecer cual es la expresién normal de LFA-3,
entre otras moléculas; y el de Prefumo et al,, en el que comparan la expresion de LFA-3

e ICAM-1 en el endometrio de mujeres afectas de endometriosis con la expresion en el
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de mujeres no afectas. Ambos estudios se publicaron el afio 2002, después de realizada
la parte experimental del nuestro (Brackin M. N., Cruse J. M. et al. 2002; Prefumo F.,

Semino C. et al. 2002).

Nosotros pudimos comprobar que, estudiada mediante inmunohistoquimica, la
expresion de LFA-3 en endometrio se observa tanto en glandulas, como en estroma
(aunque en menos del 20% de las células), como en el endotelio, en consonancia con los
resultados obtenidos por Brackin et al. y Prefumo et al. Sin embargo en el estudio piloto
no observamos ningun tipo de diferencia entre el grupo Control y el grupo
Endometriosis por lo que decidimos no proseguir el estudio en esta linea. El escaso
numero de casos en el estudio piloto no descarta esta linea de trabajo totalmente,
aunque el estudio de Prefumo et al, realizado mediante inmunofluorescencia y
citometria de flujo en 10 pacientes con endometriosis y 12 controles, tampoco halla

diferencias entre ambos grupos para LFA-3 (Prefumo F., Semino C. et al. 2002).
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6.3. LA EXPRESION DE ICAM-1

ICAM-1 era otra molécula de adhesion que valia la pena investigar en relacion a
la resistencia a la lisis de células endometriales frente a células NK| en tanto que su papel
como molécula de adhesion en las dianas para su interacciéon con las células NK esta
bien establecido (O'Shea J. y Ortaldo R. 1992; Isacke C. M. y Horton M. A. 2000;
Jameway C. A., Travers P. et al. 2003). Este papel se confirma en recientes trabajos que
demuestran claramente su funcién en la interaccion de las células NK en reposo con su
diana (Barber D. F. y Long E. O. 2003). La firmeza de esta unién depende, igual que
sucedia con el LFA-3, de la densidad de expresion de esta molécula en la diana (Garcia-

Penarrubia P., Lorenzo N. et al. 2002).

La expresion de ICAM-1 en endometrio ha sido estudiada en diversas ocasiones
y los resultados no han sido siempre superponibles. Tabibzadeh et al. detectaron
mediante inmunohistoquimica intensa expresion de ICAM-1 en células endoteliales,
células linfoides y de forma regular, aunque mucho menos intensa, en estroma, células
glandulares y epitelio superficial; no obervaron diferencias entre muestras en fase
proliferativa y muestras en fase secretora (Tabibzadeh S. S. y Poubouridis D. 1990;
Tabibzadeh S., Kong Q. F. et al. 1994). Sin embargo Tawia et al., también mediante
inmunohistoquimica, sélo observaban expresion de ICAM-1 en endotelio: la expresion
en estroma se limitaba al periodo menstrual y las glandulas eran siempre negativas
(Tawia S. A., Beaton L. A. et al. 1993). Un trabajo mas reciente de Thomson et al., con
inmunohistoquimica y cuantificacién de RNA mensajero para ICAM 1, confirma
expresion de ICAM-1 en endotelio, estroma y células epiteliales, con incremento de la

expresion durante la menstruacion (Thomson A. J., Greer M. R. et al. 1999). En relacion
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a la expresion en endometrio de mujeres con endometriosis, sélo hemos hallado un
trabajo publicado posteriormente a la realizacion de la parte experimental del nuestro,
que hemos mencionado en el apartado anterior, el de Prefumo et al. (Prefumo F.,
Semino C. et al. 2002). En él, por inmunofluorescencia y citometria de flujo, no por
inmunohistoquimica, hallaron menor expresion de ICAM-1 en células endometriales
durante la fase secretora en mujeres afectas de endometriosis, al comparar con la
expresion en endometrio de mujeres no afectas: la resistencia del endometrio a la lisis
por NK en mujeres con endometriosis podria atribuirse a este defecto, que dificultaria la

union de la célula NK al endomettio.

Nosotros en el estudio piloto no hallamos practicamente expresion de ICAM 1
en glandulas y estroma endometrial, tanto en el de mujeres sanas como en el de mujeres
afectas de endometriosis, a pesar de que el control externo e interno de positividad eran
positivos siempre (el endotelio de las muestras expresaba claramente ICAM-1 en todos
los casos) y por tanto no podia atribuirse el resultado a problemas técnicos. Este
resultado es similar al que obtuvieron Tawia et al. en su trabajo (Tawia S. A., Beaton L.
A. et al. 1993). Pensamos que la expresion de ICAM-1 en endometrio es lo
suficientemente débil para que en algunos casos la inmunohistoquimica sea negativa y
en otros débilmente positiva. En todo caso, dado este resultado en el estudio piloto,
idéntico para el grupo Control y el grupo Endometriosis, decidimos no proseguir el
trabajo en esta linea porque la rentabilidad que podiamos suponer para el estudio de la
molécula con nuestra técnica era nula. Se harfa recomendable estudiar la expresion de
ICAM-1 con técnicas mas sensibles, tal como hicieron posteriormente el grupo de
Prefumo et al., cuyos resultados son sumamente interesantes (Prefumo F., Semino C. et

al. 2002).
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6.4. LA EXPRESION DE o634

En el estudio piloto y posteriormente en el definitivo observamos que la
expresion de a6P4 en glindulas se producia en todas las células, pero presentaba una
alteracion: se observaba en toda la membrana celular, es decir, de forma despolarizada,
en un porcentaje significativamente mayor en el grupo Endometriosis que en el grupo
Control. Esta diferencia significativa se mantenia si comparabamos sélo las muestras en
fase proliferativa y si comparabamos sélo las muestras en fase secretora. Considerando
solo la fase secretora “inicial” la diferencia dejaba de ser significativa y en fase secretora

tardia lo era de nuevo.

Una primera reflexion que queremos realizar en cuanto al anticuerpo
monoclonal que utilizamos para detectar a6B4 es que se trataba de un anticuerpo
dirigido a la subunidad a6. Con ello estdbamos detectando al mismo tiempo la
subunidad a6 de la integrina o631, una molécula de adhesién de la familia de las

integrinas que también actia de anclaje con el medio extracelular, como la a6B4, pero

cuya expresion en el endometrio es débil y sélo en el estroma endometrial (Lessey B. A,
Damjanovich L. et al. 1992; Bridges J. E., Prentice A. et al. 1994). El tipo de distribucién

nos permitia saber si estdbamos detectando una u otra integrina. En nuestro caso no

llegamos a detectar subunidad a6 en el estroma.

La expresion de a6P4 en el endometrio es conocida desde hace varios afos: se

expresa de forma intensa en la zona basal del endotelio y en la zona basal de las células

glandulares (Lessey B. A., Damjanovich L. et al. 1992; Tabibzadeh S. 1992; Bridges J. E.,
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Prentice A. et al. 1994). La mayoria de autores coinciden en que no se producen
modificaciones en la expresién de a6B4 durante el ciclo, ni en relacién a los niveles
hormonales (van der Linden P. J., de Goeij A. F. et al. 1995; Murray M. J., Zhang J. et al.
1999; Park K. R., Inoue T. et al. 2000), excepto Lanteri et al., que hallan una
disminucién en la expresion en glandulas endometriales al tiempo que un incremento en
superficie endometrial durante la ventana de implantacion (Lanteri E., Pistritto M. et al.

1998).

Como objetivo secundario de la tesis planteamos determinar, en aquellas
moléculas que se estudiasen en la fase definitiva, si las diferencias observadas entre
grupo Endometriosis y grupo Control se mantenfan durante el ciclo endometrial y
ademas si dentro del grupo Endometriosis existian diferencias en la expresion entre fase
proliferativa y fase secretora. El motivo de plantear este objetivo secundario era que la
expresion de varias moléculas, segun estudios de Lessey et al., tiene dependencia
hormonal (Lessey B. A. 1998), aunque como mencionabamos antes esto no parecerfa
cumplirse para la integrina a6B4, al menos segin los estudios realizados con
inmunohistoquimica y a falta de otros estudios con técnicas mas sensibles. De todas
formas en el caso de las muestras en las que se estudié la expresion de esta integrina,
existfa una diferencia significativa en el sentido de que el porcentaje de muestras en fase
secretora era mas alto en el grupo Control que en el grupo Endometriosis: era
importante establecer si la diferencia en la expresion polarizada se podia atribuir al
desequilibrio en cuanto a la fase del ciclo entre ambos grupos. Sin embargo pudimos
observar que la diferencia en el patréon de expresion se mantenia comparando las
muestras en fase proliferativa y en fase secretora, asi como en fase secretora tardfa. Sélo

dejaba de ser significativa en fase secretora inicial, y aunque ello podria deberse al escaso
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numero de muestras en esta fase: estudios con mas pacientes deberfan confirmar o
desmentir esta pérdida de significacion. Observamos también que el porcentaje de
muestras del grupo Endometriosis que presentaban expresion despolarizada era
exactamente el mismo en fase proliferativa y en fase secretora, un 66.6%. Todo ello
pareceria apoyar la idea que la expresion de integrina a6P4 y la alteracion de esta
expresion serfan independientes de factores endocrinos, en la linea que defienden la

mayoria de autores que han estudiado esta molécula.

Sélo hemos hallado un trabajo en la literatura comparando la expresiéon de

06B4 en pacientes con y sin endometriosis: se trata de un estudio de Regidor et al.

(Regidor P. A., Vogel C. et al. 1998) en el que comparan la expresion de a6B4 en el
endometrio de 9 mujeres con endometriosis con la expresion en el endometrio de 16
mujeres no afectas, usando también inmunohistoquimica, sin hallar diferencias.
Describen la expresion en la zona basal de la glandula y no informan de ningtin cambio
en el patron de expresion de esta integrina. Estos resultados no se corresponden pues
con los nuestros, dado que en nuestro trabajo observamos diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al patrén de expresion entre los dos grupos tanto en el estudio
piloto como al ampliar el nimero de casos en el estudio definitivo (expresion

despolarizada 15.8% en el grupo Control, 66.6% en el grupo Endometriosis).

¢Qué significado tiene esta pérdida en la polaridad de la integrina a634? Si bien

no hemos hallado trabajos que describan este fenémeno en el endometrio, si existen
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para otros epitelios, como la piel, en los que diversos autores asocian la pérdida de
polaridad con pérdida de funcién (De Luca M., Pellegrini G. et al. 1994; Witkowski C.
M., Bowden G. T. et al. 2000). Esta pérdida de funciéon puede tener multiples
consecuencias en tanto que la integtina 0634 se ha implicado en numerosos papeles en
el organismo. Su funciéon mas estudiada es la de receptor para la laminina, manteniendo
la unién del epitelio a la membrana basal: mutaciones en los genes que codifican las dos
cadenas que componen esta integrina explican enfermedades dermatolégicas como la
epidermolisis bullosa (Hogg N. y Bates P. A. 2000). En cultivos de células esofagicas
(Sashiyama H., Shino Y. et al. 2002), en mucosa intestinal (Lussier C., Basora N. et al.
2000) y en piel (De Luca M., Pellegrini G. et al. 1994) la pérdida de funcién se asocia a
células rapidamente proliferantes que pierden el anclaje a la membrana basal: cabria
pensar que el endometrio de estas mujeres tendrfa mayor velocidad de proliferacion. Los
distintos autores que han intentado establecer si el endometrio de mujeres con
endometriosis prolifera mas rapidamente que el de mujeres sanas han obtenido
resultados contradictorios, por lo que hasta la fecha no existen conclusiones claras al

respecto (Scotti S., Regidor P. A. et al. 2000; Sharpe-Timms K. L. 2001)

En los ultimos anos se estan descubriendo nuevas funciones para la integrina
a6PB4. Asi, Mercutio et al. la localizan en protusiones de membrana asociadas a la
migracion celular, como lamelopodios y filopodios de células de tumores agresivos. Los
autores relacionan esta reubicacion de la expresion no con una pérdida de funcion, sino
con un incremento en la capacidad de migracién e invasion de estas células, no siempre
dependiente de la laminina, sino asociada a otras funciones que posee la molécula. Asi la
06P4 estimula enzimas no relacionados con la interaccién con el medio extracelular, por

ejemplo la fosfatidilinositol 3-kinasa, fundamental para la migracién quimiotictica de
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células derivadas del epitelio (Mercurio A. M., Rabinovitz I. et al. 2001). La a6p4
también coopera con varios receptores para factores de crecimiento: recientemente se
ha comprobado que estimula el VEGF, factor de crecimiento del endotelio vascular
(Chung J., Bachelder R. E. et al. 2002). Aplicando esto al endometrio de mujeres afectas
de endometriosis, se sugerirfa que la pérdida de polaridad observada podria
corresponder al intento por parte de la célula endometrial de adoptar un fenotipo con
capacidad de migracién, con protusiones, expresando a6P4 de forma parecida a como
lo harfan las células neoplasicas e incrementando las funciones antes descritas. Nuevos

estudios deberfan realizarse en este sentido para aclarar este punto.

Por otro lado, y en la relacion a la hipotesis planteada en esta tesis, Phillips et al.
describfan que el bloqueo de un epitopo carbohidratado de esta molécula inhibe la
union de las células NK al epitelio: en este caso se podria suponer que la pérdida de
polaridad y por ende, la pérdida de funcién de esta integrina, tal como sugieren De Luca
et al. y Witkowski et al. (De Luca M., Pellegrini G. et al. 1994; Witkowski C. M., Bowden
G. T. et al. 2000), dificultaria la interaccion de la célula NK con su diana, aqui la célula
endometrial, explicando la mayor resistencia a la lisis del endometrio. De hecho la
importancia de la polaridad de las moléculas de adhesién en la interaccion entre la célula
NK y su diana esta descrita para otras moléculas de adhesion: Nieto et al. han descrito
que la pérdida de polaridad de ICAM-1 ¢ ICAM-3, tanto en la célula NK como en la
célula diana, supone una dificultad para que se unan y dificultad en consecuencia para
que se produzca la citolisis (Nieto M., Navarro F. et al. 1998). Una investigaciéon a
realizar en el futuro serfa la de enfrentar NK a endometrio con expresion polarizada y a
endometrio con expresion despolarizada, determinando el grado de citolisis en cada

Caso.
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En resumen, teniendo en cuenta que las funciones de la integrina a6B4 son
mucho mas complejas de lo que hasta hace poco se crefa, la pérdida de polaridad
significa consecuencias en varios aspectos de la dinimica celular: por ahora sabemos que
significarfa alteraciones en la capacidad de unién a al membrana basal, podria suponer
alteraciones en la unién con las células NK y podria significar la adopciéon de un

fenotipo celular con capacidad de migracion parecido al de las células neoplasicas.

Cabria plantearnos qué ha hecho perder la polaridad en la distribucion de a634:
la polaridad de las moléculas de adhesion en las células NK depende de su estimulacién
por citocinas (Nieto M., Navarro F. et al. 1998). En el endometrio, factores autocrinos,
paracrinos y endocrinos determinarfan la expresion de las integrinas en general segin
Lessey et al (Lessey B. A. 1998). Por los estudios antes mencionados en el caso de la
integrina al6B4 los factores endoctinos no parecetian ser importantes (van der Linden P.
J., de Goeij A. F. et al. 1995; Murray M. J., Zhang J. et al. 1999; Park K. R., Inoue T. et
al. 2000) y deberfamos inclinarnos por factores autocrinos y paracrinos, aunque no
hemos hallado referencias literarias al respecto. Otra posibilidad serfa estudiar
mutaciones en el cromosoma 2, donde se codifica la subnidad a6 (Isacke C. M. y
Horton M. A. 2000) y en el cromosoma 17 (concretamente 17q-11-qter), donde se
codifica la subunidad B4 (Isacke C. M. y Horton M. A. 2000), dado que ello podtia
explicar parte de la agregacion familiar en la endometriosis. De todas formas esta tltima
posibilidad significarfa tal vez un defecto de expresiéon no sélo en células endometriales,
sino también en otras células y en nuestro caso la expresion en células endoteliales era

siempre en la zona basal, sin pérdida de polaridad, en todas las muestras.
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Un dltimo aspecto que queremos comentar es que estd en controversia si la
endometriosis se inicia por el componente estromal o por el componente glandular. Asi
en el trabajo de Vigano et al. en el que se demostraba aumento de resistencia del
endometrio a la lisis por parte de las células NK, esto era cierto para el componente
estromal pero no para el epitelial, atribuyendo al estroma el inicio de la endometriosis.
Sin embargo en un trabajo de Dmowski et al. observaron menos apoptosis en el
componente glandular del endometrio de mujeres afectas comparado con mujeres sanas,
cosa que no sucedfa con el estroma, atribuyendo a las glandulas la capacidad de
implantacion (Dmowski W. P., Ding J. et al. 2001). Para Nisolle et al. el estroma seria el
responsable de la unién al sitio de implantacién extrauterina y las glandulas del
crecimiento posterior (Nisolle M., Casanas-Roux F. et al. 2000). En nuestro caso la
alteracion de a6P4 se producia sélo en las glindulas por ser esta su localizaciéon normal:
esta parte de nuestro trabajo apoyaria por tanto la idea que las glandulas podrian tener

también un papel importante en la génesis de la endometriosis.
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6.5. LA EXPRESION DE HLA I

La deteccién de una expresion significativamente mas elevada de HLLA T tanto
en glandulas (U de Mann-Whitney 115, p=0.043) como en estroma (U de Mann-
Whitney 83.5, p=0.003) en endometrio de mujeres del grupo Endometriosis en
comparacion a mujeres del grupo Control, considerando todas las muestras
globalmente, era un resultado que cuadraba muy bien con nuestra hipdtesis: una
expresion mas elevada de HLA I en el endometrio de mujeres afectas de endometriosis
significarfa una mayor capacidad de mantener la actividad citolitica de las células NK

inhibida.

No deja de ser sorprendente el hecho de que existen escasas referencias
bibliograficas sobre expresion de HLA I en endometrio, ya sea de mujeres sanas o de
mujeres con endometriosis. Dado que la expresion de HLA 1 en las células susceptibles
de convertirse en dianas para las células NK es determinante para mantener estas células

NK inhibidas, establecerla pareceria obligado en un estudio de esta indole.

Sin embargo cuando uno revisa la literatura halla un corto nimero de trabajos
sobre el tema. Las moléculas HLLA I tipo I se expresan en todas las células nucleadas del
organismo (Janeway C. A., Travers P. et al. 2003) y por lo tanto obviamente también
deberfan expresarse en endometrio. Si bien Johnson y Bulmer asi lo confirmaron
mediante inmunohistoquimica ya en 1984 (Johnson P. M. y Bulmer J. N. 1984) no es
hasta 1998 que Komatsu et al. establecieron los cambios de expresion que las moléculas
HLA I pueden tener con el ciclo menstrual. Estos autores, mediante determinacion de

ARN mensajero e inmunohistoquimica en tejido parafinado, en la que la expresion
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antigénica que se detecta siempre es mas pobre que en tejido congelado, observaron que
la expresion de HLA I era débil en glandulas endometriales y se producia sobretodo en
fase proliferativa; en estroma disminufa de la fase proliferativa a la fase secretora inicial
para llegar a la maxima intensidad de expresion en la fase secretora tardia y al inicio de la
gestacion. La expresion de HLA I era intensa también en endometrio de pacientes
tratadas con estrogenos y gestagenos (anticonceptivos). En cultivos de células del
estroma endometrial se inducia la expresion anadiendo progesterona al medio (Komatsu

T., Konishi I. et al. 1998).

Respecto a la expresion de la molécula HLA T en general o de alguno de
sus subtipos en mujeres afectas de endometriosis, tampoco existen muchas referencias
en la bibliografia. Se resumen las publicaciones halladas a continuacion:

- En un trabajo de Semino et al. (Semino C., Semino A. et al. 1995) se demostraba
que las células endometriales en cultivo presentaban al inicio una alta expresion de
moléculas HLA I en superficie, expresion que se perdia al mantener las células en
cultivo al tiempo que se incrementaba la susceptibilidad a la lisis por parte de las
células NK. La resistencia a la lisis se recuperaba al tratar el cultivo con y-interferén.
Se demostraba que la lisis dependia de las células NK y de los linfocitos T NK-/ze.
Tratando el cultivo de células endometriales que expresaba intensamente HLA I con
anticuerpos monoclonales contra HILA-B7, un subtipo de molécula HLA T clasica,
se perdia la resistencia a la citolisis, por lo que sugerian un papel determinante de
este subtipo HLA en la génesis de la endometriosis. Finalmente determinaban en
este trabajo la expresion de HLA 1 en tejido endometriésico mediante
inmunofluorescencia, observando una baja expresion en dos muestras analizadas el

dia 10 del ciclo y alta expresiéon en dos muestras que correspondian al dia 20 del
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ciclo: este resultado serfa coherente con la publicaciéon posterior de Komatsu et al.
(Komatsu T., Konishi I. et al. 1998), en el que la expresion de HLA I aumentaba
estimulando la célula con estrégenos y progesterona. En todo caso, en este trabajo
de Semino et al no aparecian comparaciones en la expresion de HLA I entre
endometrio de mujeres sanas y endometrio de mujeres con endometriosis: los
estudios en endometrio se hacfan cultivando células endometriales.

- Xin et al. también demostraron en células endometriales en cultivo que el y-
interferon incrementaba la expresion de HLA I y con ello la resistencia a la lisis por
parte de las células NK, sugiriendo un papel de la expresion de HLA 1 en la génesis
de la endometriosis (Xin Y., Xu X. et al. 2000).

- Hornung et al. estudiaron en endometrio y tejido endometriésico la molécula HLA-
G, un subtipo de molécula HLLA-I no clasica, expresada en trofoblasto y que parece
tener un papel fundamental en la inmunotolerancia materna al embrién. No se
observé expresion de HLA-G en endometrio de pacientes endometridsicas, ni en
endometrio de controles, ni en tejido endometridsico: segun este resultado no puede
atribuirse a esta molécula la especial resistencia del endometrio de mujeres con

endometirosis a la lisis por células NK.

No hemos hallado en la literatura otros trabajos que, como el nuestro, comparen la

expresion en endometrio de HLLA-I en general o de alguno de sus subtipos entre

mujeres con y sin endometriosis.

Komatsu et al. evidenciaron que la expresion de HLA-I varfa con el ciclo

endometrial (Komatsu T., Konishi I. et al. 1998). Al comparar los dos grupos en cuanto
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a fase del ciclo, tomando sélo aquellas muestras en las que se habia conseguido
determinar HLLA 1, si bien existia un mayor porcentaje de muestras en fase secretora en
el grupo Control, esta diferencia no llegaba a ser significativa, al contrario de lo que
ocurtia en el estudio de la integrina a6P4. Por lo tanto las diferencias de expresion entre
grupo Control y grupo Endometriosis se podrian atribuir a la endometriosis y no a la
diferencia en la fase del ciclo menstrual. De todas formas, conscientes de que, aunque
sin diferencias significativas, existfa un porcentaje de muestras en fase secretora mayor
en el grupo Control, y de que la expresion molecular en general y de HLA I en concreto
puede variar a lo largo del ciclo menstrual, nos planteamos como objetivo secundario de
la tesis comparar la expresion en las distintas fase del ciclo. As{ pudimos observar que en
fase proliferativa, si bien la mediana en la expresion de HLLA I era superior en el grupo
Endometriosis respecto al grupo Control, tanto en glandulas (100% vs 90%) como en
estroma (20% vs 10%), la diferencia no era estadisticamente significativa. Comparando
las muestras en fase secretora, la expresion de HLA 1 era superior en el grupo
endometriosis tanto en glandulas (mediana 100% vs 70%) como en estroma (mediana
80% vs 20%) pero la diferencia sélo era estadisticamente significativa para el estroma.
Exactamente lo mismo sucedia al considerar sélo las muestras en fase secretora tardfa
(expresion superior de HLA 1 tanto en glandulas como en estroma pero
estadisticamente significativa sélo en estroma). La pérdida de significacion estadistica
para glandulas y estroma en fase proliferativa, asi como en glandulas en fase secretora
podria atribuirse a la baja potencia estadistica por el escaso nimero de muestras, pero
habrfa que ampliar el estudio con mads casos para esclarecer si las diferencias son
significativas ya en fase proliferativa y si existen diferencias en el componente glandular
en fase secretora. Las diferencias de expresion de HLA I entre mujeres afectas y no

afectas de endometriosis parecen claras en estroma endometrial especialmente en fase
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secretora, ya que persisten estadisticamente significativas a pesar del reducido nimero

de casos.

También por la existencia de estos cambios ciclicos, fue un objetivo
secundario comparar entre fase proliferativa y fase secretora del el grupo Endometriosis,
tal como comentabamos anteriormente. Observamos que la expresion de HLA I en el
grupo Endometriosis era practicamente igual en glandulas tanto en fase proliferativa
como en fase secretora (U de Mann-Whitney 75, p=0.894). En cambio, la expresion de
HILA T en el estroma del grupo Endometriosis era significativamente mas elevada en
fase secretora que en fase proliferativa (U de Mann-Whitney 30, p=0.008). Estos
resultados son superponibles a los descritos por Komatsu et al. en endometrio de
mujeres no afectas de endometriosis, en los que observaron pocas diferencias en el
componente glandular en la expresion de HLA I e incremento de esta expresion en fase
secretora en el estroma (Komatsu T., Konishi I. et al. 1998). Se podria concluir con este
resultado que el endometrio de mujeres afectas de endometriosis seguiria los mismos
cambios fisiologicos en la expresion de HLA I que las mujeres no afectas, aunque con

una intensidad en la expresiéon mayor.

La cuestion que nos plantea el resultado de nuestro estudio es qué podria
explicar esta mayor expresion de HLA-I en endometrio de mujeres con endometriosis
respecto a controles. En la respuesta del organismo a la infeccion por virus, el
interferon-o. e interferon-f producidos por los macréfagos inducen dos efectos
fundamentales: aumentan la expresion de HLA-I en las células normales del organismo
y activan las células NK. De esta forma las células NK lisarfan las células infectadas pero

respetarfan a las propias células (Jameway C. A., Travers P. et al. 2003). También el
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interferon-y incrementa la expresion de HLA-I en células normales (Janeway C. A.,
Travers P. et al. 2003) y en el endometrio (Semino C., Semino A. et al. 1995; Xin Y., Xu
X. et al. 2000). El Tumor Necrosis Factor (TNF) es otro factor que incrementa la expresion
de HLA I (Janeway C. A., Travers P. et al. 2003). Como ya mencionabamos en la
introduccién, varios trabajos hallan mayor produccién de citocinas en liquido peritoneal
de mujeres afectas de endometriosis en comparaciéon a liquido peritoneal de mujeres no
afectas asi como en implante endometriésico al comparar con endometrio eutépico,
incluyendo TNF (Klein N. A., Pergola G. M. et al. 1993; Witz C. A., Montoya I. A. et al.
1994; Mclaren J., Prentice A. et al. 1996; Witz C. A. 2000), pero las diferencias al
comparar el endometrio de pacientes y controles se han descrito para la IL-1 e IL-6,
pero no para los factores que estimulan la expresiéon de HLA I (Sharpe-Timms K. L.

2001).

También la progesterona aumenta la expresion de HLA 1 en células
endometriales (Komatsu T., Konishi I. et al. 1998) al tiempo que incrementa la
presencia de células NK en endometrio (King A., Burrows T. et al. 1998), de un modo
parecido a lo que sucede con los interferones y la infeccién. Cabria investigar la relacion
entre el aumento de aromatasa descrito por Kitawaki et al en endometrio eutépico de
mujeres afectas de endometriosis (Kitawaki J., Kusuki I. et al. 1999; Kitawaki J., Kado
N. et al. 2002), ya que supone un incremento de estréogenos localmente y la sintesis del
receptor de progesterona depende directamente de la presencia de estrégenos (Speroff
L, Glass R.H. et al. 1999). De todas formas hasta la fecha no se ha podido demostrar
una expresion distinta de receptores para la progesterona en endometrio de mujeres con
endometriosis al compararlo con endometrio de mujeres no afectas (Sharpe-Timms K.

L. 2001). Aun asi, dado que la producciéon de citocinas en el endometrio tiene una
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regulacion hormonal (Rier S. E. y Yeaman G. R. 1997; Dunn C. L., Critchley H. O. et al.
2002) podria ser objeto de un futuro estudio la relacién entre presencia de aromatasa en
endometrio de mujeres afectas de endometriosis, produccion local de estrogenos y

progesterona, produccion de citocinas y expresion de HLA I en la célula.

Una consecuencia que se podria desprender de nuestros resultados es la
siguiente: el endometrio de mujeres afectas de endometriosis expresa HLA I en mas
cantidad que el endometrio de mujeres no afectas y por tanto es resistente a la lisis. Se
deduciria pues que el endometrio de mujeres sanas, con una expresion
significativamente inferior, es susceptible a la lisis por células NK y esto evitarfa su
implantacién y que estas mujeres desarrollaran endometriosis. JPor qué no lisan las
células NK a las células endometriales ya en cavidad uterina? Se ha sugerido que los
estrégenos inhibirfan la funcién de las células NK (Garzetti G. G., Ciavattini A. et al.
1993; Di Stefano G., Provinciali M. et al. 1994; Albrecht A. E., Hartmann B. W. et al.
1996; Ben-Eliyahu S., Shakhar G. et al. 2000): se podria hipotetizar que durante el ciclo
menstrual las células NK infiltrarfan progresivamente el endometrio (King A., Burrows
T. et al. 1998) sin ser capaces de ejercer su funcién citolitica sobre células tedricamente
susceptibles, al hallarse inhibidas por hormonas. Al no producirse gestaciéon y con la
caida de los niveles hormonales, se iniciarfa su activaciéon y lisarfan las células
endometriales susceptibles. De hecho King et al. .sugieren que un posible papel de las
células NK al infiltrar el endometrio durante el ciclo menstrual serfa regular el

crecimiento y necrosis de este epitelio (King A., Burrows T. et al. 1998). Nuevos

estudios deben realizarse para confirmar o desmentir estas hipotesis.
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Por ultimo queremos comentar que la alteracion hallada en nuestro estudio en la
expresion de HLA I afecta tanto a componente glandular como a componente estromal
cuando consideramos el endometrio globalmente y afecta sobretodo a componente
estromal cuando el analisis se realiza sélo en fase secretora. Tal como discutiamos para
el resultado de a6B4, existen autores que hipotetizan un mayor papel del estroma en
iniciar la endometriosis mientras otros defienden un papel importante también para las
glandulas. Los resultados de nuestro estudio en la expresion de HLA I sugeririan
inicialmente que tanto el componente estromal como el glandular intervendrian en la
génesis de la endometriosis, en la linea defendida por Nisolle et al (Nisolle M., Casanas-
Roux F. et al. 2000), pero que tal vez el papel del estroma pudiera ser preponderante, en

tanto que las diferencias se detectan aun con una bajo nimero de casos.
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6.6.LA CONCORDANCIA ENTRE LLAS ALTERACIONES

Una vez observadas diferencias significativas en la expresién de a6f4 en
glandulas, en la expresion de HLLA-I en las glandulas y en la expresion de HLA 1 en
estroma, como objetivo secundario nos planteamos estudiar si estas diferencias se
asociaban entre ellas o no. En el caso de HLA-I, las glandulas y el estroma fueron
consideradas por separado en tanto que la expresion entre estos dos componentes
endometriales no era siempre coincidente, tal como ya habfan observado Komatsu et al

en su trabajo (Komatsu T., Konishi I. et al. 1998).

El motivo para establecer si estas alteraciones observadas coincidian en las
mujeres afectas era intentar determinar si varias alteraciones moleculares deberfan
producirse para iniciar la endometriosis, o si bien estas alteraciones observadas pueden
existir por separado en distintos casos, lo cual sugeriria varias vias etiopatogénicas para

un resultado clinico similar.

Quedaba claro en el caso de a6P4 que la alteracion era la expresién no
polarizada, ya que la expresion basal era la mas frecuente en el grupo Control. Para el
HLA-I, tomamos como anémalos aquellos valores que producian menos “falsos
negativos” y menos “falsos positivos™ si la sobreexpresion se hubiera tomado como un

test diagnostico para clasificar entre paciente afecta o no afecta de endometriosis: estos
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valores correspondian a expresion en el 100% de células en cuanto a expresion glandular

y a mas del 20% de células en la expresion estromal.

Al aplicar un test de Kappa para determinar la correlacion entre las alteraciones
tal como las habfamos definido, se observé en primer lugar que, efectivamente, no
existia correlacion entre glandulas y estroma endometrial en la sobreexpresion de HLA
I. Tampoco existia correlacion alguna entre la sobreexpresion de HLA-I en glandulas y
esttoma y la alteracién en la expresion de a6P4. De ello se deducitia pues que las
pacientes afectas de endometriosis podrian presentar alteraciones en distintas moléculas,

sugiriéndonos varias vias etiopatogénicas para un resultado clinico similar, en la linea

que defendia C.A. Winkel en su trabajo (Winkel C. A. 1999).

A continuacién quisimos determinar cuantas pacientes de cada grupo
presentaban ninguna, una, dos o tres de las alteraciones que habfamos descrito. El
resultado fue muy interesante: ninguna paciente sana presentaba las tres alteraciones
descritas y todas las pacientes afectas de endometriosis presentaban alguna de las tres
alteraciones, siendo la diferencia entre las que presentaban cero, una dos o tres
alteraciones estadisticamente significativa entre ambos grupos (20% de pacientes del
grupo Control presentaban 2 o 3 “alteraciones”, 72.8% en el grupo Endometriosis).
Este resultado nos sugeriria por un lado que una paciente no afecta de endometriosis
puede presentar alguna de estas alteraciones observadas, pero que si presentara las tres
alteraciones acabarfa desarrollando la enfermedad. Por otro lado nos sugeriria que en

determinadas pacientes la endometriosis se inicia con una, en otras con dos y en otras
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con las tres “alteraciones” observadas, pero que el inicio de la endometriosis no se
produciria si no concurre al menos una de ellas. En otras palabras, podriamos aventurar
que para iniciar una endometriosis se deberfa presentar al menos una alteraciéon en la
expresion de los ligandos para las células NK: el riesgo de desarrollar la enfermedad

seria del 100% si concurtieran las tres alteraciones observadas.
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1-

El endometrio expresa LFA-3 en células endoteliales, en células glandulares y en
el 20% del estroma. Mediante inmunohistoquimica no se detectan diferencias
entre pacientes afectas y no afectas de endometriosis en la expresion de LFA-3

en el componente glandular, ni en el estromal, ni en endotelio.

La expresion de ICAM 1 en glandulas y estroma endometrial resulta
practicamente negativa con la técnica y el anticuerpo monoclonal utilizado en
este trabajo, por lo que no parece una técnica adecuada para realizar

comparaciones entre pacientes afectas y no afectas de endometriosis.

El endometrio expresa integtina a6fB4 en el endotelio y en las glindulas,
existiendo en éstas dos patrones de expresion: polarizado en la zona basal o en
toda la superficie celular (despolarizado). Un porcentaje significativamente mas
elevado de pacientes afectas de endometriosis presenta expresion despolarizada
de a6B4 al comparar con la expresién en pacientes no afectas. Dado que la

despolarizacion se ha relacionado con pérdida de funcién de esta molécula, ello

significarfa que el endometrio de mujeres afectas de endometriosis se unirfa con

mas dificultad a las células NK al estar la integrina o634 alterada.
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4-

El endometrio expresa HLA I de forma variable en células glandulares y
estroma. El componente glandular de pacientes afectas de endometriosis
presenta una expresion de HLA-I significativamente mayor que el de las
pacientes no afectas, comparando muestras en ambas fase del ciclo menstrual
conjuntamente, pero la diferencia no es evidente al comparar por separado
muestras en fase proliferativa y muestras en fase secretora. El componente
estromal de pacientes afectas de endometriosis presenta una expresion
significativamente mayor de HLA-I que el de pacientes no afectas, tanto al
comparar muestras que se hallan indistintamente en ambas fases del ciclo como
al comparar muestras en fase secretora. Esta expresion aumentada de HLA I en
endometrio de mujeres afectas de endometriosis parece seguir las fluctuaciones
fisiolégicas que se han descrito en la expresion de HLA I en endometrio de
mujeres no afectas, con incremento de esta expresion en fase secretora respecto
a la fase proliferativa. Esta expresion aumentada de HLA I en endometrio de
mujeres afectas de endometriosis explicarfa una mayor resistencia a la lisis NK,
al tener mayor capacidad para ocupar los receptores inhibidores de estas células

(KIR).

Si tomamos como alteradas una expresion despolarizada de a6B4 en glandulas
endometriales, una expresion de HLA I en glandulas endometriales del 100% y
una expresion en estroma endometrial superior al 20%, observamos que las tres

alteraciones no coinciden en todas las pacientes, lo cual pareceria apoyar la idea
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de que distintas alteraciones moleculares estarfan implicadas en la génesis de la
enfermedad. Observamos también que ninguna paciente no afecta presenta las
tres alteraciones a la vez, lo cual nos sugeriria que el acimulo de varias
alteraciones en la expresién de ligandos para las células NK supondria el
desarrollo inevitable de una endometriosis. Ademas, en todas las pacientes
afectas de endometriosis existe alguna de las tres alteraciones, lo cual nos
sugerirfa que para que se presente la endometriosis deberfa existir al menos una

alteracion en la expresion endometrial de los ligandos para las células NK.
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