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Abreviaturas

17BHSD-1: 17 beta hidroxiesteroide deshidrogenasa.
ACO: anticonceptivos orales.

APC: antigen presenting cells (células presentadoras de antigeno).

APC: fluorocromo aloficocianina.

ASRM: American Society for Reproductive Medicine (Sociedad Americana de Medicina

Reproductiva).

AUC: area under curve (area bajo la curva).

BCR: B cell receptor (receptor de células B).
CA-125: cancer antigen 125 (antigeno tumoral 125).

CD: cluster of differentiation (grupo de diferenciacioén).

CMH: complejo mayor de histocompatiblidad humana.
CRD: cuaderno de recogida de datos.

DC: dendritic cells (células dendriticas).

DIU: dispositivo intrauterino.

DS: desviacion estandar.

DTT: dithiothreitol.

E2: estradiol.

EAV: escala analdgico-visual.

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético.

ELISA: enzyme-linked immunoabserbent assay (ensayo enzimatico

inmunoabsorbente).
ESRV: endometriosis del septo o tabique recto-vaginal.
FITC: fluorescein isothiocyanate (isotiocianato de fluoresceina).
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FSC: forward scatter (detector de dispersion frontal).

GM-CSF: granulocyte macrophage colony-stimulating factor (factor estimulante de

colonias de granulocitos y monocitos).

GnRH-a: gonadotropin releasing hormone analogues (analogos de la hormona

liberadora de gonadotropinas).

HLA: human leukocyte antigen (antigeno leucocitario humano).

HR: hazard ratio.

HRP: horseradish peroxidase (enzima peroxidasa de rabano).
IC: intervalo de confianza.

IFN-y: Interferébn gamma.

Ig: inmunoglobulina.

IL: interleucina.

iTreg: linfocitos T reguladores inducibles.
KD: kilodaltons.

KIR: killer cell immunoglobulin-like receptor (receptor inhibidor de la actividad citotéxica
de las células NK).

LE: liqguido de endometrioma.
LL: low-left.

LP: liquido peritoneal.

LQ: liquido de quiste.

LR: low-right.

NK: células natural killer.

nTreg: linfocitos T reguladores naturales.
OR: Odds Ratio.

PE: fluorocromo ficoeritrina.
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PGs: prostaglandinas.

Pm: peso molecular.

SSC: side scatter (detector de dispersion lateral).
T2 temperatura.

Tc: linfocitos T citotdxicos.

TCR: T cell receptor (receptor de células T).

TGF-B: trasforming growth factor beta (factor de crecimiento trasformante beta).

TH: linfocitos T helper (cooperadores).

TMB: tetrametilbencidina.

TNF-a: tumor necrosis factor alpha (factor de necrosis tumoral alfa).

Treg: linfocitos T reguladores.

BD: Becton Dickinson.

Ul: unidades internacionales.

UL: up-left.

UR: up-right.

VEGF: vascular endothelial growth factor (factor de crecimiento endotelial vascular).
VSG: velocidad de sedimentacion globular.

WB: western blot.
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1. EL SISTEMA INMUNE

El sistema inmune esta formado por un conjunto de células morfologica y
funcionalmente diferentes: linfocitos, fagocitos mononucleares (monocitos,
macrofagos) y fagocitos polimorfonucleares (granulocitos). Estas células interaccionan
continuamente entre si, bien por contacto fisico célula-célula o bien mediante la
secrecion de diversos factores solubles que regulan el sistema inmune, asi como la
inflamacion y las funciones de otros érganos. Dependiendo de las circunstancias y de
los requerimientos necesarios en cada momento, un linfocito puede contactar con
otros tipos de linfocitos y con otros tipos de células como los monocito-macréfagos o
las células dendriticas (DC). Esto posibilita que el sistema inmunitario posea un alto
grado de regulacion interna (1).

La finalidad del sistema inmune es mantener la propia identidad, distinguiendo
entre lo propio del organismo y lo ajeno al mismo. Ademas, es capaz de detectar
aguellos componentes del organismo que han sido alterados de forma intrinseca o
extrinseca (por ejemplo, infecciones virales). Para ello existe un doble mecanismo de

defensa inmunoldgico:
¢ Inmunidad inespecifica o innata

Es la primera barrera que se encuentra un agente externo al acceder al
organismo, en las primeras fases de la infeccion y normalmente es suficiente para
eliminar al patégeno. Esta constituida por la piel y mucosas, por elementos celulares
fagociticos (los monocito-macréfagos y leucocitos polimorfonucleares), y por células
agresoras naturales como las natural killer (NK), asi como por factores humorales
como el complemento. Estos componentes no requieren tiempo de latencia entre el
estimulo y el desencadenamiento de su accion. Carecen de especificidad y tampoco

presentan memoria.
e Inmunidad especifica o adaptativa

Se pone en marcha cuando el patdgeno no logra ser eliminado por la
inmunidad natural, produciéndose la respuesta inmune primaria. A partir de ésta se
establece la memoria inmunoldgica especifica de antigeno, que permite la eliminacion

mas rapida y eficaz (respuesta inmune secundaria) ante un nuevo encuentro. Las

23



células responsables de este tipo de inmunidad, son los linfocitos By T, que expresan
receptores especificos para el antigeno. Tras el primer contacto con éste, deben
transcurrir varios dias, durante los cuales los linfocitos especificos que se unieron al

antigeno proliferan y amplifican su nimero.
Existen dos tipos de inmunidad especifica (figura 1):

a) Inmunidad humoral, mediada por los linfocitos B y sus productos (anticuerpos), y

que tiene como funcién la eliminacion de antigenos extracelulares.

b) Inmunidad celular, realizada por los linfocitos T y que actia frente a antigenos

intracelulares.

Respuesta inmunitaria innata CPA Respuesta inmunitaria adaptativa
Fagocitos » Las células plasmaticas
(pejmacréfagos—.. ¥ produoenanbcuetpos —
monocitos) ‘ . § g
células NK @ E

5 ,)\ a3
: . i
s { \ CélulasB |3 §
o Células B — de memorial 3 @
Célul ; £
-g denl::mca plasméticas A \ .g .§
o * }" /' Se produce una ; \ g 'é
- Naanaiors s X fle
- inflama ; °
e mplcala ViaTh2 \__ 8
"\ activacion de
& r\( células dendricas L CélulaB
-
\ P l_ ’ Células T |
Particulas del a - '_,% 8
antigeno extrafio 2 %
Las células ~ 2
dendriticas maduran !\ €8
transportando el Q
antigeno al ganglio § '§
linfatico local
: Células T 2
donde se convertiran ° 4
G CPAT Adas citotéxicas § £

Figura 1: Bayas J.M. Natural infeccion and vaccines against the HPV: role of antibodies in the
long-term protection. Progresos de Obstetricia y Ginecologia. Vol.52. Num.05. Mayo 2009

Podemos dividir esta respuesta inmune en tres fases:
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1. Fase de reconocimiento del antigeno por parte de linfocitos especificos,

mayoritariamente tras la presentacion de los determinantes antigénicos por las

células presentadoras de antigeno (APC).

2. Fase de activacion inducida en los linfocitos tras el contacto con el antigeno.

Lleva a la proliferacion de los clones de células especificos para el antigeno y a

su posterior diferenciacion en células efectoras.

3. Fase efectora, donde las células ya diferenciadas son capaces de eliminar o
neutralizar el antigeno, con la colaboracion de elementos que pertenecen a la

inmunidad natural (complemento, fagocitos, etc.).

1.1. CELULAS DEL SISTEMA INMUNE

En el desarrollo de la respuesta inmune especifica intervienen dos grupos
principales de células: los linfocitos y las células del sistema monocito-macrofago.

Existen tres tipos diferentes de linfocitos: linfocitos T, linfocitos B y células NK.

1.1.1. Linfocitos T

Los linfocitos T son células que se desarrollan en el timo a partir de los
progenitores linfoides derivados de la célula hematopoyética pluripotencial. El papel de
estas células en la respuesta inmune especifica es central, ya que de ellos depende el
control de su propio linaje y el de los linfocitos B, ademas de tener funciones directas

como la citotoxicidad.

Los linfocitos T son el tipo mayoritario de linfocitos en sangre (70-80%) (2). Las
moléculas de membrana que caracterizan a los linfocitos T maduros son su receptor
especifico para el antigeno (TCR) y la molécula CD3, que se coexpresa junto con el
receptor y es importante para su funcionamiento. Los linfocitos T sélo reconocen al
antigeno cuando éste es presentado por otras células (como las APC) formando un
complejo con las moléculas del sistema mayor de histocompatibilidad (HLA) de clase |

o de clase 1l (3).
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Existen dos grandes subpoblaciones de linfocitos T maduros:

Linfocitos T cooperadores (TH o Helper): se caracterizan por expresar en
membrana la molécula CD4. Estas células reconocen al antigeno en
asociacion con las moléculas HLA de clase Il en la membrana de las APC.
Tras el reconocimiento, los linfocitos T CD4+ promueven la activacion,
proliferacion y diferenciacién de los linfocitos B, asi como la proliferacion de los
propios linfocitos T CD4+ y CD8+. Algunos de estos linfocitos son inductores
de células supresoras. También interaccionan con monocitos y macréfagos.
Estas sefiales de cooperacion las realizan a través de moléculas de
membrana que interaccionan con las de las otras células, o mediante la
liberacion de factores solubles (citocinas) que se unen a receptores
especificos presentes en las células de la mayor parte del sistema inmune y

no inmune.

Tras el reconocimiento antigénico, el linfocito T comienza a proliferar y pasa por
un estado intermedio de diferenciacion llamado THO. El cambio a células
efectoras depende de las sefiales que reciba la célula THO cuando interacciona
con el antigeno: naturaleza del patdgeno, dosis y lugar de contacto con el

antigeno, tipo de APC, etc.

Dentro de los linfocitos T CD4+ efectores se distinguen tres subtipos que se
diferencian en el patrén de citocinas que sintetizan, y que en el sistema inmune

humano se solapan:

0 TH1: secreta interleucina-2 (IL-2) e interferon gamma (IFN-y), y
coopera con macréfagos y otros linfocitos T. Este tipo de respuestas
parecen desencadenarse frente a antigenos intracelulares (virus,

bacterias).

0 TH2: secreta IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, y coopera con linfocitos B y

eosindfilos para hacer frente a parasitos extracelulares.

0 TH3: ha sido descrito recientemente. Secreta factor de crecimiento
trasformante 8 (TGF-). Coopera con linfocitos B para la produccion de
inmunoglobulina tipo A (IgA), y tiene actividad supresora principalmente
sobre las células TH1y TH2 (4).



Mencién especial merecen los linfocitos T reguladores (Treg), una
subpoblacién especializada de células T CD4+. Representan aproximadamente
el 5% de la poblacion de células CD4+. Estas células inhiben el proceso
inflamatorio generado por la respuesta inmune a un antigeno, una vez
neutralizada la causa que la origin6 y, por lo tanto, contribuyen al
mantenimiento de la autotolerancia inmunolégica y a la homeostasis inmune.
Su caracterizacion ha sido tema de gran debate debido a la falta de
marcadores exclusivos para su identificacion y separacion. Los linfocitos T
CD4+ expresan la molécula CD25 en distintos niveles, pero los Treg muestran
los niveles méas altos de este marcador. La blusqueda de nuevos marcadores
para identificar a las Treg llevd a la identificaciéon de la molécula Foxp3, un
factor de trascripcién de la familia forkhead y un regulador importante de la
homeostasis de las células Treg. Sin embargo, la expresién de Foxp3 también
puede ser inducida por estimulacién a través del receptor de células T en las
células T efectoras humanas, las cuales no tienen actividad supresora (5). Por
lo tanto, la expresion de Foxp3 es necesaria para su funcion, pero no suficiente

para identificar a las Treg.

Actualmente existe una gran diversidad de marcadores para identificar a los
linfocitos Treg, lo que ha llevado a la conclusion de que dentro de este grupo
podemos encontrar distintas poblaciones que regulan la respuesta inmune:
células Treg naturales y células Treg inducibles (iTreg). Las Treg naturales
(nTreg) poseen el fenotipo CD4+CD25+Foxp3+ y tienen la capacidad de
suprimir las células CD4+, las células dendriticas, las células T CD8+, las
células natural killer, los monocito-macréfagos, los linfocitos B, los eosindfilos,
los osteoblastos, los basofilos y los neutrdéfilos. Las células Treg inducibles se
dividen en células reguladoras tipo 1 y en células Treg tipo TH3. Las tipo 1 se
caracterizan por expresar IL-10, aunque también son capaces de expresar
TGF-B, IL-2, IL-5 e IFN-y. Las células TH3 secretan principalmente TGF-§,

como ya se ha comentado antes, aunque también pueden secretar IL-10.

Los principales mecanismos de supresion de las células nTreg son a través de
citocinas, citolisis, modulacion del microambiente y receptores de superficie (6)

(figura 2).
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Figura 2: Mecanismo de accion de las células Treg (Lépez, M. Tolerancia.
Trasplante al dia. Sociedad Espafiola de Trasplante. Oct 2013).

Citolisis

e Linfocitos T citotéxicos/supresores (Tc): se caracterizan por expresar la
molécula de membrana CD8. Reconocen al antigeno en asociacién con las
moléculas HLA de clase | que expresan las células diana (células infectadas
por virus, células tumorales, injertos de tejido extrafio) y liberan unas proteinas
llamadas perforinas que las lisan en pocos minutos. Algunos de estos linfocitos
desarrollan funciones supresoras para evitar que una excesiva amplificacion
de la respuesta por parte de los linfocitos TH pudiera ser nociva para el propio
organismo. Los linfocitos T CD8+ son dependientes de la IL-2 producida por
los linfocitos T CD4+ para su proliferacién y expansién. En sangre periférica
los linfocitos T CD4+ predominan sobre los CD8+ en una relacion aproximada
de 2:1.

1.1.2. Linfocitos B

Los linfocitos B median la respuesta inmune adaptativa humoral. Son capaces

de reconocer antigenos solubles y sintetizar anticuerpos especificos frente a ellos. Se
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desarrollan a partir de la célula hematopoyética pluripotencial y, una vez maduros,
expresan en membrana el receptor para el antigeno o complejo BCR, formado por una
inmunoglobulina (Ig), que es diferente en cada linfocito B (7), y que es el componente

implicado en la unién con el antigeno (8).

Una de las principales funciones de las células B es responder a antigenos, la
mayoria de tipo proteico o hidrocarbonado y en su forma nativa, produciendo
anticuerpos frente a ellos. Esta es una diferencia importante con los linfocitos T, que

solo reconocen fragmentos peptidicos del antigeno.

Otra funcion importante de los linfocitos B es actuar como APC. Cuando se
produce la interacciéon con el antigeno, el linfocito B puede activarse. Para ello es
necesario, en la mayoria de los casos, que también interaccione con un linfocito T
cooperador que reconozca el mismo antigeno (9). Tras la activacion, la célula B
prolifera y se diferencia en célula plasmatica, con capacidad de secretar anticuerpos
especificos frente al antigeno reconocido. Estas Ig secretadas tienen las mismas
regiones variables (zona de unién al antigeno) que las que expresaba el linfocito en la

membrana antes de ser estimulado.

Existen 5 clases de Ig: M, G, A, D y E. Estan formadas por 4 cadenas

polipeptidicas que se ensamblan adoptando una configuracion espacial en forma de Y.
Las inmunoglobulinas desempefian dos tipos de funciones:

1) La capacidad de unirse especificamente con el antigeno, funcién que las define
y que reside en el fragmento Fab (fragmento que se corresponde con los

brazos superiores de la Y)

2) La capacidad de desencadenar ciertas funciones efectoras, radicadas en el

fragmento Fc.

La Ig M es la predominante en la fase primaria de la respuesta inmunitaria de
anticuerpo. La Ig G predomina en el suero y en el espacio extravascular. Difunde muy
bien a través de las membranas y es también la que predomina en las secreciones
internas, siendo la Unica que atraviesa la placenta. Es la predominante en la fase

secundaria de la respuesta inmune.
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1.1.3. Células Natural Killer

Las células agresoras naturales o NK constituyen un grupo con gran
importancia en la respuesta inmune innata que contribuye a la defensa frente a células
infectadas por virus, bacterias, hongos y parasitos. La principal actividad de la célula
NK es su capacidad de actuar frente al crecimiento de células tumorales impidiendo su
expansion y la formacion de metéstasis. Estas células son responsables de la
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo, es decir, destruyen células con

antigenos extrafios en su superficie frente a los que se han producido anticuerpos.

Las células NK tienen la capacidad de lisar determinadas células diana por un
mecanismo de contacto célula-célula, sin ser inducidas por antigenos especificos ni
restriccion por el HLA. Estos linfocitos actlan sobre células que no expresan
moléculas HLA, ya que las células que expresan HLA-G las inhiben (10). Las células
NK también poseen un receptor de afinidad intermedia para IL-2, por lo que en
presencia de concentraciones suficientemente altas de IL-2 proliferan y adquieren

actividad citolitica.

1.1.4. Células Presentadoras de antigeno: Monocito-macréfagos, Células
dendriticas.

La activacién de los linfocitos T CD4+ requiere la presencia de monocitos u
otras APC que procesen y presenten el antigeno en asociacion con las moléculas del
sistema HLA de clase Il. Estas APC proporcionan sefiales estimulantes a los linfocitos
T, bien mediante citocinas como IL-1, IL-6 o factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o
bien por el contacto fisico entre el linfocito T y el monocito. Los antigenos nativos,
como las proteinas, antes de ser presentados son degradados intracelularmente por
las APC para obtener fragmentos peptidicos adecuados que puedan unirse a las

moléculas HLA.

1.1.4.1. Sistema monocito-macrofago

Estas células constituyen el sistema fagocitico mononuclear y forman parte del
sistema inmune natural o innato. Los promonocitos al madurar salen de la médula
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6sea, diferenciandose en monaocitos circulantes, que al cabo de unas horas emigran a
distintos tejidos, donde se convierten en macréfagos. Estas células presentan
actividad fagocitica y productora de citocinas. Los fagocitos endocitan particulas
extrafias (microorganismos y macromoléculas), células propias lesionadas o muertas y
restos celulares. El fagocito se ve atraido por quimiotaxis, se adhiere por receptores a
la particula extrafia, con lo que se activa la membrana del fagocito, creando una
vesicula membranosa que engloba al antigeno dentro de la cual se destruye por

mecanismos microbicidas y enzimas hidroliticas.

Los macrofagos, tras su activacion, producen citocinas que atraen a otras
células, y que son responsables de muchos de los efectos sistémicos de la
inflamacién. También producen factores estimuladores de fibroblastos y células
endoteliales, que promueven la reparacion de los tejidos dafiados.

Los fagocitos, ademdas de intervenir en la respuesta natural, actian como

células accesorias en la respuesta inmune especifica:

1. Como APC: El antigeno endocitado no se degrada totalmente, sino en péptidos que
se asocian dentro del endosoma con moléculas HLA-Il. Los complejos HLA-II +
péptido son expuestos en la superficie del macréfago, donde son reconocidos por los

linfocitos T CD4+ especificos cuyo TCR sea complementario (11).

2. Los macrofagos son activados por citocinas secretadas por los linfocitos TH
activados tras su contacto con las APC. Los macréfagos asi mejoran su capacidad

fagocitica y destructiva, actuando como células efectoras de la inmunidad celular.

3. Los macrofagos activados son a menudo los efectores finales de las respuestas
humorales. Este frente al antigeno lleva a cabo sus funciones fagocitica y citotoxica.
Por ello, el macréfago es frecuentemente el encargado final de la eliminacion del

microorganismo en la respuesta humoral de la inmunidad.

1.1.4.2. Células dendriticas

Las DC juegan un papel fundamental en el desarrollo de la respuesta inmune,
siendo las células presentadoras de antigeno méas potentes y estimuladoras de las
células T. También son importantes en el mantenimiento de la tolerancia frente a los

antigenos del propio organismo. En los ultimos afios su estudio ha cobrado un enorme
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interés por su posible uso terapéutico en la inmunizacion activa frente a tumores y
agentes infecciosos establecidos, asi como, paraddjicamente, para el tratamiento de
fendmenos autoinmunes en un intento de restablecer la tolerancia inmunitaria
especifica frente a los autoantigenos. Este tipo de APC no presenta una actividad
fagocitica importante y se desconoce si puede endocitar el antigeno para degradarlo,
por lo que se plantea la posibilidad de que pueda hacerlo mediante enzimas

proteoliticas asociadas a sus membranas.
Existen dos tipos de DC, con funciones y propiedades diferentes:

e Las DC interdigitantes tienen origen mieloide y derivan de los fagocitos
mononucleares. Estan presentes en los intersticios de la mayor parte de los
o6rganos y son las APC mas potentes y altamente especializadas en capturar
antigenos e inducir respuestas inmunes adaptativas, restringidas por HLA-II. El
prototipo es la célula de Langerhans de la piel. Cuando entran en contacto con
un antigeno, lo capturan y transportan por los vasos linfaticos aferentes hasta
llegar a la paracorteza de los ganglios linfaticos regionales, donde se
convierten en APC profesionales. Alli presentan el antigeno a los linfocitos TH

para que se inicie la respuesta inmune.

e Las DC foliculares no derivan de la médula 6sea, y no parece que tengan que
ver con las anteriores. Presentan gran cantidad de receptores para el
complemento y para las Ig G que les permiten atrapar complejos antigeno-
anticuerpo o antigeno-complemento y presentarlos a los linfocitos B. Estan
presentes en los ganglios, el bazo y los foliculos linfoides asociados a
mucosas, y parece que son esenciales en el desarrollo de las células B de

memoria.

1.2. CARACTERIZACION FENOTIPICA CELULAR

Las células del sistema inmune realizan sus diferentes funciones a través del
contacto célula-célula, mediante una serie de receptores o antigenos de membrana
que se expresan en gran numero en la superficie celular. Algunas de estas moléculas
aparecen en determinados estadios de diferenciacibn o en la activacién celular,
durante breves periodos de tiempo. Otras son caracteristicas de determinadas lineas

celulares.
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Desde el momento en que se diferenciaron clases de linfocitos con una funcién
y desarrollo distinto, se intentaron desarrollar métodos para identificarlos. La obtencion
de anticuerpos monoclonales que reconocieran de forma selectiva y especifica
distintas subpoblaciones linfocitarias facilitd esta tarea. A las moléculas de superficie
celular reconocidas por estos anticuerpos se les llama antigenos de diferenciacion o
marcadores. Se adoptd un sistema de clasificacion segun el cual a un marcador de
superficie que identifique una estirpe o un estadio de diferenciacién determinado, que
tiene una estructura definida y que es reconocido por un grupo de anticuerpos
monoclonales, se le denomina grupo de diferenciacion (Cluster of differentiation, CD)
(12). De este modo, todos los antigenos de superficie de estructura definida son
denominados CD seguido de un ndmero que es arbitrario y no sigue un criterio
definido.

Por ejemplo, los antigenos de diferenciaciéon CD4 y CD8 son glucoproteinas de
la superficie de los linfocitos T y permiten distinguir entre las subpoblaciones
cooperadora (TH) y citotoxica (Tc). Los primeros se caracterizan por presentar un
fenotipo CD4+CD8-; los segundos son CD4-CD8+. Ambas moléculas favorecen la
activacion de los linfocitos T, iniciada por la unién TCR-antigeno-HLA (13). Estos
marcadores sirven como moléculas de adhesion debido a su afinidad especifica por el

HLA, estabilizando la unién entre las células (13).

Los leucocitos, fundamentalmente los linfocitos T, sufren importantes cambios
en los antigenos de membrana tras la estimulacion inmune. Una de las moléculas de
activacion mas importantes es CD25 y se expresa en linfocitos T activados,
macrofagos, células B y células NK. Es un receptor de baja afinidad para la IL-2 e

induce la activacion y proliferacion de las mismas células que lo expresan.

Otra molécula importante en la activacion celular es el CD80, que se expresa
principalmente en las APC capaces de estimular a linfocitos T. Es una molécula co-
estimuladora que se expresa junto con el HLA-II, por lo que la expresion de ambas
indica la capacidad de presentacién antigénica. El ligando de CD80 es la molécula
CD28 expresada por el linfocito T y su interaccién es fundamental para la activacion
del linfocito tras la presentacion antigénica. Esta union aumenta la produccion de IL-2
y la proliferacion de linfocitos T coadyuvantes. CD80 también se expresa en linfocitos
CD4+ y CD8+ activados, apareciendo tarde tras la activacion, por lo que estas células

podrian ser capaces de llevar a cabo una coestimulacion autocrina via CD28 (14).
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La adhesién especifica entre diferentes células o entre células y matrices
extracelulares es un componente esencial de la migracion y el reconocimiento celular.
Los antigenos de membrana responsables de estos tipos de interaccion son las
llamadas moléculas de adhesién (integrinas). Son las encargadas de la interaccion
que se establece entre las células del torrente sanguineo y las células endoteliales y
por lo tanto ejercen un papel clave tanto en fendmenos normales como patolégicos
(inflamacién, trombosis, metastasis de células tumorales). Algunas de ellas estan
implicadas en el reconocimiento e interacciones con otras células. La integrina beta 1
(CD29) es un marcador de activacion tardio y es la subunidad comun en todas las
integrinas. En sangre periférica, el CD29 se expresa en linfocitos T CD4+

(principalmente en células de memoria) y CD8+, y en algunos linfocitos B (15).

1.3. REGULACION DEL SISTEMA INMUNE

1.3.1. Presentacion antigénica.

La respuesta inmune especifica comienza siempre con la presentacion del
antigeno a los linfocitos T en ganglios linfaticos y otros 6rganos por parte de las APC,
que lo procesan y expresan en su superficie celular mediante el sistema HLA, clave en
la distincién entre lo propio y lo no propio (16). Este sistema esta codificado por dos
tipos de genes. Las moléculas de clase | se expresan en todas las células del
organismo, excepto en hematies. Las moléculas de clase Il se expresan en células del
sistema inmune, sobre todo linfocitos B y sistema monocito-macrofago, principales

APC. Ambos tipos de moléculas unen péptidos antigénicos.

Los que se unen a HLA-I son proteinas que proceden del citosol (las sintetiza la
propia célula o bien son antigenos virales procesados como propios). En cambio, los
que se unen a HLA-II suelen proceder de proteinas exdgenas, generalmente de
patégenos fagocitados o endocitados. Segun el tipo de molécula HLA de clase | 6 |,

intervendrd el subtipo de linfocito T CD8+ o CD4+, respectivamente (3).

Para que el linfocito T se active son necesarias dos sefiales: la interaccion
entre el TCR y el péptido antigénico asociado a HLA en la superficie de la APC (17), y

la sefial coestimuladora mediante la molécula CD80 de la APC y el CD28 del linfocito
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T. Estas interacciones producen la activacion, proliferacion y diferenciacion del linfocito

T a una funcién efectora determinada (cooperadora o citotoxica).

Los linfocitos TH son necesarios para activar las principales células efectoras
(linfocitos Tc, linfocitos B, células NK, macréfagos), por lo que se activan pronto

durante la respuesta inmune. Estas células necesitan dos sefales de activacion:

1. Unién del TCR con el complejo antigeno-HLA-II de la APC (sistema

monocito-macroéfago) (18).

2. IL-1, citocina liberada por la APC activada, cuya funcion principal es iniciar la

respuesta inmune.

Estas dos sefiales inducen en los linfocitos T la expresion de receptores para
IL-2 y la produccion de la propia IL-2 (19). Esta citocina amplifica la respuesta iniciada
por el linfocito al contactar con la APC, induciendo el crecimiento y activacion de las
células que expresan su receptor (linfocitos Tc, células NK, macréfagos y los propios

linfocitos TH), que producen a su vez otras citocinas que ejercen diferentes funciones.

Los linfocitos Tc también necesitan dos sefiales para su activacion: la
interaccion del TCR con el complejo antigeno-HLA | presente en las células diana
(20,21) y la IL-2 producida por los linfocitos T CD4+ activados por el antigeno (19).

Tras activarse, el linfocito Tc libera citotoxinas que eliminan la célula diana.

1.3.2. Interaccidn linfocito B - linfocito T

La respuesta inmunitaria humoral estd mediada por anticuerpos, que son
producidos por las células B. Su funcion es neutralizar y eliminar al antigeno que
indujo su formacion. Cuando el linfocito B interacciona con éste, la célula se activa y
se producen una serie de cambios que lleva a la proliferacion y diferenciacion de ese

clon de células B, capaces de responder al antigeno (22).

Las células B que no se han expuesto previamente al antigeno (en reposo)
necesitan dos tipos de sefiales o0 estimulos para su activacién, proliferacion vy
diferenciacion: contacto del antigeno con las Ig de membrana situadas sobre las
células B especificas (7), e interaccion con linfocitos T CD4+ y las citocinas que
secretan (23). La unién del antigeno a la Ilg de membrana estimula vias de segundos

mensajeros intracelulares que hacen que la célula B en reposo entre en ciclo celular y
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que a la vez se prepare para interaccionar y responder a los linfocitos T CD4+
(aumento en la expresion de HLA-II, receptores para citocinas, etc.). Ademas, la célula
B internaliza y procesa los antigenos, cuyos fragmentos peptidicos son presentados a
linfocitos TH especificos, ya activados por otras APC (macréfagos, DC) que presentan

el mismo antigeno.

Los linfocitos T CD4+ activados que reconocen los antigenos presentados por
los linfocitos B producen dos tipos de estimulos que originan la proliferacion vy
diferenciacion de las células B (22). Estos estimulos se producen por contacto fisico
entre las células y a través de los receptores para las citocinas secretadas por los
linfocitos T. La principal molécula implicada en la estimulacion del linfocito B mediante
el contacto celular es el CD40 de la célula B y su ligando complementario en las
células TH1 (gp39 o CD40L) (24). Esta interaccion inicia la proliferaciéon de la célula B,
y las citocinas producidas por linfocitos T estimulan las posteriores respuestas del
linfocito B. En cuanto a la diferenciacion, las células B pueden trasformarse en células
plasmaticas productoras de anticuerpos (siempre secretan el mismo tipo de
anticuerpo) o en células de memoria. La diferenciacion hacia célula de memoria
depende de las sefiales recibidas por el linfocito B a través del CD40 desde su ligando
en los linfocitos T CD4+. Esta diferenciacién induce el switch o cambio de isotipo de Ig,

especialmente tras el primer contacto con el antigeno especifico.

1.3.3. Factores solubles

Las citocinas son glucoproteinas producidas en los primeros momentos de la
activacion celular que alertan a las células que poseen receptores especificos para
ellas, de que hay una respuesta inmune en marcha, controlando su actividad y funcion
celular (25-28). Se caracterizan por sintetizarse de novo y ser de vida media muy

limitada.

Los principales productores de estas proteinas son los macréfagos y los
linfocitos T, ya que actian como principales reguladores de la respuesta inmune innata

y especifica, respectivamente.

Las citocinas forman parte de una red o sistema funcional, con interconexiones
en cascadas y circuitos de retroalimentacion positivos o negativos (29,30). Algunas

son mediadores de la inmunidad innata y la inflamacién. La unién del patégeno con los
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macrofagos y los mastocitos provoca la sintesis de citocinas como IL-1, IL-6, IL-12 y
TNF-a. ElI TNF-a es el principal iniciador de la respuesta inflamatoria ya que, entre
otras funciones, actla sobre los vasos sanguineos de la zona infectada, induciendo la
expresion de moléculas de adhesion al endotelio para facilitar la union de los
leucocitos circulantes. Una de las funciones principales de IL-1, IL-6 e IL-12 es el inicio
de la respuesta de la fase aguda, aunque también son activadores de linfocitos T,
linfocitos B y células NK.

Otras citocinas son mediadores de la activacion, proliferacion y diferenciacion
de los linfocitos T y B. La diferenciacion de los linfocitos T a linfocitos TH1 es inducida
sobre todo por IL-12, y dichas células activan macrofagos y linfocitos TCD8+. La
diferenciacion a TH2 es inducida por IL-4 e IL-10, y activan linfocitos B y eosinofilos.
Las citocinas que contribuyen a la proliferacion de las células B son IL-2, 4 y 5,
mientras que IL-6 es un factor de crecimiento para células B secretoras ya
diferenciadas (31).

Hay citocinas que reciben el nombre de factores estimulantes de colonias (GM-
CSF, IL-3, IL-7) cuya funcién principal es estimular la hematopoyesis.

Las citocinas, por tanto, desempefian un papel clave en la duraciéon e
intensidad de la respuesta inmune y de la inflamacion local y sistémica. Como
consecuencia, tienen grandes implicaciones fisiopatoldgicas en las enfermedades con
trastornos de la respuesta inmune e inflamatoria, asi como un enorme potencial

terapéutico, por lo que son objeto de gran interés e investigacion en la actualidad.

1.4. TOLERANCIA INMUNOLOGICA

Un aspecto importante y critico de la respuesta inmune es que reconoce como
extrafios a antigenos propios y células autélogas cuando estan localizadas en sitios
ectopicos. En este caso se desencadena una respuesta autoinmune que actla como
control del crecimiento descontrolado de tejido propio o aberrante en localizaciones

ectopicas.

La tolerancia inmunoldgica es definida como la ausencia especifica de
respuesta del sistema inmune frente a un antigeno, ya sea propio (autoantigeno) o
extrafio, inducida por el contacto previo con dicho antigeno. El aspecto mas importante
de la tolerancia es la autotolerancia, que impide que el organismo desencadene una
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respuesta inmune contra sus propios tejidos. Si falla este control se producen los
fendmenos autoinmunes (32). La tolerancia a los antigenos propios parece que ocurre

durante el proceso de embriogénesis a través de la seleccion timica (33).

Algunos de los mecanismos por los cuales se establece y mantiene la

tolerancia son:

e La exclusion de un clon celular especifico o deleccion clonal (33).

e Anergia clonal (34): algunos clones autorreactivos no son eliminados sino
gue quedan en estado funcionalmente silente, incapaces de responder a un

estimulo.

e EIl fallo de la activacion celular debido a la pérdida del co-estimulador

requerido para su accion.

e La supresion activa de las células autorreactivas, que pueden ser

fisicamente eliminadas o bien inactivadas funcionalmente (35).

Hay determinadas circunstancias en las que la tolerancia inmunolégica no
puede ser mantenida, como por ejemplo clones de células T que reaccionan contra
antigenos extrafios (proteinas virales, células tumorales) que tienen reacciones
cruzadas con antigenos propios; o la exposicién al sistema inmune de antigenos no
accesibles (cristalino, sistema nervioso central, tiroides), anatdbmicamente distanciados
en el desarrollo embrionario o aislados del sistema inmune; o la expresion de HLA-II

en tejidos que habitualmente no lo expresan.

En aquellos casos en los que la tolerancia se mantiene por la supresion activa
de los clones autorreactivos, la pérdida de esta supresion puede resultar en
fendmenos autoinmunes. Los datos obtenidos hasta el momento parecen indicar que
la autoinmunidad no es una condicidn Unica sino multifactorial, ya que se requieren
condicionantes genéticos, inmunolégicos, hormonales y ambientales. Los fendmenos
autoinmunes se caracterizan a veces por la presencia de autoanticuerpos especificos,
mayoritariamente contra antigenos de la membrana celular (con la actuacién posterior
del complemento y de las células fagociticas), ademas de por citotoxicidad celular

mediada por linfocitos CD8+ y algunos CD4+, y por el acimulo de inmunocomplejos.

En la practica, las enfermedades autoinmunes se identifican por:
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a) La presencia de linfocitos activados o de depdésitos de inmunoglobulina y
complemento en un determinado 6rgano.
b) La determinacion del titulo de autoanticuerpos que aumentan o disminuyen

en funcion de la peor o mejor evolucién de la enfermedad.

c) La existencia de linfocitos T autorreactivos.

2. ENDOMETRIOSIS

La endometriosis es una de las patologias ginecol6gicas mas frecuentes, se
calcula que afecta a un 5-10% de las mujeres premenopausicas (36). Esta enfermedad
se caracteriza por la presencia de estroma y glandulas de endometrio funcional
dispuesto en forma de islotes heterotdpicos, localizados ectopicamente, generalmente
en la pelvis menor, y especialmente en el ovario y fondo de saco de Douglas (37-39).
Localizaciones menos frecuentes son el tracto digestivo, cérvix, vagina, trompas de
Falopio, vejiga, uréteres, ganglios linfaticos pélvicos y region inguinal (40). En un orden
de mayor a menor frecuencia de afectacion encontramos el ovario, fondo de saco de
Douglas, ligamentos uterosacros, plica vesico-uterina, superficie uterina, trompas,
ligamento redondo y tabique recto-vaginal (que junto con los ovarios es la localizacién

mas frecuente de recurrencias y de malignizaciones).

Esta patologia, en muchos casos, persiste como leve o desaparece. En otros,
genera problemas importantes debido a la invasion e infiltracion tisular, a la formacién
de endometriomas en los ovarios 0 a causar bloqueo pélvico adherencial con
afectacion de otros o6rganos (39), y frecuentemente recurre, siendo la tasa de
recurrencia clinica mayor en mujeres de mayor edad con estadios avanzados de la

enfermedad.

En cuanto a la clinica, el dolor pélvico (dismenorrea, dispareunia y otras
molestias premenstruales) y la esterilidad, son los problemas mas frecuentes por los
que la paciente acude a la consulta. Pero no existe correlacion entre la gravedad de

estos sintomas y la severidad de la endometriosis.

La dismenorrea suele ser el sintoma mas caracteristico. Es una dismenorrea
que aparece sobre el 2-3° dia del ciclo (tardia) y progresiva. Suele ser intra o
postmenstrual. Sin embargo, la intensidad de la dismenorrea no refleja la gravedad de

la endometriosis.
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La dispareunia profunda también es frecuente, casi todas las pacientes la

padecen, siendo uno de los sintomas mas especificos.

En un 30% de los casos, aproximadamente, la endometriosis se asocia a
esterilidad primaria o secundaria. Parece que la esterilidad se presenta tanto en casos
leves como en los severos, aunque estudios actuales ponen en duda la existencia de

esterilidad en endometriosis leve.

El algia pélvica crénica es un sintoma frecuente y relacionado normalmente con
presencia de endometriomas y bloqueo pélvico. Otros sintomas menos frecuentes

pueden ser la menorragia, spotting premenstrual, disquecia, rectorragia 0 hematuria.

Los dos procesos patolégicos basicos en la endometriosis, el crecimiento y la
inflamacién, que son responsables del dolor pélvico crénico y de la esterilidad, y que
son los sintomas clave de la endometriosis, son la consecuencia de la expresion
aumentada de aromatasa y estradiol (E2) el primero y del aumento de las
prostaglandinas (PGs) el segundo (alteraciones moleculares que se comentan mas

adelante) (figura 3).

Arachidonic Acid :
: o G
l i VEGF
: A A
X PRE et
- = = $Cholesterol .-~ I .
| MP f
1 s cA Ez __93_0_'.”1!]'

iy A > E

Endometriosis Cell

LR L T

Lesssnsssnansnsnsnnenssnrnnne

Figura 3: Attar y Bulun, Hum Reprod Update 2006;12:49-56.
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Una caracteristica basica de la endometriosis es la hormonodependencia: el
endometrio ectdpico responde de manera ciclica a los cambios hormonales que se
producen durante el ciclo menstrual, y depende de los estrogenos para su desarrollo.
Es por ello que los sintomas se intensifican en la ovulacion o menstruacion y que los
focos se atrofian en las mujeres menopausicas. En algunos casos, la endometriosis se
reactiva en la postmenopausia, bien yatrogena o endégenamente, pudiendo ser el

origen de un carcinoma endometrioide o de células claras (aunque infrecuente).

Aunque la naturaleza de la endometriosis es benigna, su comportamiento
durante la madurez sexual a veces le hace parecer maligna por su progresion, por la
afectacién de otros érganos y por las recidivas. Sabemos también que posee otras
caracteristicas de malignidad como la resistencia a la apoptosis o la secrecién de la
molécula de histocompatibilidad HLA-G.

Desde hace tiempo, este complejo desorden ginecolégico ha mostrado
tendencias hereditarias, con un riesgo de reincidencia de un 5-7% en los familiares de
la siguiente generacion. Esto lo corroboran diferentes estudios que afirman que esta
enfermedad constituye un desorden genético de herencia poligénica y multifactorial
(36,41,42).

El diagnéstico se realiza en base a la sintomatologia de la paciente, la
exploracion ginecolbégica y ecografica, y los niveles séricos de CA-125, que se
encuentra elevado en estas pacientes (> 35 U/ml), aunque la observacion directa y la
biopsia son el método diagnostico gold-standar (39, 43). Walter et al (2001) han
insistido en la confirmacion histologica de la endometriosis tras analizar la correlacion
entre los hallazgos visuales y anatomopatologicos. No obstante, la ecografia
transvaginal (o transrectal), la tomografia axial computarizada (TAC) y la resonancia
magnética (RM), son técnicas no invasivas, Utiles cuando los diagnésticos
diferenciales son numerosos 0 es necesaria mas informacién con respecto a un

endometrioma conocido (44).

2.1. CLASIFICACION DE LA ENDOMETRIOSIS

La clasificacion original de la endometriosis de la Sociedad Americana de
Medicina Reproductiva (ASRM) fue actualizada en 1996. Asigna puntos segun la

severidad de la enfermedad, basdndose en el tamafio y profundidad de los implantes y
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en la magnitud de las adherencias. Segun estos criterios se establecen 4 estadios

(figura 4):
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Figura 4: Grados de severidad de la
endometriosis. Rodriguez, N. Cirugia
ginecolégica y obstétrica, 1992.
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1) Estadio I: enfermedad minima. Incluye

la endometriosis superficial peritoneal
de 1-3 cm, la endometriosis superficial
ovarica <lcm unilateral ylo
adherencias laxas ovéricas con 1/3 de

afectacién del ovario implicado.

Estadio Il: enfermedad leve. Incluye la
afectacién peritoneal profunda >3cm,
afectacién ovarica (puede ser bilateral)
superficial <lcm y adherencias laxas

gue afectan <1/3 de un ovario.

Estadio Ill: enfermedad moderada.
Incluye la afectacion parcial del fondo
de saco de Douglas, endometriosis
ovarica uni/ bilateral de 1 a 3 cm,
afectaciébn peritoneal superficial o
profunda >3cm (con presencia o no de
adherencias firmes en un anejo y
laxas en el contralateral, con una

extension <1/3).

Estadio IV: enfermedad severa.
Engloba el blogueo completo del
Douglas, endometriosis peritoneal
superficial/l  profunda > 3 cm,
afectacion ovarica profunda
uni/bilateral y adherencias firmes

anexiales de 1/3 a 2/3 de extension.



Desde el punto de vista clinico la endometriosis también se puede subdividir en

tres grandes categorias segun la localizacion anatémica y el tipo de lesiones:

Endometriosis_peritoneal superficial (figuras 5 y 6): frecuentemente leve y no

suele progresar. Es la clasica lesién que esta diseminada por la superficie del
peritoneo, aungue en ocasiones esta debajo y no puede visualizarse. Estas

lesiones son las que mas se corresponden con la teoria de la menstruacion

retrébgrada de Sampson (43).

Figuras 5y 6: Endometriosis peritoneal (imagenes cedidas por el Prof. Dr. Acién).

Endometriosis quistica (endometrioma) (figura 7): este término se reserva para

la presencia de tejido endometrial dentro del ovario. La paciente puede
presentarlo de forma Unica o puede asociarse a otras formas de presentacion
de la endometriosis, sin que esto se relacione con un mayor tamafo del
endometrioma. Por tanto, se pueden encontrar endometriomas de gran tamafio

en ausencia de formas peritoneales superficiales o profundas (45).
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Figura 7: Endometriosis quistica (Prof. Dr. Acién)

o Endometriosis infiltrantre profunda (figura 8): es la forma de presentacion mas

severa. Se ha clasificado en 3 tipos (46):

1. Tipo I: Son lesiones conicas en las que la base del cono esta expuesta
hacia la cavidad peritoneal. Resultan de la infiltracion de una lesion
superficial.

2. Tipo II: cuando las lesiones estan cubiertas por adherencias. Es
causada por retraccion.

3. Tipo lll: cuando la parte mas extensa de la lesion esta debajo de la
superficie del peritoneo. Es debida a una metaplasia local de la lesién
endometridsica. En este grupo se incluye la endometriosis del tabique
recto-vaginal (ESRV). Otra forma de endometriosis infiltrante seria la
adenomiosis.

Figura 8: Endometriosis infiltrante (Prof. Dr. Acién).



Si comparamos estos tres tipos de endometriosis con la sintomatologia, el
marcador CA-125 y la exploracion clinica, se observa una progresion en la severidad

clinica y analitica de los 3 tipos de endometriosis en el mismo orden mencionado (39).

Clasicamente, en endometriosis se han reconocido dos formas: endometriosis
interna (adenomiosis) y externa (localizada fuera de la cavidad uterina y miometrio). La
adenomiosis consiste en la localizaciéon de tejido endometrial funcional que ha
penetrado en el miometrio por extensién directa a partir del revestimiento uterino (47).
Estas proyecciones digitiformes del endometrio, que crecen en profundidad vy
atraviesan los haces musculares de la pared uterina, pueden ser nodulares o difusas,
siendo esta Ultima la presentacibn mas frecuente (39). Un tercio de las pacientes
permanecen asintomaticas, mientras que el resto presenta cualquiera de los siguientes

sintomas (47):

o Dolor pélvico progresivamente en aumento, con frecuencia asociado a la
menstruacion. En los casos de dismenorrea, el dolor se incrementa a lo largo

de la menstruacién alcanzando su pico hacia el final de la misma.
e Irregularidades menstruales, como spotting premenstrual o hipermenorrea.
e Dispareunia.
o Infertilidad.

Algunos autores emplean el término adenomiosis para la endometriosis
infiltrante del fondo de saco de Douglas y para la del septo recto-vaginal, o incluso el
intestino, que consiste en nddulos constituidos por glandulas endometriales con

escaso estroma, rodeados por fibras musculares lisas hiperplasicas (46, 48).

2.2. PATOGENIA DE LA ENDOMETRIOSIS

A pesar de los estudios realizados, la etiologia de la enfermedad no esta bien
establecida y es considerada como un proceso complejo y multifactorial en el que se
observan numerosas alteraciones genéticas, inmunoldgicas, angiogénicas vy
endocrinas, las cuales justificarian la gran variabilidad clinica que presenta la
enfermedad. El tratamiento habitual es eliminar la lesibn endometridsica, bien por
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cirugia o bien produciendo un ambiente hipoestrogénico, actuaciones que no corrigen
las alteraciones moleculares de la enfermedad. Esto podria explicar el gran nimero

de casos que recurren o no mejoran tras el cese del tratamiento.

Si atendemos a la fisiopatologia de la endometriosis, son varias las teorias que
han intentado explicar su origen (49), siendo la mas aceptada la de la menstruacion
retrograda con implantacion a distancia, propuesta por Sampson en 1927 (50). Segun
esta teoria, fragmentos de endometrio funcional desprendidos durante la menstruacion
acceden retrogradamente a través de las trompas de Falopio hacia la cavidad
peritoneal. Posteriormente se combinan una actividad proteolitica, actividad
macrofagica y actividad citotoxica de las células NK para degradar los fragmentos de
tejido endometrial. Ocasionalmente, estos fragmentos de endometrio ectépico logran
evadir las lineas de defensa peritoneal, probablemente por un defecto intrinseco en el
sistema inmunitario (43), lo que permite la implantacion del tejido endometrial. La
"angiogénesis ciclica" que ocurre en el tracto reproductivo de la mujer favoreceria

después su supervivencia y crecimiento.

Sin embargo, el fendbmeno de menstruacion retrograda sucede en el 90% de
las mujeres en edad fértil, y sélo en algunos casos se llega a desarrollar la
endometriosis, por lo que deben existir otros factores que favorezcan la implantacién y
el crecimiento de ese tejido ectdpico, como la presencia de moléculas celulares que
favorecen las adherencias, la capacidad de las células de invadir el tejido después de
haberse adherido y la alteracién de la respuesta inmunoldgica del organismo para

eliminar esos implantes (51) (figura 9).
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Figura 9: Lebovic et al, Fertil Steril 75:1-10, 2001.

En los Ultimos afios se han publicado numerosos trabajos en los que se
relaciona la aparicion de endometriosis con una disfuncion del sistema inmune,
incapaz de eliminar los restos de tejido endometrial ectopico. Por tanto, en estas
pacientes que presentan cierta inmunotolerancia, ese tejido que no es eliminado se va
acumulando con las sucesivas menstruaciones, desarrollandose asi la enfermedad.
Por otro lado, la aparicibn de endometriosis también se asocia a alteraciones
moleculares propias de las células endometriales. De hecho, las células endometriales
ectopicas tienen propiedades fenotipicas diferentes a las eutdpicas, trasformaciones
gue pueden ser debidas o puestas de manifiesto por la accion de factores locales
presentes en el medio peritoneal.

2.2.1. Alteraciones inmunoldgicas en la endometriosis

2.2.1.1. Alteraciones en lainmunidad celular

Muchos estudios describen alteraciones en la inmunidad celular y en la
inmunidad humoral asociadas a la presencia de endometriosis. Se desconoce aln si

dichas alteraciones son causa de la enfermedad o el resultado de la inflamacién
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originada por la presencia de los implantes, pero si estd bien determinado que
favorecen su desencadenamiento y desarrollo. Se ha observado en primates un
aumento de la incidencia y desarrollo de la enfermedad con la administracién de

tratamientos inmunosupresores (52, 53).

Fisiolégicamente, la cavidad peritoneal esta bafiada por el liquido peritoneal
(LP). Este medio dindmico contiene una gran variedad de células en suspension como

linfocitos, APC, eosindfilos y células mesoteliales (54).

Se admite generalmente que, en las fases iniciales de la endometriosis, el
sistema inmune reconoce el tejido endometrial ectépico como antigénico y genera una
respuesta inmune frente a él. Al ser incapaz de eliminarlo, se prolonga la respuesta
que desencadena un proceso inflamatorio pélvico crénico local. De esta forma
aumenta la concentraciébn de macréfagos activados y linfocitos en el LP de estas
pacientes (55), asi como los productos derivados de dichas células como citocinas y

factores de crecimiento que favorecen el desarrollo del implante.

Para que tenga lugar la implantacion y el crecimiento de la lesién es necesaria
la vascularizacién del tejido ectopico. EI LP de mujeres con endometriosis posee
actividad angiogénica (56), y en ¢él se han detectado niveles altos de
factores angiogénicos como IL-8 (56, 57), TNF-a (58, 59) y VEGF (60), que son
producidos por células del estroma endometrial (61) y macréfagos peritoneales (62,
63). Todos estos factores liberados por el tejido endometridsico y células adyacentes

favorecen el reclutamiento de células inflamatorias hacia el lugar de la lesion.

En mujeres con endometriosis el porcentaje de linfocitos en sangre periférica
es normal, aunque el ratio de linfocitos CD4+/CD8+ esta aumentado, mientras que en
el LP es marcadamente mas bajo (64, 65) que en mujeres sanas (54). Ademas, el
namero de linfocitos T activados (CD3+CD25+) también es méas bajo, tanto en sangre
como en liquido peritoneal (66). Ambos hechos sugieren que existe inactivacion de la
subpoblacién de linfocitos CD4+, y como consecuencia una menor produccion de IL-2
(67).

En ensayos que han utilizado linfocitos peritoneales y células
endometriales autélogas como diana se ha observado una disminucion de la lisis
de éstas en pacientes con endometriosis moderada-severa respecto a controles (68,
69). En este sentido, varios estudios describen que la actividad citotoxica de las

células NK esta disminuida en mujeres con endometriosis, tanto en sangre como en
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LP (66, 70-73), hecho que parece asociarse a la gravedad de la enfermedad. Sin
embargo, el porcentaje de células NK en estas pacientes no parece estar alterado (66,
68, 69). Una de las causas de este defecto funcional podria ser la presencia de
determinados factores solubles, liberados por macrofagos, tanto en el suero (74, 75)
como en el LP (76) de las mujeres afectadas, como se ha demostrado in vitro. Otra de
las causas podria ser un aumento en la expresion de los receptores inhibidores de la
actividad citotéxica (KIR) en la superficie de las células NK (73). La actividad del
tejido endometriésico también puede afectar a la citotoxicidad, bien adquiriendo
resistencia mediante la expresion de HLA-I (77), o bien secretando factores

inmunosupresores que inhiban a las células citotoxicas (78).

Los macrofagos peritoneales son el tipo celular mayoritario en el LP de una
pelvis normal (54), sin embargo su niumero y su estado de activacion estd aumentado
en mujeres con endometriosis (79, 80). Presentan un aumento de la fagocitosis y de la
secrecion de factores derivados de ellos como citocinas, factores de crecimiento,
enzimas y otros productos que, junto a los secretados por los linfocitos activados,
podrian contribuir a la patogenia de la enfermedad (62). Sin embargo, existen estudios
en los que se observa que también estas células tienen mermada su
capacidad citolitica frente a las células endometriales, tanto de tejido eutdpico como

ectépico (81).

Existen muy pocos estudios y muy recientes en los que se valora la funcién de
los macréfagos como APC en mujeres con endometriosis, observandose en ellas una
baja capacidad de presentacion antigénica debido a una disminucién en la expresién
de HLA-II y moléculas coestimuladoras como CD80 (82). Una vez mas, algun

componente del LP parece estar relacionado con este cambio (83).

Comparando el tejido endometrial ectopico con el eutdpico, vemos que los
focos ectdpicos contienen mayor nimero de células CD3+CD8+ (64, 84-86), CD29+
(86), CD45+ (85), una cantidad similar de células CD4+ y macrofagos (84), y menos
células NK (84, 86), respecto al eutdpico. Estas diferencias pueden ser debidas a la

falta de ciclicidad del tejido endometridésico.
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¢ Niveles alterados de citocinas en endometriosis

El papel que juegan las citocinas en la endometriosis también es objeto de
continua investigacion. El balance de la secrecién de citocinas por parte de los
linfocitos TH1 y TH2 est4 alterado en estas pacientes (87, 88), lo que podria contribuir
al descontrol funcional de las células del sistema inmune. En el suero de pacientes con
endometriosis se han descrito cantidades elevadas de IL-6 (89), IL-8 (57) 6 TNF-a
(90), que podrian estar implicadas en el establecimiento y mantenimiento de la
tolerancia inmunoldgica frente al tejido endometridsico. IL-8 y TNF-a, por ejemplo,

son quimiotacticos para neutréfilos e importantes factores angiogénicos.

En el LP de pacientes con endometriosis también existen niveles altos de
numerosas citocinas, entre ellas IL-1 (59, 91), IL-6 (89, 92) e IL-8 (56, 57, 87), que
podrian estar implicadas en la progresion de la enfermedad y su esterilidad asociada.
Nuestro grupo ha descrito que LP con altas concentraciones de citocinas,
especialmente IL-6, presentan actividad embriotdxica, ya que impiden el desarrollo in
vitro de embriones de raton de dos células (87). Utilizando la experimentacion animal,
también se ha observado que el LP de estas pacientes inhibe el desarrollo embrionario
(93, 94), disminuye la fecundacion (95) e impide la captura del évulo por la fimbria
(96). Ademas, los niveles de IL-6 en el LP parecen asociarse con el dolor pélvico, asi

como con un menor tiempo en el que se observa recurrencia de la enfermedad (97).

Otras citocinas elevadas en el LP de mujeres con endometriosis respecto a
controles sanos son IL-4 (98) y TNFa (58, 59). Por otro lado, se ha observado una
disminucion de IL-13, con capacidad de inhibir la sintesis de citocinas pro-inflamatorias
(99), e IFN-y (67), que es sintetizado por células citotéxicas, y que puede ser debida a
la inactivacion de linfocitos T y células NK, como ya hemos comentado.
Recientemente, se han descrito nuevas citocinas implicadas en la endometriosis como
IL-15 e IL-18, ambas con funcién angiogénica y elevadas en el LP de estas pacientes
(100, 101), asi como IL-10 (65, 92).

2.2.1.2. Alteraciones en lainmunidad humoral

Aunque la menstruacion retrégrada es un fenémeno muy frecuente, la
endometriosis se desarrolla sélo en aquellos casos en que estos minimos implantes

progresan. Algunos autores han apuntado que la progresion de los implantes seria
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debida a una rotura de la autotolerancia. Asi se considera que una causa de la
endometriosis seria de naturaleza autoinmune (102), en la que el implante expresaria
y/o liberaria algun determinante antigénico nuevo, aunque sea en concentraciones
muy bajas, que podria estar estimulando a linfocitos T y/o B, y en consecuencia
inducir la produccién de autoanticuerpos. Por alguna razén los antigenos presentes en
el tejido endometriésico podrian ser mas antigénicos que los correspondientes en el

tejido endometrial eutdpico (103, 104).

Muchas enfermedades de tipo autoinmune mejoran con tratamientos
inmunosupresores. Sin embargo, este tipo de tratamientos realizado en primates con
endometriosis favorecié la progresion de la enfermedad (53), lo que apoya la idea de
que el grado de competencia inmune podria estar implicado en la aparicién y/o

progresion de la enfermedad.

Ya hemos comentado que los fendbmenos de autoinmunidad se caracterizan
por la existencia de un elevado titulo de autoanticuerposy de activacion del
complemento. En las mujeres con endometriosis no existe hiperglobulinemia ni
aumento de la actividad del complemento (105, 106). Sin embargo, existe un gran
namero de trabajos que describen la existencia de autoanticuerpos, aunque son
dificiles de evaluar conjuntamente debido a las diferencias metodoldgicas. Algunos
autores han detectado autoanticuerpos no especificos dirigidos contra elementos
nucleares (anti-histonas) o contra elementos propios de la estructura celular (anti-
cardiolipina) en pacientes con endometriosis, tanto en suero como en LP (105-107).
Estos autoanticuerpos se encuentran con frecuencia en mujeres con enfermedades
autoinmunes o con fallos reproductivos como esterilidad o aborto recurrente (106), por
lo que podria ser también causa de esterilidad en endometriosis (108). La presencia

de estos multiples autoanticuerpos sugiere una activacion policlonal de los linfocitos B.

Hay varios estudios que han analizado suero y LP de mujeres, con y sin
endometriosis, observando en ellos la presencia de anticuerpos contra una gran
variabilidad de antigenos endometriales (109-112). También se han detectado
anticuerpos Unicamente en el suero de mujeres con endometriosis (113, 114) que han
sido postulados como posibles marcadores de la enfermedad (115). Los
anticuerpos antiendometriales presentes en el suero de mujeres con endometriosis
parecen reconocer los implantes endometridsicos a titulos altos. Sin embargo, aunque

muchos autores describen autoanticuerpos contra el tejido endometrial, muy pocos lo
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hacen contra tejido endometriésico (111, 116), lo que podria reflejar realmente la

consecuencia de la reaccién autoinmune.

2.2.2. Alteraciones moleculares en la endometriosis

Ademas de la ineficacia del sistema inmune, la supervivencia del
tejido endometridsico también puede ser debida a alteraciones moleculares intrinsecas
de las células endometriales ectépicas. Aunque esta enfermedad esta considerada
como benigna, posee caracteristicas similares a las que presentan los procesos de
malignidad como crecimiento, infiltracibn y metastasis. De hecho, algunas de las
alteraciones moleculares que se presentan en la endometriosis son comunes a
algunos tipos de cancer como el de mama o Utero. Entre estas alteraciones

encontramos:

2.2.2.1. Baja susceptibilidad a la apoptosis espontanea

La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo que previene la
diseminacion y adhesion de células diferenciadas en localizaciones inapropiadas. Este
mecanismo esta regulado por el gen p53, un gen supresor de tumores que tiene un
papel clave en el control de la division celular, ya que es responsable de detener el
ciclo celular ante la presencia de dafios en el ADN. El gen p53 ademéas de ser
promotor de la apoptosis celular, activa una serie de genes pro-
apoptéticos como Bax o Fas, y reprime la expresion de otros responsables de inhibir la

apoptosis como Bcl-2.

Las células tumorales malignas presentan una mutacion en el gen p53 que lleva
a una produccion defectuosa de la proteina que la hace mas resistente a la
degradacion que la forma normal, acumulandose en el nucleo y siendo asi facilmente
detectable por inmunohistoquimica, e incapaz de realizar correctamente sus funciones.
Esto permite que las células tumorales sobreexpresen Bcl-2 y no sufran apoptosis, a

pesar de presentar alteraciones en su material genético.

En condiciones normales, tras la aparicion de menstruacion retrégrada, las células

endometriales regurgitadas no sobreviven en una localizacion ectépica gracias al
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proceso de apoptosis. Sin embargo, en mas del 25% de los casos de endometriosis
existe un aumento de la expresion de Bcl-2, mucho mayor que la que se observa en el
endometrio eutdpico (117), lo que permite la supervivencia de esas células en lugares
ectdpicos. Pero en los casos de endometriosis normal o “benigna” no se detecta una
sobreexpresion de p53. Esta si suele asociarse con endometriosis atipica y con areas
de endometriosis asociadas a carcinomas ovaricos (118, 119). A pesar de esto, hay
gue tener en cuenta que algunos casos de endometriosis normal puede presentar
expresion positiva de p53, por lo que es importante distinguir la endometriosis atipica
reactiva o atipia inflamatoria benigna, la cual no tiene importancia clinica y es causada
por la propia inflamaciéon o por tratamientos progestagenos, de la verdadera atipia

preneoplasica, diagnosticada por presencia de atipia celular y/o hiperplasia epitelial.

Probablemente debido a los factores comunes que predisponen a un proceso
de malignizacion, las pacientes con endometriosis presentan mayor susceptibilidad de
desarrollar carcinoma endometrioide ovarico y carcinoma de células claras (120). Esto
estd normalmente asociado a una transformacion maligna de la
lesibn endometridsica a través de una fase de transicion de endometriosis atipica.
Alrededor del 60-80% de los casos de cancer de ovario asociado a endometriosis
ocurre en presencia de endometriosis atipica (el 8-10% de los casos de endometriosis
ovarica) donde hemos comentado que es frecuente detectar la sobreexpresion de p53
(118).

2.2.2.2. Invasion de tejidos y angiogénesis

Las células endometriales poseen una capacidad intrinseca para la
implantacion que incluye su habilidad para proliferar (121), segregar
factores angiogénicos (122) y digerir la superficie peritoneal
produciendo metaloproteinasas (123). La sintesis de metaloproteinasas por parte de
las células endometriales puede ser un hecho relevante en el proceso de invasion
peritoneal (124). Estas enzimas son importantes en el remodelado de muchos tejidos
ya que tienen la capacidad de fragmentar todos los componentes de la matriz
extracelular. Su regulacion depende en gran parte de estrégenos y progesterona (125)
(figura 10).
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Figura 10: Flores et al, Fertil Steril, 2007.

2.2.2.3. Autosuficiencia en sefiales de crecimiento estrogénicas

Como ya hemos comentado, la endometriosis es un
proceso hormonodependiente, es decir, el endometrio ectopico responde de manera
ciclica a los cambios hormonales que se producen durante el ciclo menstrual, y
depende de los estrégenos para su desarrollo. Se han identificado receptores de
estrobgenos y progesterona en el epitelio y estroma endometriésicos, aunque su

expresion no sigue el mismo ciclo que el endometrio eutdpico (126).

Una de las alteraciones moleculares mas destacadas en endometriosis es la
expresion aberrante del citocromo P450 aromatasa (127, 128), responsable de
catalizar el paso de andrégenos a estrogenos en varios tejidos del organismo como
ovarios, testiculos, placenta y otros tejidos extraglandulares (la piel o el tejido adiposo).
Esta enzima también esta presente en el endometrio eutépico de algunas pacientes
con endometriosis, aunque en cantidades muy bajas y apenas detectable (127), pero

no en el endometrio de mujeres sin endometriosis (128).

El producto de la reaccibn que cataliza la aromatasa es estrona, un
componente estrogénico débil que es transformado en estradiol por la enzima 17(3-

hidroxiesteroide dehidrogenasa tipo 1 (178HSD-1), presente también tanto en el
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endometrio eutépico como en el ectépico. Sin embargo, la inactivacion del estradiol
en estrona sucede en el endometrio, pero no en el implante endometriésico debido a la
ausencia de laisozima responsable 17BHSD-2 (129). Por tanto, la presencia de
17BHSD-1 en endometriosis es un importante complemento fisiopatolégico a la
expresion aberrante de aromatasa, puesto que permite una produccion local de
estradiol que favorece el crecimiento de los implantes (figura 11).
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Figura 11: Tardiverdian et al. Neuroendocrineimmune disequilibrium en endometriosis: an interdisciplinary
aproach. Semin Immunopathol 2007; 29: 193-210.

Estudios in vitro han mostrado que el LP de mujeres con endometriosis y
las citocinas IL-6 y TNF-a aumentan la actividad aromatasa de fibroblastos derivados
de tejido endometriésico (130). Estas citocinas son producidas por macréfagos y estan
presentes, como ya hemos comentado, en el LP de estas pacientes. Las células del
endometrio eutdpico y ectdpico también son capaces de sintetizar y liberar algunos de
estos factores (131), por lo que se trata de factores implicados en la regulacién de la

expresion de aromatasa en endometriosis.
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2.2.2.4. Alteraciones en mecanismos inmunosupresores

Aunque la endometriosis es un proceso benigno, posee caracteristicas de
malignidad, como hemos comentado, tales como resistencia a la apoptosis (132),
invasion de tejidos (133) o secrecion de la molécula de histocompabilidad HLA-G
(134).

HLA-G es una molécula clase | no clasica del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad Humano (CMH), que adopta siete isoformas, cuatro se encuentran
ligadas a la membrana (G1-G4) y las otras tres formas son solubles (G5-G7). Es una
molécula implicada en los mecanismos de tolerancia inmunolégica debido a su efecto
inhibitorio sobre las células NK, en concreto por su interaccion con algunos de los
receptores inhibidores presentes en estas células (KIR2DL4). Se expresa de forma
selectiva en la interfase materno-fetal desempefiando un papel fundamental en la
tolerancia materno-fetal (135), asi como en algunos tipos de cancer, que a través de la
secrecion de la molécula HLA-G escaparian a la accion anti-tumoral de los linfocitos T
y las células NK, relacionandose con un peor prondéstico clinico (136, 137). Los
estudios actuales van dirigidos hacia la investigacion mas exhaustiva de las
interacciones HLA-G/NK que permiten el mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica

en el campo del trasplante y a la inmunologia de tumores.

De hecho, existen numerosos estudios en los que se describe una deficiente
actividad citotoxica de las células NK en endometriosis (138), sin que eso se traduzca
en una mayor incidencia de tumores o infecciones en estas pacientes. Por tanto, no
parece ser una alteracion intrinseca de dichas células citotoxicas, sino una inhibicién

de su actividad sobre los implantes endometriales ectopicos.

La detecciébn de HLA-G en pacientes con endometriosis es controvertida.
Algunos estudios no han logrado confirmar su presencia (139), mientras que otros la
detectan en suero (140), LP (141) y tejido endometriésico (134). No existen trabajos

sobre su determinacion en el LE.

Debido a la incapacidad del sistema inmune de eliminar los implantes
endometriales y a la gran respuesta inflamatoria cronica desencadenada hacia el tejido
propio endometrial, muchos autores consideran la endometriosis como una
enfermedad autoinmune. Unas de las células responsables de mantener la
homeostasis del sistema y la tolerancia hacia autoantigenos son los linfocitos Treg, a

los que se ha hecho mencién anteriormente. En ausencia de estas células se
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desarrollan enfermedades autoinmunes, por lo que su papel en la respuesta inmune
las convierte en un blanco terapéutico muy atractivo para el tratamiento de estas
enfermedades. En endometriosis hay muy pocos estudios al respecto, y apuntan a una
alteracion de estas células (142). Recientemente se ha demostrado la presencia de
Treg en endometrio tanto eutopico como ectopico en estas pacientes (143, 144). Asi
mismo, se han observado niveles aumentados de mMRNA del factor de trascripcion de
Treg-Foxp3 en lesiones endometridsicas (endometriomas) en humanos (145). Este
mismo grupo detect6 una aumento de la expresion de la proteina MUC1 en lesiones
endometriésicas con un aumento de titulos de anticuerpos frente a esta misma

proteina.

El mecanismo molecular por el cual los linfocitos Treg cumplen su funcién
reguladora/supresora no ha sido bien caracterizado y es sujeto de intensa
investigacion. Algunas citocinas inmunosupresoras como IL-10 y TGF-B, estarian
implicadas en la funcion de estas células, aunque existe controversia al respecto
(146).

2.3. TRATAMIENTO DE LA ENDOMETRIOSIS

Existen discrepancias en los resultados de tratamientos, tanto médicos como
quirdrgicos, para la endometriosis. Actualmente, existen diferentes posibilidades
terapéuticas que pueden aliviar el dolor y otros sintomas asociados, asi como la
esterilidad, pero ninguna de ellas permite una cura definitiva. Los casos de
endometriosis de caracter leve, normalmente asintométicos, se pueden llegar a
resolver o permanecer estables, adoptando una conducta expectante. También
administrando anticonceptivos orales (ACO) o, como alternativa, con la busqueda de
gestacion, conductas que disminuirian el influjo hormonal sobre las lesiones y por lo
tanto evitarian o enlentecerian su crecimiento (147). En los casos de endometriosis
moderada o severa, el tratamiento requerido suele ser médico, quirargico o combinado
(148).

Una de las caracteristicas de esta patologia es el comportamiento impredecible

ante la conducta expectante y frente a los diferentes tratamientos.
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2.3.1. Tratamiento médico

Como consecuencia de la dependencia hormonal de la endometriosis y de la
existencia de receptores de estrégenos y progesterona en este tejido, los tratamientos
habituales se basan en la administracion de medicamentos de supresiéon hormonal,
como son los ACO, danazol, gestrinona o analogos de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH-a), principalmente. También se han utilizado estrogenos,
antiestrégenos, gestagenos (de forma continua o ciclica) y andrégenos.

Los ACO han demostrado una disminucion de la sintomatologia en las
pacientes con dolor (149), pero no modifican de forma manifiesta la endometriosis ni
solucionan la esterilidad. En pacientes sin deseo gestacional, la pildora de baja dosis
(15mcg de etinil-estradiol mas un gestageno) ha demostrado buenos resultados. Se
estan ensayando nuevas formulaciones de ACO en las que la paciente toma de forma

continua la medicacion.

El danazol (inhibidor de las gonadotropinas hipofisarias con accion
antiprogestogénica, antiestrogénica y androgénica) y la gestrinona (antiprogestageno
con leve accion antiestrogénica y androgénica) son farmacos de accion similar: tienen
un efecto antigonadotréfico a nivel central. EI danazol contribuye a la regresién de los
implantes endometriésicos. Es muy eficaz en lo que se refiere a mejoria de los
sintomas, siendo mas Ut en casos de endometriosis leve-moderada. Su
administracién antes de la cirugia parece mejorar los resultados de ésta. La gestrinona
produce efectos parecidos a los del danazol, pero con una ventaja afiadida, y es que
son necesarias dosis muy inferiores a éste y es posible una administracion mas
espaciada. Sin embargo, el periodo de tratamiento para ambos no debe ser muy

prolongado, de 3-6 meses, ya que ambos farmacos producen un efecto androgénico.

Los GnRH-a antagonizan el efecto de esta hormona hipotalamica. Tienen una
actividad biol6gica varias veces mayor que la nativa, por lo que muestra mayor
afinidad por su receptor. Produce una inactividad ovarica y endometrial, y un
estado hipoestrogénico similar a la menopausia. El periodo de administracion es de 3-
6 meses y su efecto dura varios meses post-tratamiento, mejorando significativamente
la dismenorrea y la dispareunia, asi como una disminucién en la extension de las
lesiones (150). A nivel inmunoldgico, el tratamiento con GnRH-a corrige alteraciones
asociadas a la endometriosis. Aumenta la poblacion de linfocitos activados

CD3+CD25+ (66), y por lo tanto la produccién de IL-2, y como consecuencia se
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restauran los niveles de citocinas como la disminucion de IL-6 y el aumento de IFN-y
(64, 67).

Parece ser también que la utilizacion del implante subdérmico de etonogestrel
produce una mejoria en la sintomatologia endometridsica (151), al igual que el uso de
DIU (dispositivo intrauterino) de levonorgestrel (152). El uso de progestagenos orales
también tiene cabida en el tratamiento de la endometriosis, sobre todo en las mujeres

en las que estén contraindicados los estrégenos.

Hay otros tratamientos en fase experimental: antagonistas de la GnRH,
inhibidores del TNFa, mifepristona, inhibidores de la angiogénesis, inhibidores de la
matriz metaloproteinasa, agonistas de los receptores beta de estrégenos, pentoxifilina
y otros inmunomoduladores, IL-2 e inhibidores de la aromatasa (asociado a agonistas
de la GnRH).

Actualmente el uso clinico de IL-2 es como terapia antitumoral en carcinoma
renal, donde induce la proliferacion y funcién de linfocitos Tc (153). No existen muchos
estudios que relacionen la endometriosis con IL-2, pero nuestro grupo llevo a cabo un
ensayo clinico en el que se demostré que la administracién de IL-2 en el interior del
quiste endometriosico parece ejercer un efecto beneficioso en mujeres con
endometriosis sometidas a puncion-aspiracion de endometriomas bajo el efecto
de GnRH-a (154). En estas pacientes, la recurrencia de la enfermedad, en cuanto a
sintomas, tamafio de endometriomay niveles de CA-125, fue significativamente mas

tardia.

En cuanto a los inhibidores de aromatasa (Letrozol, Anastrozol, Exemestan)
son farmacos ampliamente utilizados como terapia endocrina en cancer de mama de
pacientes postmenopausicas (155). La expresién de esta enzima en endometriosis la
convierte en una potencial diana terapéutica, especialmente en los casos de mayor
gravedad. Recientemente se han publicado los resultados de dos ensayos clinicos en
los que la combinacién de inhibidores de aromatasa y GnRH-a (156) o anticonceptivos
orales (149) parece mejorar los sintomas en casos de endometriosis severa, sin
observarse efectos secundarios relevantes. A raiz de resultados de nuestro grupo
(130), hemos puesto en marcha un ensayo clinico que pretende valorar la eficacia del
anastrozol asociado a DIU de levonorgestrel en el tratamiento médico de la
endometriosis moderada/severa y de sus sintomas, con o sin cirugia conservadora. En

concreto se valorard la reduccion o desaparicion de los sintomas, de los
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endometriomas y nddulos del tabique recto-vaginal y la normalizacién de los valores
del marcador CA-125.

Sin embargo, con mucha frecuencia estos tratamientos, aunque Utiles, no son

suficientes para hacer frente a la enfermedad ya que, tras el cese del tratamiento, la

endometriosis suele reactivarse. En estos casos se debe recurrir a la cirugia para

eliminar los tejidos aberrantes.

2.3.2. Tratamiento quirdrgico

El tratamiento quirdrgico de la endometriosis tiene dos finalidades: suprimir el

dolor y restaurar la fertilidad. En el caso de la fertilidad, las pacientes con

endometriosis minima o leve, tienen una buena respuesta al tratamiento expectante o

cirugia, en comparacién con el tratamiento médico. Los casos de endometriosis

moderada o severa se benefician méas del tratamiento quirargico para aliviar el dolor,

pero es mas efectiva la fecundacion in vitro a la hora de deseo genésico (157). A la

hora de decidir el tratamiento quirargico también debe también considerarse la posible

malignizacion futura y las caracteristicas de la paciente en cuanto a edad y deseo

genésico, la duracion de la esterilidad, los 6rganos afectos, la severidad de los

sintomas y la patologia pélvica asociada.
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Los tipos de cirugia empleados son:

Conservadora, mediante laparoscopia o laparotomia. Se trata de extirpar la
mayor parte de tejido endometridsico (electrocoagulacion/extirpacion de
implantes, excision de endometriomas/ adenomiomas), intentando conservar el
mayor volumen del tejido sano posible, eliminar adherencias y restituir, en lo
posible, la anatomia pélvica. Incluiria otros procedimientos como la plicatura de
uterosacros, neurectomia presacra o apendicectomia. Esta cirugia se realiza
sobre todo en mujeres jévenes que deseen quedar embarazadas o preservar
su potencial reproductivo. En general, la cirugia conservadora suele ser eficaz
para aliviar el dolor y promover la fertilidad. En endometriosis minima/leve,
desde el punto de vista de la progresion de la patologia, probablemente sea
beneficiosa la coagulacion de los implantes, y desde el punto de vista de la
esterilidad, la realizacion de la cromopertubacion o prueba de Hinselmann y la

aspiracion del LP resultan beneficiosos. En este grupo incluiriamos la puncion



del endometrioma, que suele realizarse via vaginal aunque también puede
realizarse via laparoscopica o laparotémica. El drenaje del endometrioma tiene
una tasa de recurrencia variable (entre el 21% y el 88%) a los 6 meses del
procedimiento (158), por lo que se ha ensayado dejando IL-2 recombinante
(154) o etanol (159), con mejores resultados.

¢ Radical, realizando una histerectomia mas salpingooforectomia bilateral. Se
indica en mujeres con lesiones muy severas y extensas, normalmente mayores
de 40 afios, con repetidas cirugias y/o deseo genésico cumplido. La
extirpacion de los ovarios en estas mujeres es preferible porque ha demostrado

una mejoria del dolor y una disminucion de recurrencias.

En resumen, en cuanto a la endometriosis minima/leve, no se han encontrado
diferencias entre la conducta expectante y el tratamiento quirdrgico, en lo que a
fertilidad se refiere, pero parece razonable mantener una conducta expectante unos 6-
12 meses antes de realizar un tratamiento conservador. En cualquier caso, para el
tratamiento del dolor, ante el fracaso del tratamiento médico, se podria recurrir a la

cirugia (o terapia combinada).

Respecto a la endometriosis moderada/severa, aunque el tratamiento
quirdrgico sélo trata las secuelas (quistes, fibrosis, adherencias), suele ser necesario
para el tratamiento del dolor. En cuanto a la fertilidad, suele ser necesario recurrir a

técnicas de reproduccién asistida.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS DE TRABAJO

La molécula HLA-G en mujeres con endometriosis es un marcador indicativo y
prondstico de la enfermedad y esta relacionada con la evolucion clinica o las
recurrencias en el tiempo, asi como con el potencial de malignizacion en los casos de
endometriosis atipica. Ademas, los niveles alterados de células T reguladoras en
pacientes con endometriosis indican el grado de inmunosupresion y falta de actividad
de estas células.

OBJETIVOS:

e Determinar los niveles de HLA-G soluble en suero, LP y LE o liquido de quiste
(LQ) de pacientes con y sin endometriosis sometidas a cirugia

conservadora/radical, asi como la isoforma de HLA-G de la que se trate.

o Determinar la expresion de HLA-G en tejido endometridsico y en endometrio

eutdpico.

e Determinar los niveles de células T reguladoras en sangre periféricay en LP de

pacientes con y sin endometriosis.

e Determinar los niveles de las citocinas IL-10 y TGF-beta en suero y LP de

mujeres con y sin endometriosis, y su relacion con el punto anterior.

e Analizar la relacion de los datos anteriores con la sintomatologia, diagnostico
clinico e histologico, grado de enfermedad, evolucion clinica y riesgo de

recurrencias tras la intervencion.
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MATERIAL Y METODOS
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Se ha llevado a cabo un estudio observacional prospectivo en el que se han
incluido un total de 160 pacientes, vistas en las consultas de Ginecologia del Hospital
Clinico de San Juan entre 2010 y 2014. Del total, 120 fueron diagnosticadas de
endometriosis y 30 de otro tipo de quiste anexial benigno. También se obtuvieron 10
muestras de sangre de donantes sanas, con caracteristicas comparables con las

pacientes a estudio.
Los sujetos de estudio se agruparon en:

e Grupo endometriosis: pacientes con endometriosis sometidas a cirugia

conservadora o radical como parte del tratamiento.

e Grupo control: pacientes sin endometriosis, que por patologia quistica anexial
diferente a la endometriosis 0 a cualquier alteracion con dependencia

hormonal, son sometidas a intervencion (quistes serosos, teratomas...).

La inclusion de las pacientes en el estudio se hizo en base a los siguientes

criterios:
o Mujeres en edad fértil, entre 20 y 48 afios.

o Endometriosis objetivada ecograficamente (endometriomas =2.5 cm), con
clinica significativa (dismenorrea, dispareunia, algia pélvica crénica) y con
valores de CA-125 >35 U/ml.

o Ausencia de otra patologia ginecoldgica o extraginecoldgica con dependencia

hormonal.

Como criterios de exclusion consideramos: infeccion genital aguda, embarazo o
lactancia, patologia cardiovascular, patologia respiratoria, alteracioén del estado mental,

alteracion hepatica o renal.

1. DISENO DEL ESTUDIO Y RECOGIDA DE MUESTRAS

En un primer control de las pacientes, se llevo a cabo una anamnesis detallada,
exploracion ginecoldgica con ecografia transvaginal (o transrectal) y extraccion de

muestra sanguinea para analisis, incluyendo la determinacion del marcador CA-125.
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En esa misma consulta se les pasé a las pacientes una escala analdgico-visual (EAV)
(figura 12) que recoge la sintomatologia tipica de la endometriosis, para que valoraran
la intensidad de los sintomas y asignarles asi un valor numérico. Esta escala tiene una
puntuacion méaxima de 10 y a partir de 4 se considera que la clinica es significativa
(EAV 24). Las pacientes que lo requirieron fueron citadas de nuevo, para valorar
resultados analiticos y/o repetir la ecografia en diferente fase del ciclo.

D* Etiqueta
Fecha:

Los sintomas mas frecuentemente relacionados con la endometriosis
son los que se sefialan en el recuadro adjunto. Describa Vd si los
padece, y la intensidad de los mismos actualmente. Haga simplemente
una cruz o seiial en la escala correspondiente a cada sintoma, sabiendo
que 0 es la intensidad nula, y que la parte superior corresponde a la
mayor intensidad que Vd consideraria para tal padecimiento:

1. DISMENORREA |2. DISPAREUNIA 3. DOLOR PELVICO

Dismenorrea s el dolor con la La dispareunia es el dolor en el CR(')NICO

menstruacién. El més relacionado | fondo -profundo- al mantener El dolor pélvico cronico es el

Zon la endome!:nos:s es el dolor relacionf:s scxpa-k?s, llegando a padecido, independientemente de

urante y terminando con la veces a imposibilitarlas. la menstruacion, en el vientre

regla. Sefiale su intensidad en esta bajo y a uno o ambos lados, en la

Sefiale su intensidad en esta escala: zona de 1os ovarios. También lo

escala: es el padecido en la parte de atras,
en la parste baja de la espalda, en
los huesos de la zona lumbo-
sacra, Hegando a veces hasta el
ano. Seiiale su intensidad en esta
escala:

— . —r
-| - —
410 410 410
4. Subraye o envuelva con circulo si padece también otros sintomas
cOmo:

Cefaleas (delores de cabeza) Mareos Malestar general

Dolores ovulatorios (a mitad de Disquecia (dolores con Ia Dolores de espalda

ciclo) defecacion)

Secreci6én mamaria Otros: Otros:

ESCALA ANALOGICA VISUAL PARA LA ENDOMETRIOSIS
3-3-3-1/10. Clinica signif. si >4/10 (P.Acién).

Figura 12: Escala analdgico-visual en endometriosis
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Como ya hemos comentado, todas las pacientes fueron sometidas a
intervencion quirdrgica conservadora o radical en el momento que se preciso. El tipo

de intervencion requerida lo decidié el ginecélogo en la consulta:

e Laparoscopia quirargica con cirugia conservadora (quistectomia anexial,
fulguracion de implantes endometriésicos, adherenciolisis...): pacientes con

endometriomas Unicos pequefios y sintomatologia no muy acusada.

e Laparotomia con cirugia conservadora (acceso mediante incision de
Pfannenstiel, adherenciolisis, quistectomia anexial...): pacientes con
endometriomas multiples y sintomatologia moderada/severa, asi como aquellas

con dificil acceso laparoscépico.

e Laparotomia con cirugia radical: incluye la histerectomia total con doble
anexectomia. Este tipo de cirugia se realiza en pacientes con sintomatologia

severa, con cirugia/s conservadoras previas y/o con deseo genésico cumplido.

Previo a la intervencién, en el mismo quiréfano y antes de la induccion
anestésica, se realizd una extraccion sanguinea para la obtencion de muestras de
sangre y suero. Posteriormente, durante el acto quirdrgico, se obtuvieron muestras de
LP y LE o LQ por aspiraciéon mediante una jeringa estéril de 20 ml. En algin caso se
precisé la ayuda de aguja para puncionar el quiste antes de la extirpacion. Las
muestras de tejido endometriésico se recogieron directamente del campo quirdrgico

con pinza de diseccién y tijera, o de la pieza quirirgica una vez extirpada.

Es en la intervencion quirtrgica cuando se valora y estadia la endometriosis.
Son cuatro los grados que identificamos: minima (basicamente implantes peritoneales
y ovéricos con presencia o no de adherencias laxa), leve (implantes peritoneales con
adherencias laxas y mayor afectacion ovérica), moderada (adherencias firmes que
afectan a parte de la pelvis con presencia 0 no de adherencias laxas y/o de afectacion
ovarica de 1 a 3 cm) y severa (bloqueo pélvico completo y afectacion ovérica

importante).
Asi mismo, en la intervencion clasificamos la endometriosis en:

o Endometriosis peritoneal: predomina el componente peritoneal (implantes/

adherencias laxas).
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e Endometriosis quistica: predomina el componente quistico (endometrioma).

¢ Endometriosis infiltrante: predomina la afectaciéon mas profunda de los tejidos.

Una vez procesadas las muestras por el Servicio de Anatomia Patologica,
diferenciamos los tipos histolégicos siguientes: endometriosis tipica (no se objetiva
atipia celular) y endometriosis atipica (endometriosis que presenta atipia celular, asi
como expresion de la proteina p53, y se localiza tanto en quistes como en implantes).

Tras la intervencion, se realiz6 un seguimiento de todas las pacientes, que
volvieron a revision a consulta entre los 3-6 meses (control 1) y entre los 9-12 meses
post-intervencién (control 2) donde se valoraron de nuevo clinica, ecogréafica y
analiticamente. De esta manera se pudo determinar si la paciente presentaba o no
recidiva, y si necesitaba de nuevo cirugia o no. Se valoré de nuevo la aparicién de
sintomatologia (EAV 24), de endometriomas (2,5 cm) y de niveles de CA-125 (=35
U/ml). Se consider6 endometriosis recurrente cuando se reactivaron al menos 2 de
estos parametros y se tuvo en cuenta el tiempo en el que esto se observa,

considerandolo como recurrencia global.

1.1. MUESTRAS DE ESTUDIO

Las muestras recogidas en el quiréfano para su andlisis en el estudio fueron
suero, sangre, LP, LE/LQ, endometrio eutépico (en las pacientes sometidas a
histerectomia) y tejido endometriésico si lo hubiera. Tras su recogida, las muestras se
trasladaron al laboratorio de investigacion para ser procesadas y almacenadas segun
el andlisis a realizar (al igual que las muestras obtenidas de sangre y suero de

donantes sanas).

La biopsia de endometrio eutépico y tejido endometridsico se recogié en un tubo

eppendorf seco identificado previamente y se almacené a -30°C hasta su analisis.

La extraccion sanguinea se recogié en un tubo BD Vacutainer con EDTA y un
tubo BD Vacutainer con gel para la separacién del suero. El tubo EDTA se reservé a

4°C para el marcaje de células T reguladoras y su analisis por citometria de flujo. Las
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muestras de LP y LE/LQ recogidas en jeringa se pasaron a tubos coénicos de 11 ml

para ser centrifugados, junto con el tubo de suero, a 1500 g durante 15 minutos.

Tras la centrifugacion, se aspird el sobrenadante de los tres tipo de muestras y
se alicuoté en tubos eppendorf de 1 ml identificados previamente, para ser
almacenados a -20°C hasta su andlisis. El pellet obtenido del LP se reservé a 4°C para

el marcaje de células T reguladoras y su analisis por citometria de flujo.

2. DETERMINACION DE LA MOLECULA HLA-G

2.1. MEDIANTE LA TECNICA DE ELISA

Para determinar la concentracion de la molécula HLA-G soluble en suero, LP y
LE/LQ se utilizd el kit ELISA tipo sandwich de Exbio (BioVendor, Research and
Diagnostic Products, Praga, Republica Checa), para 96 tests. Este kit detecta las
isoformas solubles mas abundantes, HLA-G1 y HLA-G5, y su limite de deteccion es de
0.6 U/ml.

Brevemente, y segun las indicaciones del producto, el protocolo seguido fue el

siguiente:
1. Preparar los buffers y el patrén de calibracién con los diluyentes indicados.
2. Diluir las muestras problema 1:4 (30 pl de muestra en 90 ul de diluyente).

3. Pipetear por duplicado 100 pl de los calibradores (pocillos A1-A2 hasta H1-

H2) y las muestras diluidas en la placa de 96 pocillos.
4. Incubar a 2-8°C durante 16-20 horas.

5. Lavar la placa 5 veces con la solucion “Wash buffer” utilizando un lavador

automatico.

6. Afadir a toda la placa 100 pl de la solucion Conjugado (anticuerpo

monoclonal anti-HLA-G humano unido a peroxidada -HRP-).
7. Incubar 1 hora a temperatura (T%) ambiente en agitacion.

8. Lavar la placa 5 veces.
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9. Anfadir a toda la placa 100 pl de la solucion Sustrato (peréxido de hidrégeno

y tetrametilbencidina -TMB-).

10. Incubar 25 minutos a T2 ambiente en oscuridad, durante la cual los pocillos

desarrollan un color azul.

11. Afiadir a toda la placa 100 pl de la solucién de parada (acido sulfirico), tras

lo cual los pocillos viran a color amarillo.

12. Determinar la absorbancia con un espectofotémetro a 450 nm en los 5-10

minutos siguientes.

Para calcular la concentracién de las muestras, se construyd la curva patrén
representando mediante escala logaritmica (y posterior ajuste a escala lineal) los datos
de absorbancia obtenidos de los calibradores (eje Y) frente a los valores de
concentracion conocida de dichos calibradores (eje X). Estas concentraciones fueron
125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8 y 3.9 U/ml. La ecuacion correspondiente a esa curva patrén
permiti6 calcular los datos de concentracion de las muestras problema, que

multiplicaron por el factor de dilucién y cuyo valor final se expresa en U/ml.

2.2. MEDIANTE LA TECNICA DE WESTERN BLOT

La deteccion de la molécula HLA-G en suero, LP y tejido endometridsico se
realiz6 por la técnica de Western Blot (WB).

EIWB, oinmunoblot, es una técnica analitica usada para detectar
proteinas especificas en una muestra determinada (una mezcla compleja de proteinas,
como un extracto tisular). Mediante una electroforesis en gel se separan las proteinas
atendiendo al criterio que se desee: peso molecular, estructura, hidrofobicidad, etc.
Luego son transferidas a una membrana adsorbente (normalmente de nitrocelulosa o
nylon) para poder buscar la proteina de interés con anticuerpos especificos contra
ella. En este caso, se utilizo el anticuerpo monoclonal Antibody IgG to HLA-G Purified
Antibody, clon MEM-G/1 y clon MEM-G/9, de Exbio, que detecta las isoformas HLA-G1
y HLA-G5. Finalmente, se detecta la unién antigeno-anticuerpo por actividad
enziméatica o fluorescencia, entre otros métodos. De esta forma se puede estudiar la

presencia de la proteina en el extracto y analizar su cantidad relativa respecto a otras
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proteinas. Como control positivo, se utilizd el sobrenadante de cultivo de la linea

tumoral JEG-3 que libera constitutivamente altas cantidades de HLA-G.

Los pasos a seguir son los siguientes:

a) Cuantificacion de proteina.

Las muestras se cuantificaron utilizando el kit BCA Protein Assay de Novagen.
Este kit esta basado en la reaccién de Biuret, una reaccién que producen los péptidos
y las proteinas ya que se debe a la presencia del enlace peptidico (-CO-NH-). Cuando
una proteina se pone en contacto con un alcali concentrado, se forma una sustancia
compleja denominada Biuret, que se forma a partir de dos de urea (H2N-CO-NH-CO-
NH2), y que hace esta reaccion positiva. Por tanto, la presencia de proteinas en una
mezcla se puede determinar mediante la reaccién del Biuret. El reactivo de Biuret
contiene CuSO4 en solucién acuosa alcalina (de NaOH o KOH). La reaccién se basa
en la formacién de un compuesto de color violeta, debido a la formacién de un
complejo de coordinacion entre los iones Cu2+ y los pares de electrones no
compartidos del nitrdgeno que forma parte de los enlaces peptidicos presentando un
maximo de absorcion a 540 nm. El resultado de esta reaccion es que, al agregar el
reactivo de sulfato de cobre junto a la solucién de proteina, se observa una coloraciéon
violeta, quedando en el fondo del tubo una tonalidad azul para reaccion positiva. En
caso gue no haya presencia de proteina y la reaccion sea negativa, la coloracién es

amarilla.
Para cuantificar la proteina en suero, LP y LE/LQ se tomaron alicuotas de 100 pl.

Para cuantificar la proteina del tejido endometriésico, se realiza un protocolo

previo a la cuantificacion para disgregar el tejido:

¢ A la muestra congelada se le afiade buffer de homogenizacion frio, en
proporcion 1:5y se macera el tejido en hielo.

e Se afiade 0.01 de volumen de inhibidor de proteasas 100X segun el
volumen obtenido en el paso anterior, en hielo. Homogeneizar.

e Se centrifuga la muestra a 14000g durante 10min a 4° C.

e Se aspira el sobrenadante y se calcula la concentracion de proteinas de

la muestra.
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e Se afade buffer de carga 3X y se recalcula la concentracién de

proteina.

b) Preparacién de los geles de poliacrilamida: Separador y Concentrador.

Los geles se preparan mezclando, en un recipiente, los componentes indicados
en la Tabla 1 (el Persulfato y el TEMED inician la reaccion de polimerizacion, por lo
que se deben afadir en ultimo lugar). Rapidamente se procede al llenado con la
mezcla. La solucion de acrilamida/bisacrilamida se debe utilizar con guantes y
pipetear. Primero se polimeriza el gel separador en el soporte para Mini geles de Bio-
Rad.

Tablal. Elaboracion de los Geles Separador y Concentrador de Poliacrilamida.

Reactivos Separador Concentrador

10% 15%
Agua Desionizada (ml) 4.02 2.34 Agua Desionizada (ml) 3.05
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 (ml) | 2.5 250 | Tris-HCI0.5M pH 6.8 (ml) | 1.25
SDS 10 % (ml) 0.1 0.1 SDS 10 % (ul) 50
Archilamida-Bis (ml) 3.33 5 Archilamida-Bis (ul) 650
TEMED (pl) 10 10 TEMED (pl) 10
Persulfato de Amonio (ul) 50 50 Persulfato de amonio (ul) 25
Volumen total (ml) 10 10 Volumen total (ml) 5

c) Electroforesis y transferencia.

e Tomar 50 ug de la solucién de proteinas y afiadir la tercera parte del buffer de
carga 3X Red Loading (New England) + DTT como agente reductor. Calentar
las muestras 5 minutos a 95°C.

e Centrifugar 5 minutos a 13000 rpm.
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Cargar las muestras en el gel, junto con un marcador de peso molecular
conocido.

Realizamos la electroforesis con un buffer de tris-glicina (TGS 1X) a un voltaje
de 100-130 V durante 2 horas.

Transferimos el gel a la membrana de nylon (SERVA) a la medida del gel,
aprox. 85 x 5.5 cm, verificando que no queden burbujas entre gel y
membrana. La transferencia se realiza durante 1h a 100V, 6 a 30 V toda la
noche a 4°C.

Verificar que la transferencia haya sido efectiva observando el marcador de
peso molecular en la membrana y no en el gel.

Extraer y lavar suavemente la membrana de nylon en PBS 1x + 0.1% de

Tween-20 durante unos segundos.

d) Bloqueo de la Membrana.

Previene la uniébn no especifica al anticuerpo primario y secundario de la

membrana.

Incubar la membrana en solucién de bloqueo, PBS 1x + 0.1% de Tween-20 +
3% de leche desnatada.

Lavar la membrana con PBS 1x- Tween-20 al 0.1%, 10 minutos, 3 veces.

e) Incubacién con anticuerpos.

Incubar la membrana con el anticuerpo primario (Monoclonal Antibody IgG to
HLA-G Purified Antibody). Realizar una dilucién de éste (1:1000) en PBS 1x-
Tween 0.1% + 3% de leche desnatada, durante 2 horas ¢ toda la noche a 4°C
en agitacion.

Lavar la membrana 3 veces con PBS 1x-0.1% de Tween-20, 10 min en
agitacion.

Incubar la membrana con el segundo anticuerpo (anti-mouse conjugado con
peroxidasa, Goat Anti-Mouse IgG HRP Conjugate, Novagen). Realizar una
dilucion de éste (1:1000) en PBS 1x-0.1% de Tween 20 y 3% de leche
desnatada durante 1 hora a T2 ambiente en agitacion.

Lavar la membrana con PBS 1x-0.1% Tween 20, 10 min, 3 veces antes de

revelar.
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f) Revelado.

o Mezclar el reactivo de quimioluminiscencia y H,O, al 30% 1:1000 para obtener
la solucion de deteccion.

e Quitar el exceso de tampdn y afadir la solucion de deteccion directamente e
incubar durante 1-2 minutos a T2 ambiente.

e Retirar el exceso de solucién de deteccidn y envolver en papel film para revelar
en el equipo Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad).

3. DETERMINACION DE CELULAS T REGULADORAS POR
CITOMETRIA DE FLUJO.

La determinacién de células T reguladoras por citometria de flujo se realiza
mediante marcaje intracelular del marcador Foxp3, y los marcadores de superficie
CD4 y CD25. Para ello se utilizé el kit comercial “Human Regulatory T cell Whole
Blood Staining Kit” (eBiosciences, Inc. San Diego, USA), que contiene el anticuerpo
monoclonal anti-Foxp3 conjugado con PE (clon PCH101). Para el marcaje de
superficie se utilizaron los anticuerpos monoclonales de ratén anti-CD4 humano
conjugado con FITC (BD Biosciences) y anti-CD25 humano conjugado con APC

(eBiosciences).

Brevemente, y tras ajustar las indicaciones especificadas en el producto, el

protocolo seguido fue el siguiente:

1. Preparar las muestras por duplicado en tubos de 12x75mm, previamente

identificados, con fondo redondo, aptos para el citbmetro.

2. Dispensar en el fondo del tubo 100 pl de sangre completa o del pellet del

liquido peritoneal.

3. Afadir 3 pl de anticuerpo anti-CD4-FITC y de anticuerpo anti-CD25-APC.

Mezclar.
4. |Incubar 15 minutos a T2 ambiente.

5. Afadir 2 ml de solucion para lisis de hematies. Agitar bien.
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6. Incubar 15 minutos a T2 ambiente en oscuridad.

7. Centrifugar los tubos 5 minutos a 300 g. Decantar sobrenadante y resuspender

el pellet.
8. Lavar los tubos afiadiendo 2 ml del tampon de marcaje.
9. Centrifugar 5 minutos a 300 g. Decantar y repetir lavado.

10. Resuspender el pellet utilizando el voértex. Afiadir 1 ml de la solucién de

fijacion/permeabilizacion celular en cada tubo. Agitar con vortex.
11. Incubar a 4°C durante 45 minutos en oscuridad.

12. Lavar los tubos con 2 ml del tampdn de marcaje centrifugando, decantando el
sobrenadante y resuspendiendo el pellet. Repetir.

13.Reservar uno de los tubos del duplicado para que sirva de control para
comprobar que la fijacién/permeabilizacion ha sido correcta, afiadiendo 1 ml del
tampdn y reservando en nevera hasta analisis. En el otro tubo, afadir 3 pl del

anticuerpo anti-Foxp3-PE. Agitar.
14. Incubar a 4°C durante 45 minutos en oscuridad.
15. Lavar las células con 2 ml de tampdn. Centrifugar y decantar.

16. Resuspender en 1 ml de tampon y adquirir las muestras con el citbmetro de

flujo para su analisis.

Debido al proceso de fijacién/permeabilizacion, el tamafio y la complejidad en la
distribucion de las diferentes poblaciones celulares puede variar notablemente
respecto a la que muestran las células vivas. Por ello, en las pruebas iniciales para
poner a punto el protocolo y previo a adquirir los tubos con las muestras problema, se
paso un tubo con la misma muestra pero sin permeabilizar, para asi ajustar los voltajes

y las regiones de analisis.

El citémetro empleado para la adquisicion de las células fue el FACSCanto |l
(Beckton Dikinson, Bélgica), equipado con un laser azul (488 nm) y un laser rojo (633
nm). Tiene ademas 8 detectores, lo que permite trabajar hasta 8 parametros en una
misma muestra: Forward Scatter (FSC, tamafio o volumen celular), Side Scatter (SSC,
complejidad celular) y seis colores. Durante la adquisicion, las células fueron

seleccionadas en funcion de los parametros FSC y SSC, para eliminar el debris. La
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seleccion de la poblacién de linfocitos se realiz6 insertando un gate o regién de
andlisis y se adquirieron 10000 células por tubo. El andlisis de los datos se realizé
posteriormente usando el software libre WinMDI 2.8.

3.1. PUESTA A PUNTO DE LA METODOLOGIA.

Tras la recogida de muestras en quiréfano, la sangre y el LP se conservaron en
nevera hasta su procesamiento para ser analizadas por citometria de flujo en las

siguientes 24 horas.

La identificacion de linfocitos Treg en una suspensién de células se lleva a
cabo mediante el marcaje intracelular de la molécula Foxp3, conjugado con el
fluorocromo PE (segunda fluorescencia, FL2). Para ello, las células se someten a un
proceso de fijacibn/permeabilizacién, y como consecuencia disminuye el tamafio
celular de la muestra. Para poner a punto la metodologia e identificar con claridad la
poblacion a estudio, en los primeros ensayos se analizé cada una de las muestras en

tres tubos diferentes.

En el primero de ellos, Unicamente se realiz6 el marcaje de superficie
CD4/CD25 (muestra sin permeabilizar) (figura 13A), y en el segundo se realizo el
protocolo completo excepto la adicion del anticuerpo anti-Foxp3 (células
permeabilizadas sin marcar) (figura 13B). Con estos controles, se consigui6 ajustar la
region de analisis (R1), los parametros de tamafio (SSC) y complejidad (FSC), y
ademas se comprob6 que la permeabilizacion fue correcta, sin marcaje falso positivo
en FL2 (PE) (figura 13C). En el tercer tubo se realizé el protocolo completo y, por
tanto, con FL2 detectable (figura 13D).

Una vez ajustadas las condiciones de adquisicion, en los ensayos posteriores
se prepar6 un Unico tubo por muestra en el que se realiz6 triple marcaje con 3 colores:
CD4-FITC, CD25-APC y Foxp3-PE. Las imagenes que se muestran en la figura 14 son
representativas de los graficos de fluorescencia sobre los que se realiz6 el andlisis; en
concreto son los datos obtenidos a partir de la region R1 (linfocitos) de la figura 13B

(muestra de sangre de una paciente con endometriosis).
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Figura 13. Imagenes representativas del analisis de células T reguladoras por citometria de flujo. A) Células
sin permeabilizar. B) Células permeabilizadas, indicando la poblacion de linfocitos como region de andlisis
R1. En base a la R1 correspondiente: C) linfocitos CD4+ con FL2 negativa (sin anticuerpo anti-Foxp3). D)
Linfocitos CD4+Foxp3+. FSC: forward cell (complejidad celular), SSC: size cell (tamafio celular).

En la figura 14A se representan las fluorescencias para los marcadores CD4 y
CD25 presentes en la muestra a estudio seleccionada mediante la region R1. Los
cuadrantes delimitan varias regiones correspondientes al porcentaje de linfocitos CD4-
CD25+ (UL), CD4+CD25- (LR) y CD4+CD25+ (UR). La regién R2 engloba al total de
linfocitos CD4+ de la muestra, de forma que a partir de esta region se representa el

grafico B (figura 14B), donde figuran los marcadores CD25 y Foxp3.
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Figura 14. Imagenes representativas del analisis de células T reguladoras por citometria de flujo. A) Células
con marcaje CD4-CD25 respecto a R1. UL (up-left): células CD4-CD25+; LR (low-right): células CD4+CD25-.
UR (up-right): células CD4+CD25+. La regién R2 engloba a todos los linfocitos CD4+. B) Grafico obtenido a
partir de R2 donde se representan las células con marcaje CD25-Foxp3. UL: células CD4+CD25-Foxp3+, UR:
células CD4+CD25+Foxp3+.

En el cuadrante UL de la figura 14B aparecen las células CD4+CD25-Foxp3+.
En el cuadrante UR aparecen las células CD4+CD25+Foxp3+ que son las células
Treg. Este tipo celular presenta una alta expresion del marcador CD25 y suelen
nombrarse en la bibliografia como células CD4+CD25"%" (figura 15).
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Figura 15: Identificacién en el grafico de la poblacién de CD4+CD25™"
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4. DETERMINACION DE LAS CITOCINAS IL-10 Y TGF-beta
MEDIANTE TECNICA DE ELISA.

Para determinar la concentracion de la citocinas IL-10 y TGF-beta en suero y LP

se utilizaron los kit ELISA comerciales tipo sandwich Platinum para ambas citocinas

(eBiosciences, Bender MedSystems GMBH, Viena, Austria), para 96 tests. El limite de

deteccién de los kits es de 3 y 8.6 pg/ml, respectivamente.

Ambos protocolos son similares, por lo que brevemente, y segun las indicaciones

del producto, se realizé lo siguiente:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Preparar los buffers y el patron de calibracién con los diluyentes indicados.

Diluir las muestras problema 1:10 con el diluyente indicado (20 ul de muestra
en 180 pl de diluyente).

Lavar la placa con Wash Buffer 2 veces.

Afadir por duplicado 100 ul de los calibradores (pocillos A1-A2 hasta H1-H2).
Afadir 60 pl de diluyente al resto de pocillos de la placa.

Afadir por duplicado 40 pul de muestra problema.

Incubar 2 horas a T# ambiente en agitacion.

Lavar la placa 5 veces.

Afadir 100 ul del Conjugado Biotina (anticuerpo anti-TGF-B humano conjugado

con biotina) a toda la placa.

Incubar 1 hora a T ambiente en agitacion.

Lavar la placa 5 veces.

Afadir 100 pl de Estreptavidina-HRP a toda la placa.
Incubar 1 hora a T ambiente en agitacion.

Lavar la placa 5 veces.

Afadir 100 pl de TMB a toda la placa.

Incubar 30 minutos en oscuridad.
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17. Afadir 100 pl de la solucion de parada.

18. Determinar la absorbancia con un espectofotémetro a 450 nm en los 5-10

minutos siguientes.

Para calcular la concentracién de las muestras, se construy6 la curva patron
representando mediante escala logaritmica (y posterior ajuste a escala lineal) los datos
de absorbancia obtenidos de los calibradores (eje Y) frente a los valores de
concentracion conocida de dichos calibradores (eje X). Estas concentraciones fueron,
para IL-10, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25 y 3 pg/ml, y para TGF-beta 2000, 1000, 500,
250, 125, 63 y 31 pg/ml. La ecuacion correspondiente a las curvas patron permitio
calcular los datos de concentracion de las muestras problema, que se multiplicaron por

el factor de dilucion y cuyo valor final se expresa en pg/ml.

5. RECOGIDA DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de todos los andlisis y datos clinicos de cada paciente se
registraron en un cuaderno de recogida de datos (CRD) y posteriormente se

analizaron con el programa IBM SPSS 20.0 (SPSS Inc, Chicago).

Para determinar la distribucion de los datos se aplicé el test de Kolmogorov-
Smirnov en todas las variables cuantitativas. Las variables cualitativas se evaluaron
mediante el test de Chi-cuadrado o de Fisher cuando fue preciso. Para comparar
medias entre grupos, se utilizé la t de Student y ANOVA para variables de distribucion
normal, y el test de U de Mann-Whitney y la prueba de Kruskal-Wallis como métodos
no paramétricos. Para el analisis de muestras relacionadas se utilizé la prueba de
rangos de Wilcoxon. Para analizar la relacion entre los niveles de HLA-G, citocinas y
poblaciones celulares con los pardmetros clinicos se utilizaron los test de Correlacion

de Pearson o Spearman.

La identificacion de los factores asociados a la presencia de endometriosis se
llevé a cabo mediante regresion logistica y en el modelo se incluyeron los variables
que obtuvieron significacion estadistica en el analisis univariante y/o las que pudieran
tener una relacion clinica posible. Los resultados se presentan como odds ratio (OR)

con su correspondiente intervalo de confianza al 95% (IC 95%). Se analiz6 la
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calibracién del modelo de regresion logistica mediante el método de Hosmer-
Lemeshow y capacidad diagndstica mediante el area bajo la curva (AUC) ROC de la
probabilidad estimada por el modelo.

La incidencia de recurrencias durante el seguimiento se presenta con las
curvas de Kaplan-Meier y las diferencias se analizaron mediante el test log rank. El
analisis multivariante de las recurrencias se realiz6 mediante la regresion de riesgo
proporcionales de Cox, con el método de inclusion, y se incluyeron en el modelo la
esterilidad, los antecedentes de tratamientos para la endometriosis, antecedentes
familiares de endometriosis, el tamafio de los endometriomas, la escala analdgico-
visual de sintomas, los valores de CA-125, los niveles de HLA-G en suero y el
porcentaje de células CD4+CD25-Foxp3+ y CD4+CD25+Foxp3+ en sangre. Los
resultados se presentan como hazard ratio (HR) con su correspondiente IC 95%. Se
atribuy6 significacion estadistica a valores de p <0.05.
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1. CARACTERISTICAS INICIALES DE LA MUESTRA DE
ESTUDIO, HALLAZGOS QUIRURGICOS Y SEGUIMIENTO
CLINICO

1.1. CARACTERISTICAS INICIALES

Los datos iniciales de los dos grupos de estudio se indican en la tabla 2.

Tabla 2. Datos iniciales previos a la cirugia

Pa_lrz_élmetros Endometriosis No endometriosis p
iniciales (N=120) (N=30)

Edad 33.96 + 7.41 31.50 + 7.07 N.S.
EAV 4.86 + 2.46 2.81+2.29 <0.01
CA-125 (U/ml) 95.71 + 154.06 14.35+10.17 <0.05
CA-19.9 (U/ml) 56.25 + 117.76 7.70 £ 6.59 <0.05
VSG (mm) 18.23 £ 12.27 1595+ 18.86 N.S.
Estradiol (pg/ml) 157.71 + 85.94 167.25 + 99.87 N.S

La edad media de las pacientes del grupo endometriosis fue de 33.91 + 7.41
afnos y la del grupo de no endometriosis fue de 31.50 £ 7.07 afios. En cuanto a la
sintomatologia, la EAV mostré una puntuacién de 4.86 en el grupo de endometriosis
frente a 2.81 en el grupo de no endometriosis, siendo las diferencias significativas (p
<0.01), al igual que para los marcadores tumorales, mas altos en endometriosis (p
<0.05). Sin embargo, en parametros como la VSG (velocidad de sedimentacion
globular) y el estradiol no hubo préacticamente diferencias. Incluso se observé un
mayor nivel de estradiol en sangre en pacientes sin endometriosis, probablemente por
la inclusién en este grupo de pacientes con tumores ovaricos derivados de células de

los cordones sexuales.
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En el grupo de endometriosis, el 27% de las pacientes presentaba
antecedentes relacionados con la endometriosis. De éstas, observamos que un gran

porcentaje habia sido previamente sometido a intervencion quirargica (figura 16).

M laparoscopia
M laparotomiacirugia
conservadora

M puncion

LWACO

Figura 16. Tratamiento previo en pacientes con endometriosis

1.2. INTERVENCION QUIRURGICA, HALLAZGOS E HISTOPATOLOGIA

Las pacientes fueron sometidas a diferentes tipos de intervenciones,
dependiendo sobre todo de los hallazgos ecogréaficos, patologias asociadas, edad y
del deseo genésico. En pacientes con endometriosis fundamentalmente se realizaron

laparoscopia quirdrgica y laparotomia con cirugia conservadora (figura 17).
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Figura 17. Tipo de intervencion quirlrgica en pacientes con endometriosis.
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La catalogacién de la endometriosis se realiz6 en quirdfano, a la vista de los
hallazgos. Del total de las endometriosis, el mayor porcentaje fue catalogado como
endometriosis severa (58.3%) frente a un 5.8% de endometriosis leve (figura 18). De
estas Ultimas pacientes, Unicamente 14% tuvieron un valor de la EAV significativo.

70%
60%
50%
40%
30%
20%

10%

0%
Minima Leve Moderada Severa

Figura 18. Catalogacion de la endometriosis segun los hallazgos quirdrgicos.

En las pacientes con endometriosis sometidas a cirugia conservadora, en el
grupo de acceso por laparoscopia se observaron 2 blogueos pélvicos adherenciales
que fueron incluidos como endometriosis severa, Unicamente 3 casos de
endometriosis minima y el subgrupo que mas pacientes incluyé fue el de
endometriosis moderada, con 15 casos. Sin embargo entre las pacientes sometidas a
laparotomia se observé Unicamente un caso de endometriosis minima frente a 61
casos de endometriosis severa. En este caso el subgrupo de endometriosis moderada

incluyé 22 casos.

En los hallazgos quirdrgicos de las pacientes también se tuvo en cuenta la
existencia o no de implantes endometridsicos, la presencia o no de endometriosis del
septo recto-vaginal y de adenomiosis. En la siguiente tabla (tabla 3) se muestran los

hallazgos en las pacientes con endometriosis:
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Tabla 3: Otros hallazgos en la cirugia.

il s Presencia Ausencia
N (%) N (%)
Implantes peritoneales 54 (45%) 66 (55%)
ESRV 13 (10.8%) 107 (89.2%)
Adenomiosis 20 (16.6%) 100 (83.3%)

Tras la recogida de muestras y andlisis de las piezas quirargicas, 120 fue el
namero de pacientes diagnosticadas de endometriosis, 89 de ellas fueron clasificadas
como endometriosis quistica y de éstas un 9% presentaron atipias celulares. En total
se observaron 11 casos (9.2%) de endometriosis atipica. También se tuvo en cuenta la
expresion de la molécula p53 en tejido endometridsico y se observé que un 25% de los
casos de endometriosis eran p53 positivo. De éstos, s6lo un 28% presentd atipia

celular.

En cuanto a las pacientes control (no endometriosis), los resultados de la
anatomia patolégica fueron: 10 tumores serosos, 9 tumores germinales (teratoma
quistico maduro), 4 tumores mucinosos, 4 quistes paramesonéfricos, 2 tumores de las

células sexuales y 1 quiste de estirpe grasa.

1.3. ANALISIS MULTIVARIANTE

A partir de los pardmetros iniciales de estudio detallados en la tabla 2, se
estudio la asociacion de éstos con la presencia 0 no de endometriosis. Los pardmetros
gque se asociaron de forma independiente a la presencia de endometriosis fueron el
tamanfo del quiste =22.5 cm, la EAV 24, y los valores de CA-125 =35U. Los resultados

se presentan en la siguiente tabla:
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Tabla 4: Odds Ratio (OR) de los parametros asociados con endometriosis.

Parametros OR (IC 95%) p

Tamafio >2.5 cm 4.08 (1.45-11.50) <0.01
EAV >4 4.16 (1.68-10.31) <0.01
CA-125 >35 U/ml 40.01 (5.12-313.33) <0.01

El modelo tuvo una calibracion correcta (Test Hosmer-Lemeshow p=0.57) y una
buena capacidad diagndstica (AUC 0.89 IC 95% 0.84-0.94; p<0.01).

2. DETERMINACION DE LA MOLECULA HLA-G.

2.1. NIVELES DE HLA-G Y SU RELACION CON LOS PARAMETROS CLINICOS
INICIALES.

Atendiendo a los niveles de HLA-G soluble determinados en suero pre-
intervencion, en LP y LE o LQ de los grupos de estudio, se observaron los siguientes

resultados (tabla 5 y figura 19):

Tabla 5. Valores de HLA-G en pacientes con/sin endometriosis

HLA-G (U/ml) Donantes Endometriosis No endometriosis
Suero 42.35 + 46.04 24.55 + 37.52 41.62 + 61.83
LP - 68.90 + 64.69 57.42 £ 41.17
LE/LQ - 87.08 £ 105.20 9.75+11.03*

Encontramos diferencias significativas entre los valores medios de HLA-G en
LE vs LQ (*p<0.05), siendo claramente superiores los niveles de HLA-G en los quistes

endometridsicos.
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Figura 19. Niveles de HLA-G en suero (A), LP (B) y
liquido del quiste (C) en las pacientes con y sin
endometriosis. El diagrama de cajas representa los
valores de minimo, percentil 25, mediana, percentil
75 y maximo.



HLA-G en LP (U/ml)

Se han correlacionado para su estudio los niveles de HLA-G en los distintos
tipos de muestra y los valores de EAV, CA-125 y tamaiio del endometrioma iniciales.
En las pacientes con endometriosis, se observé correlacion entre los valores de HLA-
G en LP y el tamafio de endometrioma visto en ecografia (R= 0.291, p<0.01), asi como

entre los niveles de HLA-G en LE y el valor inicial de CA-125 (R= 0.281, p<0.05)

(figura 20).
400,0
A 600,0=
300,0 ~
S
~
\:_), 400,0=
L
-
200,04 c
[¢8)
)
f, 200,0=
100,0+ T
0,0 0,0
2,I50 S,IOO 7,I50 10I,00 12I,50 0,00 250,00 500,00 750,00 1000,00
Tamafio de endometrioma (cm) CA125 previo (U/ml)

Figura 20. Correlaciones observadas entre los niveles de HLA-G del LP y el tamafio del

endometrioma inicial, p<0.01 (A) y los niveles de HLA-G en LE y el valor del marcador tumoral CA-
125, p<0.05 (B) en pacientes con endometriosis.

Tras el andlisis de los niveles de HLA-G observamos que en algunas de las
muestras no se detectd dicha molécula o se obtuvieron valores practicamente nulos.
Por tanto, realizamos un nuevo andlisis de los datos, dando como negativo aquellas

muestras que dieran niveles por debajo del limite de deteccion del kit (3 U/ml) y
positivo las que estuvieran por encima.
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Asi observamos que en un 43% de las pacientes con endometriosis, la prueba
resultd negativa en suero. Este porcentaje result6 mucho menor en LP y en LE (3% y
6%, respectivamente). En las pacientes sin endometriosis, el porcentaje de no
deteccion de HLA-G en suero fue mucho menor (13%), mientras que en LP y LQ
resultaron todas positivas.

Comparamos también en este sentido los valores de EAV, marcador CA-125y
tamafio de endometrioma en ecografia segun si la deteccibn de HLA-G habia
resultado positiva 0 negativa, tanto en suero como en LP y en el LE, no encontrando
diferencias significativas entre los grupos, excepto en los valores de EAV en suero (4.5
+ 2.0 en HLA-G positivo vs. 6.2 + 2.4 en HLA-G negativo, p<0.05).

2.2. NIVELES DE HLA-G SEGUN LA SEVERIDAD Y LA FORMA DE
PRESENTACION DE LA ENDOMETRIOSIS

En las pacientes con endometriosis, comparamos los valores medios de HLA-G
en suero pre-intervencion, LP y LE, segun la severidad de la enfermedad, sin

encontrar diferencias entre grupos (tabla 6).

Tabla 6. Valores de HLA-G segun la severidad de la endometriosis

HLA-G (U/ml) Minima Leve Moderada Severa

Suero 14.34 + 16.58 28.72 + 42.60 23.53+36.72
LP 54.67 +53.15 83.40 % 120.21 64.47 + 56.15 69.82 + 60.83
LE 4.30 98.50 + 138.25 82.83 + 83.22

Ademas del grado de severidad de la endometriosis, durante la intervencién
también se distingue la forma predominante en la que se presenta la enfermedad:
peritoneal, quistica o infiltrante profunda. Al comparar los niveles de HLA-G segun esta
clasificacion observamos que existian diferencias significativas en los valores de HLA-

G detectados en LP entre los grupos de endometriosis quistica y endometriosis
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infiltrante, siendo superiores en este wltimo (58.69 + 57.79 vs. 81.77 + 56.64, p<0.05).
También observamos diferencias significativas entre los valores medios de HLA-G en
LE entre las pacientes con endometriosis peritoneal o infiltrante (119.46 + 55.49 vs.
51.08 + 48.50, p< 0.01), siendo inferiores en éstas.

En pacientes con ESRV (endometriosis infiltrante), el valor de HLA-G en suero
fue de 14.67 + 21.37 vs 26.20 = 39.44 U/ml en pacientes sin afectacion del septo
recto-vaginal, pero sin diferencias significativas. Sin embargo, si las hubieron en los
valores de HLA-G en LP entre las pacientes con ESRV y las que no tenian afectacion
del septo (94.45 £ 57.12 vs. 65.60 + 65.15 U/ml, p< 0.05).

2.3. NIVELES DE HLA-G SEGUN LA HISTOLOGIA DE LA ENDOMETRIOSIS

El estudio histopatologico en endometriosis informé de la presencia o no de
atipia celular y de la proteina p53. Al relacionar la presencia o no de atipia con los
niveles de HLA-G observamos que dichos valores fueron mas altos en endometriosis
atipica, tanto en suero (61.92 + 58.18 vs. 23.79 + 38.19 U/ml) como en LE (101.80 +
53.45 vs. 89.54 + 114.05 U/ml), pero las diferencias no fueron significativas. Al analizar
segun la expresion de p53 en endometriosis (independientemente de que fuera atipica
0 no), observamos igualmente un resultado superior para los valores de HLA-G en LE
(109.97 + 14291 vs. 81.28 + 90.34) de pacientes p53+, pero tampoco resultd

significativo.

En el grafico siguiente se representan los valores por diagrama de cajas, segun

la atipia o la expresion de p53 en endometriosis (figura 21):
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Figura 21. Niveles de HLA-G en suero (A), LP (B) y LE (C) segun la presencia de atipia o la expresion
de p53. El diagrama de cajas representa los valores de minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 y

maximo.
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sHLA-G en liquido peritoneal (U/ml)

2.4. NIVELES DE HLA-G SEGUN LA FASE DEL CICLO MENSTRUAL DE LAS
PACIENTES

A partir de la historia clinica de las pacientes, se determiné la fase del ciclo
menstrual en la que se encontraban en el momento de la toma de muestras,
distinguiendo fase proliferativa y fase secretora. En el grupo de no endometriosis se
registraron 14 pacientes en fase proliferativa y 16 en fase secretora. En el grupo de

endometriosis, 44 pacientes estaban en fase proliferativa y 76 en fase secretora.

En funcién de la fase del ciclo, se analizaron los niveles de HLA-G observados
en cada grupo y no se encontraron diferencias significativas entre pacientes con y sin
endometriosis, ni tampoco considerando Unicamente a las pacientes del grupo de

endometriosis.

Sin embargo, teniendo en cuenta el grado de severidad y el tipo de
presentacion de endometriosis, si obtuvimos diferencias resefiables. Respecto al
grado de severidad, los valores de HLA-G en LP fueron mas altos en endometriosis
severa que en endometriosis moderada (94.00 £+ 88.90 vs. 40.38 £ 36.28 U/ml, p<0.05)
durante la fase proliferativa. En la fase secretora no hubo diferencias en los mismos
niveles observados en ambos estadios (56.86 + 39.89 y 77.28 + 63.52 U/ml,
respectivamente), pero si entre éstos y los casos de endometriosis minima (16.30 +
5.29 U/ml) (p<0.01) (figura 22).
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Figura 22. Representacion de los niveles de HLA-G en LP segin la fase del ciclo en los diferentes
estadios de la endometriosis. Segun el test de Kruskal-Wallis, en fase proliferativa se observan diferencias
entre los estadios de moderada y severa (p<0.05) y en fase secretora, entre los casos de endometriosis
moderada y severa respecto a endometriosis minima (p<0.05).



sHLA-G en liquido peritoneal (U/ml)

Respecto a la forma de presentacién de la endometriosis, observamos que en
fase proliferativa no existen diferencias en los niveles de HLA-G en ninguna de las
muestras analizadas, segun fuera endometriosis peritoneal, quistica o infiltrante. Sin
embargo, en la fase secretora, los niveles de HLA-G del LP son significativamente mas
altos en endometriosis infiltrante (83.34 £ 55.0 U/ml) respecto a endometriosis quistica
y peritoneal (50.37 + 36.23 y 36.10 + 40.24 U/ml, p<0.05) (figura 23).
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Figura 23. Representacion de los niveles de HLA-G en LP segun la fase del ciclo en las diferentes formas de
presentacion de la endometriosis. Segun el test de Kruskal-Wallis, en la fase proliferativa no se observan
diferencias entre los distintos tipos de endometriosis, pero si en la fase secretora (p< 0.05).

2.5. DETERMINACION DE LA MOLECULA HLA-G MEDIANTE LA TECNICA DE WB

En el grupo de pacientes con endometriosis, se han analizado 15 muestras de
suero, 19 muestras de LP y 3 muestras de LE. Como resultado en la determinacion de
HLA-G se obtuvieron 11 de 15 sueros positivos, 14 de 19 LP positivos y 2 de 3 LE
positivos. Ademas, se han procesado muestras de tejido endometriésico y endometrio

de 3 de estas pacientes, detectdndose HLA-G en todas ellas. El tamafio de la proteina
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detectada en todas las muestras es entre 37 y 50 kD y pertenece a las isoformas G1 y
G5.

En el grupo de no endometriosis se han analizado 4 muestras de suero, 5 de
LP y 2 de LQ. Los resultados obtenidos son 4 de 5 sueros positivos, 4 de 5 LP
positivos y 2 de 2 LQ positivos. La banda detectada coincide con la observada en el

grupo de endometriosis.

La figura 24 y 25 muestran imagenes representativas de los resultados por WB.
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Figura 24. Deteccion de la molécula HLA-G por la técnica de WB. Se incluyen los resultados de dos pruebas
complementarias. La primera calle de ambas imagenes corresponde al marcador de peso molecular (Pm) expresado
en kilodaltons (kD) y la calle 1 corresponde con la linea celular JGE3 como control positivo. En la figura de la izquierda,
las calles 2-3, 4-5, 6-7 y 8-9 corresponden al suero y LP de 4 pacientes con endometriosis. En la figura de la derecha,
las calles 2 y 3 corresponden con el endometrio y el tejido endometridsico de la paciente de las calles 4-5 de la figura
anterior.
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Figura 25. Deteccion de la molécula HLA-G por la técnica de WB. La primera calle corresponde
al marcador de peso molecular (Pm) expresado en kilodaltons (kD) y la calle 1 corresponde con
la linea celular JGE3 como control positivo. Las calles 2-3-4 corresponden con el suero, LP y LE
de una paciente con endometriosis. Las calles 5-6-7 corresponden con el suero, LP y LQ de una
paciente sin endometriosis. Las calles 8-9 corresponden con el suero y LP de una paciente sin
endometriosis. Todas las muestras son positivas para la molécula HLA-G.

3. DETERMINACION DE CELULAS T REGULADORAS POR
CITOMETRIA DE FLUJO

3.1. NIVELES DE CELULAS TREG Y SU RELACION CON LOS PARAMETROS
INICIALES

Los porcentajes de las poblaciones linfocitarias obtenidos tras analizar las
muestras de sangre y LP en los distintos grupos de pacientes se presentan en las
tablas 7 y 8.
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Tabla 7. Porcentaje de linfocitos en sangre periférica segun el grupo de estudio.

Poblaciones linfocitarias Endometriosis No endometriosis Donantes

CD4+ 47.65 + 10.09 45.78 + 4.04 45.67 + 5.57
CD4+CD25+ 241 +1.60 2.65+1.18 3.03+0.95
CD4+Foxp3+ 8.43 + 3.48* 9.06 +4.74 544 +1.41
CD4+CD25+Foxp3- 4.04 + 2.38* 3.82 + 2.25** 2.28 +2.38
CD4+CD25-Foxp3+ 6.13 +2.41* 6.59 + 4.06 3.68 +1.27
CD4+CD25+Foxp3+ 235+ 161" 247 +1.01™ 1.76 + 0.58

* p<0.01 en endometriosis vs donantes; ** p<0.05 en no endometriosis vs donantes;  p<0.001
y M p<0.01 en CD4+CD25+Foxp3+ vs CD4+CD25-Foxp3+.

Tras el analisis en sangre, no se observan diferencias entre grupos en las
poblaciones totales de CD4+ y CD4+CD25+. Sin embargo, el porcentaje de poblacién
CD4+Foxp3+ fue mas alto en los grupos de endometriosis y no endometriosis respecto

al grupo de donantes, siendo la diferencia significativa para el primer grupo (p<0.01).

Teniendo en cuenta la expresion de los tres marcadores, observamos
diferencias significativas en la poblacion CD4+CD25+Foxp3- en los grupos de
endometriosis y no endometriosis respecto al grupo de donantes (p<0.01 y p<0.05,
respectivamente). Sin embargo, no se observan diferencias entre grupos en el

porcentaje de células con perfil Treg (CD4+CD25+Foxp3+).

La poblacion CD4+CD25-Foxp3+ se mostré6 mas elevada en los grupos de
endometriosis y no endometriosis respecto al grupo de donantes, siendo significativa
para el primer grupo (p<0.01) (figura 26). Esta poblacion es significativamente mas
abundante que la poblacion CD4+CD25+Foxp3+, tanto en endometriosis como no

endometriosis (p<0.001 y p<0.01, respectivamente) (figura 27).
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Figura 26. Representacion  del
porcentaje de células CD4+CD25-
Foxp3+ en sangre periférica de
pacientes con y sin endometriosis
respecto al grupo de donantes. Segun
el test de Kruskal-Wallis, se observan
diferencias entre los distintos grupos
de estudio (p<0.01).
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Figura 27. Representacion del
porcentaje de células CD4+CD25-
Foxp3+ y CD4+CD25+Foxp3+ en
sangre periférica de pacientes con y
sin endometriosis respecto al grupo de
donantes.

Los porcentajes de las diferentes poblaciones celulares detectadas en LP de

las pacientes en estudio se muestran en la tabla 8:
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Tabla 8. Porcentaje de linfocitos en LP segun el grupo de estudio.

Poblaciones linfocitarias (%) Endometriosis No endometriosis
CD4+ 29.26 + 9.75 28.01+9.21
CD4+CD25+ 1.79+1.38 1.99+2.02
CD4+Foxp3+ 14.68 + 6.98 14.38 £ 6.54
CD4+CD25+Foxp3- 3.26+2.11 3.98+1.14
CD4+CD25-Foxp3+ 10.94 + 5.37 10.80 + 5.20
CD4+CD25+Foxp3+ 3.75+3.11* 3.59 + 2.28M

A p<0.001 y M p<0.05 en CD4+CD25+Foxp3+ vs CD4+CD25-Foxp3+.

No se observan diferencias entre los grupos de estudio en ninguna de las
poblaciones analizadas en el LP. Sin embargo, al igual que sucede en sangre, la
poblacion CD4+CD25-Foxp3+ es significativamente mas abundante que la poblacién
CD4+CD25+Foxp3+ tanto en endometriosis como no endometriosis (p<0.001 y

p<0.05, respectivamente).

El grupo de donantes no se incluy6é en este analisis puesto que no se disponia

de muestras de LP de las mismas.

Teniendo en cuenta los valores iniciales de los parametros clinicos de las
pacientes (EAV, CA-125 y tamafio del endometrioma), no se observdé ninguna

correlacion con los valores de poblaciones linfocitarias en sangre y LP.

3.2. NIVELES DE CELULAS TREG Y SU RELACION CON LA SEVERIDAD Y LA
FORMA DE PRESENTACION DE LA ENDOMETRIOSIS

Considerando el grado de severidad de la endometriosis se analizaron los
porcentajes de poblaciones linfocitarias en sangre y LP. En sangre, Unicamente
encontramos diferencias significativas entre los casos de endometriosis moderada y
severa en el porcentaje de linfocitos CD4+CD25-Foxp3+ (5.08 + 2.36 vs 6.88 + 2.29,
respectivamente; p<0.05). En LP no se encontraron diferencias en ninguna de las

poblaciones celulares.

105



Si atendemos a la forma clinica en la que se presentd la endometriosis, en
sangre Unicamente observamos diferencias significativas en las poblaciones
CD4+CD25+ entre la endometriosis peritoneal y quistica (p<0.05). En LP, el porcentaje
de células CD4+ es més elevado en endometriosis quistica e infiltrante respecto a la
peritoneal (29.56 + 9.57 y 32.70 + 10.23 vs 16.44 + 3.54, respectivamente; p<0.01). La
poblacién CD4+CD25- es més alta en endometriosis infiltrante que en la peritoneal
(30.60 = 7.73 vs 15.27 + 2.88; p<0.01); respecto a la quistica no hay diferencias.

3.3. NIVELES DE CELULAS TREG SEGUN LA HISTOLOGIA DE LA
ENDOMETRIOSIS

Se han comparado los casos de endometriosis atipica vs tipica, sin encontrar
diferencias entre los porcentajes de las diferentes poblaciones linfocitarias en sangre y
LP.

Atendiendo a la expresién de p53 en endometriosis, tampoco se encontraron

diferencias en las poblaciones de linfocitos en tanto en sangre como en LP.

3.4. NIVELES DE CELULAS TREG SEGUN LA FASE DEL CICLO MENSTRUAL DE
LAS PACIENTES

Estudiamos en las pacientes los porcentajes de las distintas poblaciones
linfocitarias, tanto en suero como en LP, dependiendo de la fase del ciclo menstrual
(fase proliferativa y fase secretora) en la que se encontraban. No se encontraron
diferencias significativas en las poblaciones celulares entre pacientes con y sin

endometriosis.

Seleccionando las pacientes con endometriosis, se observaron diferencias
significativas entre la fase proliferativa y la fase secretora para los linfocitos
CD4+CD25+ (1.69 £ 1.41 vs 3.14 £+ 1.62; p<0.05) y CD4+CD25+Foxp3+ (1.72 £ 1.28
vs 3.50 + 1.72; p<0.01), en sangre. En LP encontramos diferencias en el porcentaje de
linfocitos CD4+ totales (23.74 + 7.53 vs 31.2 £ 7.41; p<0.05) y en el de linfocitos
CD4+CD25+Foxp3+ (3.30 + 3.15 vs 5.41 + 3.35; p<0.05).
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En el andlisis también se tuvo en cuenta los grupos de severidad de
endometriosis y la forma de presentacion de la patologia en las diferentes fases del
ciclo. No se observaron diferencias entre los diferentes estadios. En fase proliferativa,
se encontraron diferencias significativas en los niveles de células CD4+CD25-Foxp3+
en LP entre endometriosis quistica e infiltrante (18.36 + 5.23 vs 10.57 + 3.11; p<0.05).
En fase secretora, se observaron diferencias entre endometriosis quistica e infiltrante
en el porcentaje de linfocitos CD4+CD25+Foxp3- en sangre (5.68 + 2.91 vs 4.52 +
2.80; p<0.05).

4. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE CITOCINAS IL-10 Y
TGF-B

Estudiamos los niveles de las citocinas IL-10 y TGF-B en suero y en LP entre
las pacientes con y sin endometriosis (tabla 9). No se observaron significativas entre

grupos.
Tabla 9. Niveles de citocinas en suero y LP segun el grupo de estudio.
Citocinas (pg/ml) Endometriosis No endometriosis
IL-10 en suero (pg/ml) 2.45 £ 3.40 (0-15.0) 2.26 + 3.66 (0-10.9)
TGF-B en suero (mg/ml) 33.91 + 38.42 (2-217) 26.8 £12.3 (2.2-39.0)
IL-10 en LP (pg/ml) 14.51 + 21.66 (0-126) 9.42 + 14.35 (0-50)
TGF-B en LP (mg/ml) 3.2+2.6(0-14.1) 1.7+£1.3(0-2.9)

Los valores de citocinas se expresan como media + DS y entre paréntesis los valores de minimo y
maximo.

Los niveles de IL-10 fueron muy bajos en ambos grupos y en algunos casos no
fueron detectables. Los niveles de TGF-B presentaron valores mucho mas altos,

principalmente en suero, aunque en algunos casos tampoco se detect6 dicha citocina.

Atendiendo a los pardmetros iniciales (EAV, tamafio de endometrioma y
marcador CA-125), se han correlacionado sus valores con los de las citocinas

estudiadas, observandose en endometriosis una correlacion positiva y significativa
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entre los valores de EAV y TGF-B en suero (r=0.448, p<0.01), y entre los valores de
CA-125 e IL-10 (r=0.471, p<0.01) y TGF-B (r=0.455, p<0.01) en suero.

No se ha observado ninguna correlacion entre los niveles de citocinas IL-10 y
TGF-B y los porcentajes de poblaciones linfocitarias segun los marcadores CD4, CD25

y Foxp3.

5. ANALISIS DEL RIESGO DE RECURRENCIAS

5.1. SEGUIMIENTO CLINICO Y VALORACION DE RECURRENCIAS

Las pacientes acudieron a control a los 3-6 meses de la intervencién (control 1)
y a los 9-12 meses post-intervenciéon (control 2). Los datos clinicos observados y, por
tanto, las recurrencias se muestran en la tabla 10. La mediana de seguimiento fueron

13.6 meses (rango intercuartilico 5.0-19.5).

Los parametros clinicos y analiticos considerados en estos controles fueron el
valor de la EAV, los niveles de CA-125 y el tamafio del endometrioma. Los valores de
los tres pardmetros fueron ligeramente mas altos en el control 2 respecto al primer

control.

Atendiendo a las recurrencias de parametros, observamos que un 17.5% de las
pacientes intervenidas por endometriosis presentd una sintomatologia relevante en el
primer control frente a un 21.5% en el control posterior. Sin embargo, el marcador CA-
125 se observé elevado en 19 pacientes en el control 1 y en 15 pacientes en el control
2, aunque con porcentajes similares. El nimero de pacientes que volvieron a presentar
endometriomas tras la intervencién fue mayor al afio de la intervencion (en el control
2).

En la tabla 10 también se incluyen los hallazgos ecograficos en ambos
controles. En la mayoria de las pacientes no se encontro ningun hallazgo sugerente de
patologia, por tanto, se consideré normal. En cuanto al hallazgo de ESRV, en el primer
control se observaron 4 casos de los cuales 3 eran ya conocidos previamente y uno
aparecié de novo. Estas 4 pacientes mantuvieron las lesiones en el segundo control,

junto con la recidiva tardia de un caso mas.
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Tabla 10: Datos clinicos y analiticos post-intervencion

Paramet control 1 Recurrencias Control 2 Recurrencias

arametros ontro N (%) ontro N (%)
EAV 1.87+2.10 19 (17.5%) 2.12+2.40 19 (21.5%)
CA-125 (U/ml) 24.06 + 24.32 19 (17.5%) 27.61 + 36.54 15 (17.0%)
Endometrioma (cm) 265+ 154 7 (6.3%) 3.08 +1.38 10 (11.1%)
Hallazgos

ok N (%) N (%)

ecogréficos
Normal 76 (70.4%) 62 (60.5%)
Endometrioma 16 (14.5%) 14 (15.5%)
ESRV 4 (3.0%) 5 (5.7%)
Otros quistes 13 (13.9%) 6 (6.8%)
Mioma 1 (0.9%) 3 (3.4%)

Clinica al afio post-intervencion

N (%)
Normal Recurre 1 pardmetro Recurren 2 6 3 parametros
88 (72.0%) 16 (13.8%) 16 (13.8%)

De las 16 pacientes (14.5%) que presentaron un nuevo endometrioma en la
primera revision solo 9 lo seguian presentando en el segundo control, es decir, al afio
aproximadamente de la intervencion. Cinco pacientes que no presentaron
endometrioma en el primer control ecografico, si lo presentaron en el control anual. Sin
embargo, 4 pacientes que en la ecografia previa mostraron un pequefio endometrioma

(< 2 cm), en el control posterior no lo hicieron.

Del total de las pacientes que presentaron nuevos endometriomas en los
controles posteriores, se consideraron como recurrentes las que presentaban un

tamafo de endometrioma =2.5 cm (6.3%). El tamafio medio de los endometriomas en
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las recurrencias fue de 3.6 £ 1.54 cm en el control 1 y de 3.71 £ 1.38 cm en el control
2.

Valoramos la clinica al afio de la intervencion, observando que un 72% de las
pacientes permanecid asintomatico. El resto de las pacientes presentd alteracion de
algun parametro. A partir de un afio de la intervencion se siguié controlando a un total
de 42 pacientes (control 3). La media de meses desde la intervencion hasta el tercer
control fue de 21.43 + 7.37 meses. Se observdé que un 73.7 % de las pacientes
intervenidas por endometriosis permanecian asintomaticas. El resto presentaba 1 6
mas parametros alterados relacionados con las recurrencias (aumento del marcador
CA-125, EAV 24, endometrioma 22.5 cm). Estos resultados son similares a los

observados en el control al afio de la intervencion.

El tiempo medio de recurrencia de los sintomas desde la intervencion fue de
7.94 £ 5.02 meses (n= 31), de la aparicién de un nuevo endometrioma de 13.21 + 9.88
meses (n= 14) y del aumento del CA-125, de 10.35 £ 9.04 meses (n= 23). Teniendo en
cuenta estas 3 variables, se observd que la recurrencia global (2 o mas parametros
alterados) se presentd a los 13.57 + 10.64 meses (n= 26). En estos calculos estan
incluidas las pacientes con ESRV. Estas presentaron un tiempo medio de recurrencia

de sintomas de 10.65 + 5.06 meses y de recurrencia de CA-125 de 7.55 + 3.04 meses.

5.2. NIVELES DE HLA-G SEGUN LA EVOLUCION CLINICA TRAS LA
INTERVENCION

En cuanto a los valores de HLA-G en relacion a la evolucion clinica observada
en las pacientes con endometriosis al afio de la intervencion, encontramos que los
niveles en suero eran mas altos en las pacientes que mostraron una evolucion clinica
favorable, y sin embargo los niveles de HLA-G en LE fueron mas altos en las
pacientes que posteriormente mostraron reactivacion de la enfermedad. No obstante,

las diferencias no fueron significativas (tabla 11).
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sHLA-G en suero (U/ml)

Tabla 11. Valores HLA-G segun las recurrencias observadas al afio.

HLA-G (U/ml) No recurrente Recurre 1 parametro  Recurrente (22 parametros)
(N=89) (N=17) (N=17)

Suero 34.69 + 49.87 5.65 + 5.68 19.01 + 31.34

LP 64.96 + 60.41 85.05 + 99.09 76.53 + 42.67

LE 68.22 + 72.05 86.61 + 58.71 146.48 + 223.56

En cuanto al tiempo hasta recurrencias de cada uno de los parametros,
observamos una correlacion positiva y significativa entre los valores de HLA-G en
suero (r=0.687, p<0.01) y LP (r=0.399, p<0.05) con el tiempo de reactivacién de los
sintomas (figura 28). Es decir, a mayor nivel de HLA-G en suero y LP, mayor es el

intervalo de la paciente libre de enfermedad.
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Figura 28. Representacion de las correlaciones entre los niveles de HLA-G en suero y LP y el tiempo
transcurrido hasta recurrencia de sintomas.
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5.3. NIVELES DE CELULAS TREG SEGUN LA EVOLUCION CLINICA TRAS LA
INTERVENCION

Se compararon los niveles de células Treg entre las pacientes que recurrieron
al afio y las que no, sin encontrar diferencias significativas entre ellas. En cuanto al
tiempo hasta recurrencias de cada uno de los pardmetros (endometrioma, sintomas y
CA-125), observamos una correlacién positiva y significativa entre los niveles de
linfocitos CD4+CD25+Foxp3+ en sangre Yy las recurrencias de endometriomas
(r=0.994, p<0.01) y del marcador CA-125 (r=0.801, p<0.05). En LP, s6lo observamos
correlacion entre las células CD4+CD25+Foxp3- y la recurrencia de endometriomas
(r=0.955, p<0.05).

5.4. ANALISIS DE LA TASA Y LOS RIESGOS DE RECURRENCIAS

Para el andlisis de las recurrencias se seleccionaron como posibles factores
prondstico, el tamafio de los endometriomas, la EAV, los valores de CA-125, los
niveles de HLA-G en suero y el porcentaje de células CD4+CD25-Foxp3+ y
CD4+CD25+Foxp3+ en sangre.

Se observé mayor tasa bruta significativa de recurrencia global en las pacientes

con valores iniciales de tamafio del endometrioma 22.5 cm o EAV 24 (figura 29).

ul Tamaiio<2,5 i Tamanio >2,5 w EAV <4 W EAV >4
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0%
Recurrenciaglobal Recurrenciaglobal

Figura 29: Tasa de recurrencia global segiin el tamafio del endometrioma y la EAV.
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Lo mismo sucede con las pacientes con CA-125 previo 235 U/ml, en las que se

observé posteriormente una mayor tasa bruta significativa de recurrencia (figura 30).

I CA125<35 W CA125>35
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22,70%

20%

15%

10%

6,20%

5% Figura 30: Tasa de recurrencia

global seguin el marcador CA-125.

0%
Recurrenciaglobal

Respecto a los otros tres marcadores seleccionados en sangre (células
CD4+CD25+Foxp3+ y CD4+CD25-Foxp3+, y valores de HLA-G) dividimos las
pacientes en funcién de si presentaban valores por encima de la mediana 0 no y se
observo una tendencia a mayor tasa de recidivas en aquellas que presentaban niveles

celulares por encima de la mediana, como se observa en la figura 31.
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Figura 31: Tasa de recurrencia global segun los valores de mediana de HLA-G en suero,
y de CD4+CD25+Foxp3+ y CD4+CD25-Foxp3+ en sangre.
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A continuacién se tuvieron en cuenta las caracteristicas de las pacientes segun
estos 6 parametros analizados, de forma que se otorgd una puntuacion de 1 cuando
las pacientes presentaban valores positivos o por encima de la mediana para cada una
de las variables. De esta manera, sumando cada valor, las pacientes podian presentar
valores de 0 a 6. Al analizar la incidencia de recurrencias en funcién de esta

puntuacion se observé una tendencia creciente (p<0.01) como se muestra en la

grafica (figura 32).
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Figura 32: Recurrencia global segun la presencia de los parametros seleccionados. Existe
una tendencia a aumentar la tasa de recurrencias cuanto mayor sea el numero de
parametros.

Dado que la recurrencias aumentaban claramente cuando las pacientes
presentaban 3 6 mas de las caracteristicas analizadas se dividio la poblacion en dos
grupos: grupo 1, si tenian 0, 1 6 2 de las 6 variables analizadas y grupo 2, cuando
presentaban 3 6 més. Al analizar la incidencia de recurrencias entre estos dos grupos
se obtuvo una incidencia significativamente superior (p<0.01) en el grupo 2 (ver figura
33).
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Figura 33: Tasa de recurrencia global segin el nimero de parametros presentados. Grupo 1:
entre 0 y 2 variables; grupo 2: 3 0 mas. La tasa de recurrencias es significativamente mas alta
(p<0.01) en el grupo que presenta 3 0 mas de los parametros seleccionados.

Como se muestra en la siguiente curva de seguimiento en el tiempo, la

diferencia fue estadisticamente significa (p<0.01) entre ambos grupos y las curvas se

separaron de forma precoz.
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Figura 34: Curva de Kaplan-Meier mostrando las recurrencias globales de cada grupo durante el tiempo de
seguimiento. "Supervivencia" significa no existencia de recurrencia.
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En la siguiente imagen podemos comprobar los resultados en incidencia de
recurrencia, dentro del grupo 2, segun las combinaciones posibles de 3 6 mas de los 6
parametros analizados. Cada columna del gréfico se corresponde con la columna

inmediatamente inferior de la tabla.
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Figura 35: Combinaciones de 3 6 méas pardmetros para la incidencia de recurrencia
observada en el grupo 2.

Hay que tener en cuenta que las pacientes de ambos grupos pueden presentar
factores como esterilidad, antecedentes de tratamiento previo por endometriosis, y/o
antecedentes familiares y personales de endometriosis, que pueden estar implicadas
en la incidencia de recurrencias e interferir en los resultados. Para realizar un ajuste
por variables se realizé un analisis multivariante mediante regresion de Cox en el que
se incluyeron los 6 parametros anteriores mas los 4 factores mencionados, y mostré
gue las pacientes del grupo 2 tenian riesgo casi 3 veces superior de presentar

recurrencias en comparacion con el grupo 1 (HR: 2.80, IC 95% 1.05-7.47; p<0.05).

117



UNIVERSITAS
Miguel
Hernandez |




DISCUSION

119



UNIVERSITAS
Miguel
Hernandez |




1. CONSIDERACIONES GENERALES

La endometriosis es una enfermedad inflamatoria crénica, estrogeno-
dependiente, cuya etiopatogenia no esta bien establecida, pero probablemente haya

una asociacion de factores genéticos, medioambientales e inmunoldgicos.

La capacidad de los implantes endometriales de sobrevivir en localizaciones
ectépicas, sugiere la existencia de una respuesta inmune deficiente, junto con
alteraciones moleculares de las propias células endometriales que les confiere

inmunosupervivencia.

Hay evidencias que demuestran un nivel elevado de macréfagos peritoneales
activados asi como de citocinas, con capacidad proinflamatoria y vasoreguladora.
También se ha observado una activacion anormal de linfocitos T y B, disminucién de la
actividad de células NK y produccién de algunos anticuerpos como antiendometriales
o antinucleares/antifosfolipido. A nivel molecular se han observado también
alteraciones en las células endometriésicas que les confieren resistencia a la
apoptosis 0 capacidad invasiva. Ademas se han observado alteraciones en
mecanismos inmunosupresores como la expresion de la molécula HLA-G por las

células endometridsicas o la alteracion en las células Treg.

En base a estos antecedentes, nos planteamos estudiar diferentes
mecanismos inmunosupresores en endometriosis, centrados en la expresion de HLA-
G y de células Treg en diferentes muestras biolégicas de estas pacientes. Para este
analisis hemos incluido dos grupos de estudio: pacientes con quistes endometriésicos
Vs pacientes control con quistes anexiales de cualquier otra estirpe. Hasta el momento,
los estudios publicados en relacién a esta patologia incluyen como grupos control
pacientes libres de enfermedad con cavidad peritoneal normal (p.ej. por ligadura
tubarica, etc). No hemos encontrado ninguno en el que se estudie como grupo control
mujeres con patologia quistica anexial. El interés de este grupo estd basado en
determinar si, los cambios fisiopatol6gicos que puedan producirse como consecuencia
de las alteraciones peritoneales/anexiales, podrian ser debidos o especificos de la
endometriosis. Ademas, diferencias en los valores de HLA-G entre grupos, podrian ser
utiles a la hora de realizar el diagnéstico pre-quirtrgico de una lesién quistica ovérica,

ayudando a reducir los posibles diagnésticos diferenciales.
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Nuestra poblacion de estudio es homogénea y comparable (en base a edad,
sintomatologia, no presencia de otra patologia hormono-dependiente asi como de
patologia cronica inflamatoria o autoinmune) a las poblaciones de estudio de los
trabajos publicados al respecto. El andlisis inicial entre los dos grupos de estudio del
presente trabajo no present6 diferencias en las caracteristicas basicas (edad, raza,
parametros analiticos basicos) no relacionadas con la patologia. No se encontraron
diferencias tampoco en los valores iniciales de estradiol, por lo tanto no hubo mas
influjo hormonal en un grupo que otro. Si observamos diferencias significativas entre
ambos grupos en los parametros de EAV, marcador CA-125 y marcador CA-19.9 (39),
gue resultaron ser mayores como era esperable, en el grupo de endometriosis, tal y

como esta establecido.

En cuanto a los antecedentes personales de las pacientes, aproximadamente
un 25% del grupo endometriosis habia sido sometido ya a algun tipo de intervencién
quirtrgica por la patologia. Aun asi, fue mucho mas elevado el nimero de cirugias
conservadoras (laparotomia/laparoscopia) realizado y mas bajo el de cirugias
radicales.

La observacion directa y la biopsia son el método diagnéstico gold-standard en
endometriosis (39, 43). Fue en quir6fano donde, con la confirmacion posterior del
estudio anatomopatoldgico, se clasific6 la endometriosis como minima, leve,
moderada y severa. Como era de esperar el nimero de pacientes con endometriosis
minima y leve fue bajo, pues uno de los criterios de inclusion era la presencia de
endometrioma mayor o igual a 2.5 cm. La deteccién de estos casos de endometriosis
minima o leve se produjo en el acto quirdrgico, y el motivo principal fue probablemente
el considerar en el estudio ecogréafico previo como quiste endometridsico una imagen

correspondiente a un quiste simple.

Tras el andlisis anatomopatol6gico se observé una frecuencia de atipia celular
en endometriosis (endometriosis atipica) similar a la descrita en la literatura (118).
Estas presentaban sobreexpresion de la molécula p53. El gen supresor de tumores
p53 juega un papel clave en el control del ciclo celular restringiendo la proliferacion
celular inapropiada. Mutaciones en la secuencia de este gen lleva a una produccion
alterada de la proteina que es mas resistente a la degradacién que la forma normal,
acumulandose en el ndcleo, por lo que es facilmente detectable por
inmunohistoquimica. En los casos de endometriosis normal o “benigna” no se detecta

una sobreexpresion de p53. Esta si suele asociarse como hemos dicho, con
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endometriosis atipica y con areas de endometriosis asociadas a carcinomas ovaricos
(118, 119). A pesar de esto, hay que tener en cuenta que algunos casos de
endometriosis normal puede presentar expresion positiva de p53, por lo que es
importante distinguir la endometriosis atipica reactiva o atipia inflamatoria benigna, la
cual no tiene importancia clinica y es causada por la propia inflamacién o por
tratamientos progestagenos, de la verdadera atipia preneoplasica, diagnosticada por

presencia de atipia celular y/o hiperplasia epitelial.

2. CONSIDERACIONES SOBRE LA MOLECULA HLA-G

Aunqgue la endometriosis es una patologia benigna, posee caracteristicas de
malignidad como resistencia a la apoptosis (132), invasion de tejidos (133) o secrecion
de la molécula HLA-G (134). La molécula HLA-G esta implicada en mecanismos de
tolerancia inmunolégica debido a su efecto de inhibiciéon de la actividad citotoxica de
las células NK. Parece que también puede inhibir el desarrollo de células dendriticas
maduras, al igual que la interaccion de las APC HLA-G+ con los linfocitos T CD4 (160).
El HLA-G se expresa de forma selectiva en algunos tipos de cancer como el
carcinoma hepatocelular (161), melanoma, cancer de mama, carcinoma de células
renales, adenocarcinoma de endometrio, mesotelioma, carcinoma gastrico y tumores
trofoblasticos (162). La expresion de esta molécula por las células tumorales permitiria
escapar a la accion anti-tumoral de los linfocitos T y las células NK, relacionandose en
algunos casos con un peor prondstico clinico (136, 137). También se ha considerado
un potencial marcador tumoral en el cancer de ovario (162) con cierto valor prondstico
en esta patologia y quiza un marcador de susceptibilidad del tumor a los diferentes
agentes quimioterapicos, asi como de monitorizacion de la quimioterapia (163).
Ademas, HLA-G podria ser una diana potencial para una terapia basada en

anticuerpos en pacientes con carcinoma gastrico (161).

Segun estos datos, y por las caracteristicas comunes a procesos malignos que
posee la endometriosis, la secreciobn de esta molécula por parte del tejido
endometriésico podria considerarse también un mecanismo de escape del sistema
inmune que impediria que los implantes iniciales fueran eliminados y permitiria asi el
desarrollo y crecimiento de los mismos. Sin embargo, la deteccién de HLA-G en
pacientes con endometriosis es controvertida. Hay estudios que no han conseguido

confirmar su presencia (139), mientras que otros la han detectado en endometrio
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eutopico en fase menstrual tanto en mujeres con endometriosis como en mujeres
sanas (164), en LP (141) y en tejido endometridsico sin encontrarlo en endometrio
eutdpico de esas mismas pacientes (134). Por otro lado, un estudio del 2008 muestra
expresion de HLA-G en endometrio eutdpico y ectdpico de mujeres con adenomiosis
(aunque mostrando una mayor expresion en el tejido ectopico), no siendo asi en el
grupo control de mujeres sanas (165). No hemos encontrado trabajos sobre la

determinacion de esta molécula en LE.

Nuestros resultados muestran que la molécula HLA-G, en sus isoformas G1 y
G5, es detectable en la mayor parte de las muestras de suero y LP de mujeres con
endometriosis, asi como en las muestras correspondientes a las pacientes del grupo
control, con otro tipo de quistes benignos, tanto por técnica ELISA como por WB. De
hecho, los valores de HLA-G en suero son mayores en las donantes o en los casos de
no endometriosis que en los casos de endometriosis, aunque las medianas de los tres
grupos practicamente no difieren. Eidukaite et al ya observaron también mediante
técnica ELISA una variabilidad en la expresion de esta molécula en el LP de mujeres
con y sin endometriosis (siendo éstas sanas), siendo detectada en mas del 50% de los
casos pero sin diferencias entre grupos (141). En nuestros resultados en LP, aunque
los niveles de HLA-G en endometriosis tienden a ser mas altos, son similares a los
detectados en mujeres con otros quistes. Es probable que un aumento en el nimero

de casos control pusiera de manifiesto una diferencia significativa.

La molécula HLA-G tiene una expresion restringida de tejido pero ésta puede
ser estimulada en tejidos que no la expresan a través de cambios inflamatorios.
Considerando que la molécula HLA-G ha sido detectada en células sujetas a algun
tipo de estrés o dafio (166), su expresion en lesiones peritoneales puede ser debido a
la reaccién inflamatoria generada en la cavidad peritoneal. Sabemos que un gran pool
de células T, macréfagos y células NK, se localizan tanto en el endometrio eutopico
como en el ectdpico en situaciones de inflamacion y la activacion de estas células
implica la secrecion de determinadas citocinas que pueden inducir la produccién de
HLA-G por parte de las células glandulares endometriales. También la expresion de
HLA-G en endometrio menstrual puede reflejar el ambiente uterino estresante que se
produce durante la menstruacion. La presencia de HLA-G soluble en LP (141) puede
deberse a su expresion por las células endometriales eutdpicas en la fase menstrual,
que son depositadas en la cavidad peritoneal por el proceso de menstruacion

retrograda.
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Aunque nuestros resultados sefialan que la deteccién de HLA-G en suero y LP
no es especifica de endometriosis, puesto que también se detecta en suero y LP de
pacientes con otro tipo de tumores ovaricos benignos, si existe una produccion
especifica y localizada en el propio tejido endometriésico como demuestran la
deteccién por WB y los altos niveles de HLA-G que hemos observado en el LE
comparado con la apenas detectable cantidad en el liquido de otros quistes no
endometridsicos, algo que hasta la fecha no se ha descrito. Mediante la técnica de
WB, hemos confirmado la expresion de HLA-G tanto en el tejido endometrial ectopico
como en el endometrio eutdpico de las mismas pacientes. Las muestras analizadas se
encontraban en la segunda fase de ciclo, lo que contrasta con otros estudios en los
que no se detecta HLA-G en endometrio (139) o se detecta solo en la fase menstrual
(164). Hasta la fecha no hemos analizado ningin endometrio eutépico de pacientes
control ya que no se dispone de muestras. El motivo es que para el estudio, este tejido
se obtiene de la pieza uterina extraida al realizar cirugia radical o histerectomia, un
tipo de cirugia frecuente en endometriosis pero que no suele realizarse en las

pacientes que presentan la tipologia de quiste que se ha considerado como control.

En los distintos estudios revisados, la deteccidon de la molécula HLA-G se ha
analizado mediante técnicas de inmunohistoquimica, ELISA y/o WB, aunque en
ninguno de ellos determinan el tipo de isoforma de HLA-G. Hay casos en los que la
molécula no se detecta mediante ELISA, pero si mediante WB. Sin embargo, en los
casos en los que no se ha detectado HLA-G por esta técnica, tampoco se ha
detectado mediante ELISA. Por lo tanto, se obtiene mayor especificidad y sensibilidad
con el WB, que es la técnica utilizada en los estudios en los que se detecta la molécula
HLA-G en tejido o LP (160). Con el fin de lograr una aplicacion clinica, seria necesario
mejorar la sensibilidad del ELISA para la deteccion de HLA-G y comprobar la precision
de este método ampliando la muestra. De hecho, en el tratamiento del
hepatocarcinoma, la expresién de HLA-G medida en suero mediante ELISA y en las
lesiones malignas primarias mediante WB tiene un alto valor prondstico, y se
considera que los pacientes con expresion de la molécula en tejido hepatico maligno
tienen peor prondstico, utilizando la deteccion de HLA-G como un marcador prondstico
atil (161).

Centrando el analisis en las pacientes con endometriosis, uno de los objetivos
que aporta novedad al estudio es determinar si existe relacion entre los valores de

HLA-G vy la clinica de la enfermedad, tanto a nivel de sintomatologia y signos clinicos
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iniciales previos a la intervencién, como en caracteristicas anatomopatolégicas y la

evolucion observada en el tiempo.

Segun la hipoétesis inicial, altos niveles de HLA-G en estas pacientes podria
indicar una endometriosis mas resistente a la funcion del sistema inmune y por tanto,
mas activa, de mayor severidad, lo que podria traducirse en una sintomatologia clinica
mas acusada. Sin embargo, los niveles de HLA-G detectados tanto en suero como en
LP o LE no estan relacionados con la sintomatologia presentada por las pacientes y
valorada segun la EAV. De hecho, las pacientes que presentaron niveles no
detectables de HLA-G tuvieron valores mas altos de EAV. Si se observa cierta
asociacion entre el tamafio del endometrioma y una mayor cantidad de HLA-G en el
LP que puede ser debido a la reaccién inflamatoria generada en la cavidad peritoneal,
principalmente por la actividad aumentada de los macrofagos. También observamos
que valores altos de CA-125 en suero se asocian con niveles mas altos de HLA-G en
LE, lo que sugiere una mayor expresion de esta molécula por parte de las células
endometriales ectopicas que podria identificar lesiones mas activas con mayor
capacidad de crecimiento.

La endometriosis es una enfermedad hormonodependiente, por tanto su
crecimiento y actividad viene determinada por las fluctuaciones hormonales de las
diferentes fases del ciclo menstrual. En la bibliografia publicada sobre HLA-G y
endometriosis, existen escasos estudios que describan si existen o no variaciones en
los niveles de esta molécula en funcion de la fase del ciclo debido a esa caracteristica
fluctuante de la enfermedad, y los pocos datos aportados son controvertidos. Mientras
que unos apuntan a que so6lo es expresada en la fase menstrual (164), otros no
encuentran variaciones en los niveles segun las diferentes fases del ciclo menstrual
(140). En este ultimo estudio analizaron pacientes intervenidas por endometriosis o
miomas frente a pacientes sin patologia y observaron niveles en suero mas altos en
pacientes con leiomiomas respecto al grupo control o al grupo de endometriosis. Sin
embargo, pacientes con endometriosis postmenopausicas presentaban niveles de
HLA-G comparables a los del grupo de postmenopausia con leiomiomas Yy
significativamente mayores a los del grupo control de postmenopausia. Los autores
concluyen que la molécula HLA-G en suero podria ser utii como marcador para
evaluar el estado del microambiente donde se producen interacciones entre las células

del sistema inmune y las células endometriales.
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Nuestro estudio no incluye pacientes perimenopadsicas. Los resultados
muestran que los niveles de HLA-G en suero, LP y LE en pacientes con y sin
endometriosis son similares en las diferentes fases del ciclo. Sin embargo, dentro del
grupo de endometriosis, al relacionar estos valores con el grado de severidad
observamos que durante la fase proliferativa, los valores de HLA-G en LP fueron
notablemente mayores en endometriosis severa que en moderada, mientras que no
hubo diferencia en la fase secretora. Escogiendo a las pacientes en fase secretora,
observamos que los niveles eran significativamente mas altos en endometriosis severa

y moderada que en la clasificada como minima.

Teniendo en cuenta las formas de presentacion de la endometriosis (peritoneal,
quistica e infiltrante), observamos que los valores de HLA-G en LP fueron mayores en
los casos de endometriosis infiltrante frente a la endometriosis quistica o peritoneal en
fase secretora, con una tendencia a ser también méas altos en fase proliferativa. Asi
mismo, en los casos de ESRYV, incluida en la endometriosis infiltrante, se vié que los
niveles en LP también fueron mas altos que en las pacientes sin este tipo de
afectacion. Por tanto, se observa cierta variacion de los niveles de HLA-G en LP a lo
largo del ciclo menstrual, principalmente en las formas de endometriosis infiltrante
profunda. Estos resultados van en consonancia con los descritos por Mach et al, en los
que el nivel de HLA-G en suero de mujeres con endometriosis infiltrante fluctlia segun
el momento del ciclo menstrual, siendo valores mas altos que en los casos de
endometriosis quistica, en fase secretora. Estos valores observados en endometriosis

infiltrante fueron similares a los observados en cancer de ovario (167).

El aumento de los niveles de HLA-G en los casos de endometriosis infiltrante
puede ser debido a la actividad incrementada de las enzimas metaloproteinasas en el
microambiente de las lesiones endometridsicas, que se expresan en mayor cantidad
en casos de endometriosis infiltrante que en endometriosis quistica (168). Estas
enzimas degradan la matriz celular de la superficie peritoneal, permitiendo asi la
infiltracién del tejido y originando una reaccion inflamatoria, con gran cantidad de
infiltrados de macréfagos, que da lugar a una sintomatologia muy acusada en estos

casos y de dificil tratamiento.

La relacion que se observa entre los niveles de HLA-G y la endometriosis
infiltrante es un fendmeno similar al que se asocia con la produccion de HLA-G por
parte de las células del citotrofoblasto extravelloso de la placenta de forma temprana y

mantenida en el embarazo (169). La funcién de esta molécula es la induccion de un
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estado de tolerancia al feto semialogénico por el sistema inmunolégico materno y
permitir la invasion e implantacion en el endometrio. Algunos investigadores han
observado patrones de expresion de HLA-G aberrantes o disminuidos en
complicaciones del embarazo como el aborto espontaneo, la pre-eclampsia o fallos de
implantacion en fecundacion in vitro (170). Asi mismo, los blastocistos que secretan
HLA-G in vitro se asocian positivamente con una mayor tasa de implantacién

embrionaria (171).

La expresion de HLA-G también se ha descrito en diversos tipos de céncer, y
en algunos de ellos estda asociada con un mal pronéstico de la enfermedad. La
endometriosis es una enfermedad con cierto potencial de malignizacién a carcinoma
ovarico, habitualmente asociado a la presencia de endometriosis atipica, que se
caracteriza por la expresiéon del marcador tumoral p53. Por tanto, este tipo de
endometriosis podria estar asociada a mayores niveles de HLA-G. No hemos
encontrado estudios que comparen los niveles de HLA-G en endometriosis atipica vs
tipica, ni que analice las diferencias entre los valores de HLA-G segun la expresion de
la proteina p53. Nuestros datos muestran que los valores de HLA-G en suero y en LE
tienden a ser mas altos en las pacientes con endometriosis atipica, asi como en las
endometriosis, que sin mostrar atipia, son p53+. Las diferencias no resultaron
significativas, probablemente debido al tamafio muestral. Un aumento en el nimero de
casos permitiria establecer rangos de valores de HLA-G que determinen su asociacion
con la presencia de atipia y consecuentemente mejorar el diagnéstico y seguimiento

clinico de estas pacientes.

3. CONSIDERACIONES SOBRE LAS CELULAS TREG Y
CITOCINAS

Para funcionar adecuadamente, el sistema inmune debe discriminar entre lo
propio y lo ajeno. Los linfocitos Treg suprimen la activacion del sistema inmune una
vez neutralizada la causa que lo origind, protegiendo asi frente a la autorreactividad.
La importante funcion que cumplen estos linfocitos se pone de manifiesto en las
enfermedades autoinmunes que resultan cuando hay un defecto genético en las
mismas. En endometriosis hay pocos estudios al respecto, y apuntan a una alteracion
de estas células, lo que justificaria su implicacion en la patogenia y progresion de esta
patologia.
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Las células Treg naturales (nTreg) poseen el fenotipo CD4+CD25+Foxp3+ y
tienen la capacidad de suprimir la actividad de las células T CD4+, las células
dendriticas, las células T CD8+, las células NK, los monocito-macréfagos, los linfocitos
B, los eosindfilos, los osteoblastos, los basoéfilos y los neutréfilos. Las células Treg
inducibles se dividen en células reguladoras tipo 1 y en células Treg tipo TH3.

En este estudio, tras comparar las poblaciones iniciales en muestras de sangre,
los valores de las células CD4+CD25+Foxp3- mostraron niveles mas altos en los
grupos endometriosis y control que en el grupo de donantes, lo que muestra un nivel
de activacion de linfocitos mayor en los grupos con lesiones quisticas sin funcion T
reguladora. Un resultado similar se observé con la poblacion celular CD4+Foxp3+,
pero al estudiar los niveles de células con perfil Treg propiamente dicho no
encontramos diferencias entre grupos. Olkowska et al describieron que los niveles de
células Treg en sangre periférica y en LP no difieren entre el grupo control (mujeres
sanas) y el grupo de pacientes con endometriosis quistica (142). Su andlisis fue mas
alla y dentro de la poblacién de CD25+Foxp3+, identificaron 2 subpoblaciones:
CD25"" y CD25"". La subpoblacién de células CD25™"Foxp3+ corresponde a las
Treg (162-165) y sus niveles eran mas bajos en sangre en el grupo de endometriosis
que en el grupo control, lo que sugiere que la endometriosis estd asociada con una

alteracion de los Treg circulantes.

En nuestros resultados, las diferencias mas notables se observaron en la
poblacion celular CD4+CD25-Foxp3+, tanto en sangre como en LP. Sus valores fueron
significativamente mas altos en el grupo de endometriosis frente al grupo de donantes
y ademas, tanto en el grupo de endometriosis como en el grupo control, esta poblacién
mostré valores mas altos que la poblacion Treg CD4+CD25+Foxp3+. De esto
podemos deducir que en ambos grupos de pacientes existe un alto porcentaje de
células con marcador Foxp3+ pero no estan activadas, por lo tanto no ejercen su papel
inmunoregulador y podria desencadenarse una respuesta inmune descompensada.
Existen enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico en el que se
describen altos niveles de células CD4+CD25-Foxp3+ asociadas al nivel de actividad
de la enfermedad (172), es decir que la falta de activacion de estas células para que

desempefien correctamente su funcion favorece los fendmenos autoinmunes.

A la vista de estos datos, probablemente el aumento de las células Treg en la
cavidad peritoneal en pacientes con endometriosis no sélo sea debido al paso de las

mismas desde la sangre (traslocacion activa), sino también a su induccién a nivel
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local. Esta induccion puede ser mediada por citocinas tales como TGF-B e IL-10 (165,
166). Esta teoria puede sostenerse ante la deteccion de la subpoblacion de linfocitos
CD25""“Foxp3+ en LP de pacientes con endometriosis, ya que pueden representar
células Treg en vias de induccion a partir del tipo naive (173). El predominio de la
poblacion CD4+CD25-Foxp3+ podria tener una explicacion similar, tratdndose de
células que no logran ser inducidas a células Treg activas.

En condiciones fisioldgicas, las células Treg (174, 175) son estimuladas por IL-
2 y TGF-B e inhibidas por citocinas inflamatorias (176, 177). Algunos estudios apuntan
a que las Treg sélo utilizan la IL-2 para salir de su estado anérgico y activarse, y no
como mecanismo de supresion de los linfocitos TH (176, 177). En cuanto al TGF-B,
aunque hay estudios que han mostrado que puede no ser esencial en la funcion
supresora de las Treg, se ha visto que participa en la induccién de la expresion de
Foxp3 y de esta manera en el mantenimiento y la induccion de las células Treg a partir
de las células T naive. (146).

La induccion de Treg también puede ser mediada por citocinas como IL-10
(165, 166), aunque su participacion en la funcion de las Treg estd sujeta a
controversia, ya que existen estudios que muestran que la capacidad reguladora de
estas células es independiente de esta citocina (176, 177). Con esto podemos suponer
gue la IL-10 juega un papel importante en algunos subtipos de células Treg o en algin

tejido especifico pero no es esencial para su funcion.

El microambiente peritoneal en mujeres con endometriosis difiere del de
mujeres sanas. En endometriosis se han detectado niveles aumentados de IL-10 y
TGF-B en LP (92, 178). El grupo de Podgaec (179) estudié y compard poblaciones de
mujeres con endometriosis frente a mujeres sanas, concluyendo que las
concentraciones de TGF-B en LP eran mas elevadas en mujeres con endometriosis,
pero los valores eran similares para las concentraciones de 1L-10. Nuestros resultados
son acordes con estas conclusiones: no observamos diferencias entre grupos en los
valores de IL-10, tanto en sangre como en LP (aunque en LP los niveles son
visiblemente mayores). Respecto a los niveles de TGF-, aunque no se detectaron
diferencias, las medias son superiores en pacientes con endometriosis, principalmente
en LP. Los valores bajos y en algunos casos indetectables de las citocinas TGF- y
principalmente IL-10 observados en nuestros resultados podria justificar que los
linfocitos CD4+CD25-Foxp3+ sean mas abundantes que los CD4+CD25+Foxp3+. Sin

embargo, no encontramos asociacidn entre estas variables. Ademds, aunque los
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valores de estas citocinas tienden a ser mas altos en las pacientes con endometriosis,
los niveles de ambas poblaciones celulares son similares entre ambos grupos de
pacientes, por lo que no se puede determinar que esta alteracion en la poblacion de
células Treg esté asociada al desarrollo de la endometriosis. Se deberia aumentar el

namero de casos analizados para establecer conclusiones mas firmes.

Hemos comentado que el HLA-G es una molécula clase | no clasica del CMH
gque adopta siete isoformas, cuatro se encuentran ligadas a la membrana (G1-G4) y las
otras tres formas son solubles (G5-G7). Se ha demostrado que HLA-G5, una isoforma
soluble secretada por células madre mesenquimales, puede suprimir la funcién de las
células NK e inducir la proliferacién de células Treg CD4+CD25"""Foxp3+. Esta
secrecion de HLA-G5 parece ser IL-10 dependiente (180). En nuestros resultados, sin
embargo, no observamos correlacion entre los valores de HLA-G y los niveles de
células Treg detectados.

Los estudios revisados hasta la fecha incluyen pacientes con implantes
peritoneales o con endometriomas ovaricos, pero ninguno de ellos analiza una posible
correlacion entre los niveles de células Treg y los grados de severidad de la
endometriosis. Nuestros resultados muestran que la subpoblacién de células
CD4+CD25-Foxp3+ es mas elevada en sangre en los casos mas severos, sin que
haya asociacion con la forma de presentacién de la endometriosis. También los
niveles de CD4+CD25+ mas altos en endometriosis quistica nos muestran una mayor

activacion linfocitaria ante una mayor afectacion genital.

Segun la fase del ciclo en la que se encontraran las pacientes con
endometriosis en el momento de la obtencién de las muestras, nuestro analisis
muestra que, en fase secretora, tanto en sangre como en LP, existe un nivel mas alto
de células Treg. En LP hay un aumento también en esta fase de células CD4+ totales,
pero éstas incluyen tanto las Treg como las CD25-. Basta et al. detectaron la
presencia de células Treg en muestras de tejido endometrial en fase secretora de
pacientes sanas y en tejido endometriésico (144). Berbic et al. observaron que en
pacientes con endometriosis las células Treg presentan alteraciones significativas: la
cantidad de células Foxp3+ en endometrio eutdpico permanecen elevadas durante la
fase secretora del ciclo, cosa que no sucede en pacientes sanas (143). Se atribuye
esta falta de disminucién de las mismas al incremento de antigenos endometriales y a
la produccion continua de estrogeno local (181). En fase menstrual detectaron una

disminucion en la cuantia de células Foxp3+, pero el incremento previo de las mismas
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podria producir un efecto inmunosupresor sobre el resto de células del sistema inmune
presentes en el endometrio, lo que permitiria que los antigenos endometriales escapen
a la accion del sistema inmune y asienten en focos ectopicos. Este grupo propone que
el cimulo de antigenos endometriales, junto con la produccién estrogénica local y
factores angiogénicos, producen un efecto feedback positivo que asegura la expresion

continua de Foxp3 en endometriosis.

Por tanto, inicialmente, niveles altos de células Treg parece que permitirian la
diseminacion e implantacion de las células endometriales en lugares ectépicos. Al
alcanzar la cavidad y estar expuestas al medio peritoneal, las alteraciones moleculares
intrinsecas que presentan estas células y que les confiere cierta predisposicion
genética permitirian el desarrollo de los implantes endometriésicos. Como
consecuencia, la respuesta inflamatoria que se origina produce citocinas y factores de
crecimiento que estimulan la angiogénesis y la expresion local de aromatasa,
favoreciendo el crecimiento de las lesiones endometri6sicas. En nuestros datos,
encontramos una correlacién positiva entre los valores de TGF-B en suero y la
sintomatologia referida por las pacientes. En estadios méas avanzados de
endometriosis, la clinica se acentla; el TGF-B puede actuar en el desarrollo de los
estadios evolutivos de la endometriosis a través de la diseminacién y mantenimiento
de las células endometriales, adhesién e invasion del peritoneo, angiogénesis,
proliferaciéon de tejido y fibrosis (178). El crecimiento de la lesion llevaria a un aumento
en la sintesis de HLA-G, inhibiendo a las células citotoxicas del sistema inmunolégico.
Los macréfagos y linfocitos CD4+ con funciones celulares alteradas no logran eliminar
los implantes, lo que da lugar a una expresion continua de Foxp3 pero sin activacion
de la funcién inmunosupresora, desarrollandose una respuesta inflamatoria crénica
que podria llevar a la aparicion de fenébmenos autoinmunes. De hecho, en mujeres con
endometriosis existe una produccion de auto-anticuerpos no especificos que también
estan presentes en mujeres con fallo reproductivo como esterilidad o aborto
recurrente, lo que podria explicar la esterilidad en pacientes con endometriosis (182).
Otros autores han descrito anticuerpos antiendometriales presentes Unicamente en el
suero de mujeres con endometriosis que parecen reconocer también los implantes

endometridsicos (183).
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4. CONSIDERACIONES SOBRE RECURRENCIAS

El seguimiento de las pacientes se realiz6 durante al menos un afo, con
controles aproximadamente cada 6 meses con el objetivo de valorar la evolucion
clinica y la aparicibn de recurrencias. A partir del afio, el nimero de pacientes
revisadas descendi6 casi a la mitad. Las pérdidas se generaron por alta de la paciente

0 por no asistencia a la consulta.

La tasa de recurrencia observada al afio aproximadamente fue del 13.8%. Esta
tasa de recurrencia es alta pero comparable con la descrita en la literatura reciente
(184). La sintomatologia fue el pardmetro que presenté menor tiempo de recurrencia,

seguido del marcador CA-125 y posteriormente los endometriomas.

Respecto a los valores de HLA-G, observamos una correlacion positiva entre
los valores observados en suero y LP con el tiempo en el que se observé recurrencia
de los sintomas de las pacientes, de forma que a mayor nivel de HLA-G, mayor es el
intervalo libre de enfermedad de la paciente. A pesar de observarse niveles mas altos
de HLA-G en casos de atipia, este resultado es contrario al observado en algunos
tipos de cancer en los que la molécula es marcador de mal pronéstico clinico
(136,137). Como hemos comentado previamente y segln nuestros resultados, la
molécula HLA-G no parece ser un marcador especifico de endometriosis a nivel
sistémico, por lo que su asociacion con el pronéstico de la enfermedad no es

concluyente.

Respecto a las poblaciones celulares, se observé una correlacion positiva entre
los niveles de linfocitos CD4+CD25+Foxp3+ en sangre y el tiempo hasta recurrencias
de endometriomas y del marcador CA-125. Estos linfocitos podrian asociarse a formas
de endometriosis menos activas o agresivas, en las que el sistema inmunoldgico es
capaz de contener su progresion, y en las que las células Treg desempefian su
funciéon inmunosupresora para evitar una respuesta inflamatoria innecesaria. Habria
gue aumentar el nimero de casos analizados para intentar establecer rangos de

valores que permitieran determinar un pronéstico clinico mas preciso.

Para el andlisis del riesgo de recurrencia seleccionamos los parametros que
consideramos pudieran tener mas relacibn con la endometriosis y con un valor
prondstico en cuanto a su evolucion. Nos fijamos sobre todo en los pardmetros clinicos
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iniciales (EAV, tamafio de endometrioma y CA-125), puesto que habiamos obtenido
diferencias muy notables entre los grupos endometriosis y control. Ademas,
seleccionamos la variable de HLA-G en suero por haber encontrado diferencias entre
grupos y por tratarse de una molécula de facil medicion que podria ser de utilidad
como marcador predictivo de recurrencias. También consideramos para el andlisis las
variables de linfocitos CD4+CD25+Foxp3+ y CD4+CD25-Foxp3+ en sangre como
posibles factores prondstico e igualmente de facil medicion.

Independientemente de que cada parametro por si mismo presentara
asociacion o no a una mayor tasa de recurrencia de endometriosis, segun los valores
establecidos, comprobamos que la suma o la presencia de 3 6 mas de estos
pardmetros aumentaba la tasa de recurrencia de endometriosis. Este hallazgo confiere

a estos parametros valor predictivo sobre las recurrencias de la enfermedad.

La agrupacioén de las pacientes segun sumaran 3 6 mas factores por un lado, o
menos de tres por otro, permitid estimar la probabilidad de supervivencia de cada
grupo en un determinado tiempo, considerando "supervivencia" el tiempo en el que no
se habia observado recurrencia. Las pacientes con menos de tres factores con valores
por encima de la mediana mostraron una supervivencia mayor que las pacientes que
presentaron 3 6 mas de los parametros seleccionados, indicando que en ellas se

produce una recurrencia temprana.

Finalmente quisimos eliminar posibles factores que pudieran alterar los
resultados, como los antecedentes familiares y personales de endometriosis, los
tratamientos previos por endometriosis y esterilidad conocida, para determinar el
riesgo real de recurrencia. Teniendo en cuenta la presencia de cada uno de ellos,
observamos que las pacientes con 3 6 mas de los parametros anteriores tienen un
riesgo casi 3 veces superior de presentar recurrencias en comparacion con el grupo
gue solo presenta menos de tres factores con valores por encima de la mediana. Se
podria entonces considerar que la suma de estos factores en una paciente, con
valores por encima de los determinados, predice un peor prondstico clinico que el de

aquella paciente con sélo alguno de estos parametros alterado.
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La deteccion de la molécula de HLA-G en suero y LP no es especifica de
endometriosis. Esta molécula estd presente en suero, LP, LE y LQ tanto en
pacientes con endometriosis como en mujeres con quistes no endometriésicos. Sin
embargo, existe un cierto porcentaje de pacientes en ambos grupos en las que no
se detecta HLA-G en suero o LP. Las isoformas estudiadas corresponden a G1 'y
G5.

La molécula HLA-G se expresa en endometrio eutdpico y ectépico de pacientes con
endometriosis, lo que se confirma con los altos valores detectados en el LE

respecto al liquido de otros quistes. Las isoformas analizadas son G1 y G5.

Los niveles de HLA-G detectados tanto en suero como en LP o LE no estan
relacionados con la sintomatologia presentada por las pacientes, aunque existe
cierta relacién con el tamafio del endometrioma y los niveles de CA-125. El
diagnostico de endometriosis atipica y la expresion de p53 parece estar relacionado

con niveles mayores de HLA-G.

Los niveles de células Treg (CD4+CD25+Foxp3+) son similares en sangre y en LP
tanto pacientes con endometriosis como en el grupo control. Sin embargo, los
valores de CD4+CD25-Foxp3+ son mayores que los de las células Treg, siendo
mas elevados en sangre en los casos de endometriosis mas severos. No se
observa correlacion entre los porcentajes de linfocitos CD4+CD25+Foxp3+ y
CD4+CD25-Foxp3+ y los niveles de citocinas IL-10 y TGF-f3.

Los niveles de HLA-G y de células Treg varian a lo largo del ciclo menstrual, siendo

mas elevados en fase secretora.

Los niveles de HLA-G en LP asi como los de células Treg en sangre y LP, son

mayores en los casos de endometriosis infiltrante.
El riesgo de recurrencias en endometriosis no aumenta cuando se consideran

parametros clinicos o moleculares de forma independiente. Sin embargo, si se

observa un claro aumento del riesgo cuando concurren varios de estos parametros.
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