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Introduccion

1. La infertilidad y sus posibles causas

La infertilidad se define como la incapacidad para concebir un hijo de manera

natural, o de llevar a término un embarazo despues de un afio de vida sexual activa.

El Consejo Internacional de Difusion de Informacién sobre Infertilidad considera

que una pareja es infértil si:

= No han concebido después de mas de 12 meses manteniendo relaciones sexuales sin
proteccion, o después de 6 meses si la mujer tiene mas de 35 afios de edad. La
duracién reducida para mujeres de méas de 35 afios se debe al rapido declive de la
fertilidad a partir de esa edad.

= No puede llevarse el embarazo a término.

La infertilidad afecta aproximadamente al 15% de las parejas. Alrededor del 21%
de los casos se deben a un factor masculino, el 33% a un factor femenino, el 40% es de

tipo mixto, y el resto (6%) a causas desconocidas.

Existen muchas razones por las cuales una pareja puede no ser capaz de concebir,
0 no ser capaz de hacerlo sin asistencia médica. Las causas de infertilidad femenina son

maultiples y algunas de ellas se indican a continuacién:

e Edad avanzada: a medida que aumenta la edad por encima de los 35 afios
comienzan a reducirse las posibilidades de embarazo, debido a que los 6rganos
reducen su capacidad de maximo funcionamiento con el tiempo.

e Enfermedades de la tiroides o de las glandulas suprarrenales.

e Obesidad.

e Trastornos alimenticios.

e Alcohol, drogadiccion, tabaquismo y otros toxicos.

e Enfermedades hepaticas que afectan al metabolismo de los estrogenos.

e Diabetes.

e Malformaciones en el Gtero, adenomiosis, infecciones y tumores.

e Malformaciones en el cérvix, endometriosis, cirugia, quistes, infecciones y
tumores.

e Obstruccion en las trompas originada principalmente por endometriosis,

infecciones, malformaciones, implantes ectopicos antiguos y tumores.
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e Enfermedad inflamatoria pélvica: por infecciones y endometriosis.
e Tumores, quistes y endometriosis en los ovarios.
e Alteraciones en la vagina del moco cervical, alergia, infeccion, traumatismo, uso

de lubricantes, etc.

Muy frecuentemente coexisten varias de las causas anteriores y el encontrar una

causa no descarta la presencia simultanea de otras.

Las reacciones inflamatorias originadas por infecciones y endometriosis (muy
comdn y con diversas localizaciones) suelen ocasionar obstruccion, adherencias,
formacion de quistes, etc., con efectos negativos para la fertilidad. Asi, el tratamiento de
la inflamacion mejora las posibilidades de embarazo, siempre y cuando no haya otras

causas asociadas.

La endometriosis es una de las principales causas de infertilidad y se define como
la presencia de endometrio (recubrimiento de la cavidad uterina) fuera de la cavidad
uterina. Ocurre en el 10% de las mujeres en edad fértil y afecta a entre un 30 y 50% de
mujeres con infertilidad. Tiene lugar cuando las células endometriales, que revisten el
utero de la mujer, crecen en otras partes del cuerpo. A diferencia de las células
endometriales del Utero, que se desprenden durante la menstruacion, las que crecen
fuera de él no se desprenden, causando dolor, sangrado e infertilidad, expandiéndose
ademas de forma similar a como lo haria una infeccion o un tumor, lo cual sugiere

deficiencias inmunoldgicas que permitirian la implantacion de esas células.
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2. Endometriosis

2.1 Definicion y etiopatogenia

Definicién

La endometriosis engloba dos tipos:

La adenomiosis (endometriosis interna), caracterizada por la presencia de

endometrio en el interior del miometrio.

La endometriosis (propiamente dicha) que se refiere a la endometriosis externa,
en la cual el foco de células endometriales se encuentra fuera de la cavidad uterina y del

miometrio. El presente trabajo se centra en este tipo de endometriosis.

La endometriosis es frecuentemente descrita como un enigma clinico, reflejando

asi la ausencia de una etiologia establecida y de maltiples matices metodoldgicos.

La primera descripcion de la condicion inicialmente llamada “adenomioma” fue
realizada en 1860 por el patdlogo aleman Carl Von Rokitansky, quien encontrd
glandulas endometriales en el miometrio y designo a este hallazgo como “cistosarcoma
adenoides uterinum”, aunque no fue hasta 1954 cuando Sampson cred el término de

endometriosis.

La endometriosis se define como la presencia de glandulas y estroma endometrial
fuera de la cavidad uterina, es decir, implantes ectdpicos de tejido endometrial, que
tiene efectos sobre el liquido peritoneal, el nimero y la actividad de los macrofagos y

los picos de LH (hormona luteinizante) entre otros [1].

Etiopatogenia

Existen varias teorias para explicar la endometriosis. La teoria de la metaplasia
celémica se basa en la capacidad del epitelio celémico; durante la etapa embrionaria
para diferenciarse a diversos tipos de tejidos (como los conductos de Wolff o Mller, o
el propio endometrio), lo cual también podria suceder en la vida extrauterina. Sin

embargo, no se ha podido demostrar la capacidad de diferenciacion del peritoneo
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maduro, ademas del hecho de que los procesos metaplasicos aumentan con la edad,

mientras que la endometriosis se limita a la vida reproductiva.

Otra teoria es la del transporte endometrial a distancia, que puede explicar
localizaciones alejadas si se lleva a cabo por via hemaética o linfatica, mientras que la
teoria de la via canicular de Sampson se refiere a la teoria de la menstruacion
retrograda, que postula que el endometrio descamado en la menstruacién pasa a la
cavidad abdominal a través de las trompas. Esto presupone la capacidad del endometrio

descamado para reimplantarse y desarrollarse.

Sin embargo, estas teorias por si solas son incapaces de explicar por qué en unas
mujeres se produce la endometriosis y en otras no ante las mismas circunstancias. El
transporte endometrial, independientemente del modo que se produzca, requiere unos
factores permisivos para su implantacion y el desarrollo de la endometriosis. Estos
factores permisivos pueden ser hormonales (puesto que los estrogenos no parecen ser
necesarios para la implantacién pero si para su mantenimiento) o factores de
crecimiento y factores angiogénicos procedentes de las propias células endometridsicas

o0 de los tejidos circundantes.

La disfuncion inmunitaria también se describe en la etiopatogenia ya que el
autoantigeno de las células endometriales podria ser diferente en mujeres con
endometriosis (0 que los monocitos tuviesen una funcion alterada que lo interpretasen
como diferente), lo que produciria una alteracion en la produccion de factores de
crecimiento por los macrofagos y una respuesta diferente del clon de células T. En el
caso de las células B, producirian autoanticuerpos que actuarian de forma
indiscriminada sobre las células endometriales influyendo en la implantacion ovocitaria

condicionando asi fendmenos de esterilidad e infertilidad.

La hipdtesis mas comun en cuanto a la etiopatogenia de la endometriosis, es la
teoria de la menstruacion retrograda, en el cual las células endometridsicas deben
persistir y progresar. Por ello, la definicion propuesta de la enfermedad incorpora estos
dos nuevos conceptos, la persistencia y la progresion, y su uso puede aumentar la
probabilidad de observar verdaderas asociaciones en los estudios etioldgicos [2]. La
hipbtesis de la menstruacion retrograda se sostiene por sustanciales evidencias

demostradas ya hace afos:

10
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e Se han encontrado células endometriales viables en el efluente menstrual y
el fluido peritoneal. [3].

e El endometrio puede implantar y crecer sin cavidad peritoneal. [4].

e Todas las mujeres tienen cierto grado de menstruacion retrograda. [5].

e Existe una asociacion entre la obstruccion menstrual y la endometriosis.

[6].

Alrededor del afio 2000, diversos estudios aportaron nuevos datos apoyando esta
teoria, demostrando ademas de forma especifica que el endometrio, tanto estroma como
epitelio, pueden adherirse rapida y facilmente al mesotelio intacto [7, 8]. Esto demuestra
que el mesotelio intacto no parece constituir una barrera de defensa frente a la adhesion
de fragmentos endometriales, y que las lesiones en el revestimiento mesotelial no son

un prerrequisito para la adhesion de células endometriales.

En los altimos afios se han identificado alteraciones especificas tanto constitutivas
como adquiridas en tejido eutOpico y ectopico en pacientes con endometriosis que
favorecen la implantacion endometrial. Moléculas implicadas en apoptosis, adhesion,
angiogenesis, y en el mecanismo de escape inmunolégico, han sido reconocidas como
diferencias cualitativas y cuantitativas en el endometrio de mujeres con endometriosis
comparado con el endometrio de mujeres sin la enfermedad [9, 10]. Esto puede explicar

porqué sélo algunas mujeres desarrollan la patologia.

En este contexto ha de considerarse que la endometriosis por si misma favorece
una situacién inflamatoria peritoneal que puede contribuir al mantenimiento de la
patologia [11]. Es posible que muchas de las alteraciones moleculares encontradas en
endometrio ectopico de mujeres con endometriosis son méas bien una consecuencia de la
inflamacion peritoneal que una causa de la enfermedad. Por otro lado, algunos de los
cambios endometriales involucrados en la implantacion pueden depender de una

predisposicion genética especifica [12].
2.2 Localizacion e histopatologia de la endometriosis
La localizacion mas abundante de la endometriosis es en los ovarios con un 50 y

un 55% de todos los casos diagnosticados; le sigue las localizaciones tubéaricas (12,8%)

y peritoneal (16%) (sobre todo en porciones mas declives como el fondo de saco de

11



Introduccion

Douglas (26%), ligamentos utero-sacros (60%), etc). Localizaciones menos frecuentes
dentro del aparato genital las constituyen el cuello uterino, vagina, tabique recto-vaginal
y vulva. Por otro lado, se han hallado lesiones también en el colon sigmoide, en el
apéndice, cicatrices del abdomen y del ombligo, en el uréter e incluso en localizaciones
mucho mas alejadas del punto de migracion como son el diafragma, la pleura, los

pulmones, el bazo, la vesicula biliar o el rifion [13].
Histopatologia

El estudio histopatologico muestra que las lesiones endometridsicas consisten en
glandulas endometriales o estructuras similares, mostrando caracteristicas proliferativas
0 secretoras, que contienen estroma, y en las que se observa hemorragia. Como tal, la
endometriosis esta formada por lesiones tipicamente hemorréagicas, que ocasionan

reaccion inflamatoria, fibrosis, adherencias y formacion de endometrioma [14].

Se ha demostrado que existe una diferencia sustancial del tejido endometridsico
segun su localizacion; la endometriosis ovarica, la peritoneal y los nodulos
adenomidsicos del septo rectovaginal son tres entidades diferentes. Indican que existe
similitud entre el endometrio eutdpico y las lesiones peritoneales, sugestivas de que
estas lesiones representan el primer estadio de la implantacion temprana de las

glandulas y el estroma endometriales [15].

Las lesiones de endometriosis aparecen como implantes incoloros (aparentemente
en las mujeres jovenes), de color rojo cereza, azul oscuro o negros (en las mujeres
mayores de 30 afios), o blancos o amarillentos (que representan fibrosis), y son lesiones
gue generalmente abultan la serosa. Sin embargo, la lesion no siempre es observable,
aun durante la magnificacion con laparoscopia. Otras formas de presentacion de la

endometriosis son los quistes de “chocolate” y los defectos tipo quemadura o ventana.

En los analisis de anatomia patoldgica para la identificacién y diagnostico de la
endometriosis, se diferencian dos estudios, uno a nivel macroscopico y otro a nivel

microscopico.

En el analisis macroscopico, a nivel ovarico puede apreciarse desde un pequefio
punteado granuloso de color frambuesa en la superficie, a una formacion de grandes

masas quisticas, conteniendo sangre antigua de color amarronado, por lo que reciben el

12



Introduccion

nombre de “quistes de chocolate”. Estos quistes son habitualmente encontrados en
reproduccion asistida a la hora de la puncion de los foliculos, lo que indica entonces la

causa de la infertilidad femenina en esos casos.

A nivel cervical se aprecian punteados azulados, marrones o0 rojizos, a veces con
tendencia a la hemorragia y ulceracion superficial, y a nivel de vulva y vagina, suele
manifestarse como nddulos azulados con frecuentes variaciones ciclicas. En otras
localizaciones también se aprecian nodulaciones mas o menos fibroticas y punteados

marrones o rojizos con tendencia a la ulceracion y sangrado

Al nivel peritoneal se aprecian puntos gris-azulados o amarronados de distintos
tamafos en “quemadura de poélvora”; también placas blanquecinas, petequias rojas,

areas “en llama” o vesiculas claras.

En el anélisis microscopico, en la mayoria de los casos se observa la presencia
ectdpica de un endometrio normal con sus componentes glandular y estromales, que
frecuentemente es funcional, sufriendo los tipicos cambios de proliferacion, secrecion y
descamacion. En el caso de las endometriosis ovaricas, comunmente llamados “quistes
ovaricos de chocolate”, presentan un estroma endometrial con abundantes macr6fagos
cargados de hemosiderina (pigmento amarillo que indica mayor cantidad de hierro del

necesario) y grasa.

13
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2.3 Clasificacion de endometriosis

Existen numerosas clasificaciones, tanto descriptivas como para determinar el

prondstico. La méas conocida ha sido la de Acosta, variantes es la de la Sociedad

Americana De Medicina Reproductiva (SAMR). Esta clasificacion establece los

siguientes grados:

Grado | o minima
Grado Il o leve
Grado 11l o moderada

Grado IV o severa

Dichos grados se establecen de acuerdo a los siguientes parametros establecidos

por laparoscopia o laparotomia [16]:

Localizacion: peritoneal, ovarica o tubérica.
Tamarfio: menor de 1 cm, de 1 a 3 cm, 0 mayor de 3 cm.
Obliteracién del fondo de saco de Douglas, parcial o total.

Adherencias; laxas o firmes.

Muchos profesionales utilizan una tabla (figura 1) con diversas puntuaciones para

asignar el grado de endometriosis a diagnostico:

14
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PUNTUACION PARA VALORAR LA ENDOMETRIOSIS PELVIANA
Laparoscopia ... . Fecha interv.
Laparotomia . Fecha imterv.
o
g ENDOMETRIOSIS < 1cm, 1-3am, = 3 om.
o
'E_ Superficial 1 2 4
& -
a Frofundo 2 4 [}
D. suparficial 1 2 | 4
% Prafunds 4 1% [ 20
g L. superticial 1 2 4
Profundo 4 16 20
QBLITERACION Parcial Total
DE DOUGLAS 4 [ 40
ADHEREMNCIAS Ocupan < 1/3 Ocupan 1/3—2/3 Ocupan = 213
o
T 0. laxas 1 2 4
< - S
5 Firmes 4 ] 16
I laxas 1 2 4
Firmes 4 & | 16
O. laxas 1 2 4
= N
% Firmes 4 & 18
e I. laxas 1 2 4
= - :
Firmes 4 & 16
FUENTE: The American Fertility Sacioty. 1985,
* Silas limbrias fubdricas estan completamente alecladas, asignar 16 puntas. TOTAL
ENDOMETRIOSIS ADICIONAL ] Est.1  (minimo} 15
i [ ] Est.n (medio) 815
PATOLOGIA ASOCIADA | Est. Il (moderada)  16-40
Est. IV (severo) 40
FIRMA DEL MEDICO

Figura 1: Tabla utilizada por algunos profesionales para asignar el grado de la endometriosis.

Sin embargo, actualmente tiene mayor

interés

la clasificacion francesa

denominada FOATI (F: foco; O: ovario; A: adherencias; T: trompas; I: inflamacidn)

que incluye a la inflamacidn dentro del sistema de puntuacion (tabla 1).

Tabla 1: Clasificacion FOATI que incluye a la inflamacion

Foco .
_ _ ] Inflamacion
(implante) Ovario Adherencias Trompas
0 No existe O Normal 0 Ausencia 0 Normal Ui Ots <+ X
1 Movilidad de trompas y ovarios 1 Oclusién o,
Ovario + 0 x
1<1lcm 1<lcm conservada parcial
Adherencias +0
2dela3s 2 Movilidad parcial de trompa y/u 2 Oclusién «
2dela5cm cm ovario total
3de3a5 3 Ausenciade movilidad de trompa 3 Bilateral o ,
Trompas + 0 X
3>5cm cm y/u ovario multifocal
- 4 >5cm 4 Douglas ocupado -

+: presencia de inflamacion; X:

histologia dudosa 0 no comprobada.

15
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3. Epidemiologia de la endometriosis

A pesar de ser una enfermedad muy estudiada y de suponer un alto coste sanitario
en cuanto a atencion medica, existen pocos datos recientes acerca de la prevalencia e
incidencia de esta patologia. ElI conocimiento sobre la epidemiologia de la
endometriosis se ve obstaculizada por la incapacidad para diagnosticar esta enfermedad
en la poblacion general. Basado en un estudio de cohorte Unica, se estima que existe una
prevalencia del 10% de esta enfermedad en la poblacion general [17]; no existen
estudios en cuanto a epidemiologia en Espafia, pero si se analizan los resultados de
Alemania, existe una prevalencia de 8,1 por cada 1.000 mujeres, y una incidencia de 3,5
por cada 1.000 mujeres. Destacan ademas que la mayor prevalencia de la patologia se
encuentra en el rango de 35 a 44 afios con un valor de 12,8 por cada 1.000 mujeres.
[18].

Se considera que las estimaciones que se conocen en cuanto a prevalencia de la
patologia son solo “la punta del iceberg de la endometriosis”. Se estima que entre un 30
y un 50% de las mujeres sometidas a cirugia acaban siendo diagnosticadas de
endometriosis de forma casual [19, 20], puesto que hasta un 43% de mujeres
asintomaticas presentan esta patologia [19, 21], e incluso existen mujeres cuyas lesiones
no progresan o remiten espontaneamente [22]. Ademas, hay evidencias de que los
resultados de estudios de incidencia de endometriosis dependen del método de
diagnostico y del marco de muestreo. De hecho, se considera que alrededor del 11% de
las mujeres que padece endometriosis estan sin diagnosticar a nivel poblacional, lo que

conlleva errores en el disefio e interpretacion de estudios epidemioldgicos [23].

Existe una alta prevalencia (45-50%) de endometriosis entre mujeres con dolor
pélvico crénico y asintomaticas (tanto fértiles como infértiles) que apoya la idea de que

la endometriosis puede ser una condicion parafisioldgica [19].

4. Factores de riesgo

Los factores de riesgo de la endometriosis no estan definidos con claridad. Las
enfermedades autoinmunes, y el estrés a través del mecanismo de liberacion de
mediadores inflamatorios, parecen aumentar el riesgo de padecer esta patologia [24-26].

Sin embargo, factores como la menstruacion [27-30], la toma de anticonceptivos orales
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[21, 31-33], historia familiar [34, 35]o el indice de masa corporal (IMC) [16, 27] no
muestran una relacion clara con el desarrollo o progresion de la enfermedad. Se sugiere
un mayor riesgo asociado a alteraciones de los ciclos menstruales, un hecho relacionado
directamente con los valores de IMC, y una relacién inversa en cuanto a la paridad. En
cuanto a los anticonceptivos orales, parece ser que suprimen la patologia durante su uso,

pero los implantes endometriales sobreviven y se reactivan tras el cese del tratamiento.

Por otra parte se ha descrito que factores como el tabaco y el ejercicio fisico

disminuyen el riesgo debido a su accidn anti-estrogénica, [27, 28, 33].

5. Diagnostico y tratamiento de la endometriosis

Diagndstico

Si bien la endometriosis no posee una clinica especifica, hay algunos aspectos que
permiten orientar su diagndstico. En las adolescentes con dismenorrea intensa, la
endometriosis puede estar presente hasta en un 50% de los casos. Las algias pélvicas
(dolor menstrual) pueden aparecer también fuera de la regla, y suelen relacionarse con
la profundidad de las lesiones. Las alteraciones menstruales y fendmenos hemorragicos
pueden producir la destruccion del tejido ovarico y provocar desde pequefias
alteraciones en el ciclo hasta la anovulacion. Esto, junto a la hiperemia genital asociada
(exceso de sangre), conduce a apoyar la teoria de la menstruacion retrograda como

causa [13].

La esterilidad e infertilidad se da en un 30%-50% de mujeres con endometriosis.
Existen varios factores que implican a la endometriosis entre las causas de esterilidad,
como la destruccion y alteracion de la funcion ovérica, la formacion de adherencias
pélvicas severas con distorsion e incluso obstruccion tubéarica, y las sustancias
producidas por el endometrio ectdpico o células inmunitarias. Los macréfagos producen
una alteracion caracteristica del liquido peritoneal que puede interferir en la motilidad y
supervivencia de los espermatozoides, maduracion folicular, expulsion y maduracion

del ovocito, fecundacion, desarrollo y transporte de las primeras etapas del embrion.

Para el diagnostico se utiliza la anamnesis (datos recogidos por un profesional
sanitario mediante preguntas especificas) de forma orientativa, analisis bioquimicos

(donde el marcador CA 125 esta frecuentemente elevado en casos de endometriosis),
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estudio por ecografia y la resonancia magnética nuclear (RMN), que aungue es una
técnica muy sensible que permite identificar lesiones ocultas, su elevado coste hace que

no se incorpore al habitual esquema diagndstico.

Sin embargo, la técnica que més se usa para confirmar el diagnostico de una
endometriosis sigue siendo la laparoscopia o laparotomia, ademas de serlo también para
el tratamiento quirurgico, obteniéndose muy buenas tasas de embarazo y nacido vivo

tras su utilizacion en ambos procedimientos [36].
Tratamiento

La endometriosis es a menudo tratada quirdrgicamente, pero con una mayor tasa
de recurrencia, lo que sugiere que una combinacion de tratamiento quirdrgico y
farmacol6gico podria proporcionar mejores resultados. El objetivo principal del
tratamiento farmacoldgico para la endometriosis es detener el crecimiento y la actividad
de las lesiones de endometriosis. Dicho tratamiento debe ser completamente

individualizado [37], atendiendo a:
e Edad de la paciente.
e Deseo de descendencia.
e Tamafio, extensién y localizacion de los focos.

El tratamiento quirGrgico es el primer planteado aunque cada caso debe
individualizarse. Se puede realizar una cirugia conservadora o agresiva; el caso de la
cirugia conservadora se realiza en mujeres jovenes, con focos relativamente poco
extensos e intencion reproductiva y se asocia con una mayor tasa de embarazo y una
menor tasa de recurrencia a pesar de constituir una grave lesion sobre la resera ovarica
[38, 39]. En general, cabe conservar la anatomia pélvica al maximo posible.
Posteriormente se requiere un ciclo de tratamiento adyuvante por lo menos durante 3-6
meses, y después reevaluar los resultados mediante RMN, ecografia, laparoscopia o
incluso laparotomia a modo de “second look”. Conseguida la curacion clinica, se
recomienda la pronta gestacién que, ademas de ser la meta deseada, se constituye en una
forma ideal de tratamiento endocrino durante 9 meses, aunque este hecho no esté
admitido por todos. En este tipo de tratamiento conservador se espera entre un 8 y un

15% de recidivas.
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El caso de la cirugia agresiva se emplea para endometriosis extensas y mujeres
con hijos. Se practica una histerectomia abdominal con doble anexectomia y eventual
apendicectomia.

Ademés de la cirugia existen otras alternativas, como el tratamiento

farmacoldgico que puede emplearse en tres situaciones:

1. Como adyuvante tras la cirugia para evitar recidivas, eliminando focos

microscopicos, considerandose la indicacion fundamental.

2. Como terapia primaria en casos leves que no requieran intervencion

quirdrgica o que sean meramente sospechados por la clinica.
3. Como terapia de mantenimiento a la espera de intentar la gestacion.

Los principales objetivos de la terapia farmacologica incluyen el alivio de los
sintomas, la resolucién de los actuales implantes de endometriosis y la prevencion de
nuevos focos de tejido endometrial ectdpico [40]. Este tratamiento farmacolégico se
basa principalmente en formar un ambiente hipoprogestageno-hipoestrogénico,
inhibiendo la liberacion de gonadotrofinas hipofisarias y provocando una

“pseudomenopausia’.

Dar a conocer mejor la patogénesis de la endometriosis en los niveles celulares y
moleculares nos puede dar la oportunidad de utilizar nuevos agentes especificos para el
tratamiento, y con nuevos productos farmacéuticos que afectan la inflamacion, la
angiogenesis y la actividad de las metaloproteasas de matriz. Muchos de estos nuevos
agentes prometedores pueden prevenir o inhibir el desarrollo de la endometriosis. Se
necesitan ensayos clinicos pueden determinar si estas nuevas terapias son mejor que las

actuales estrategias de tratamiento medico para la endometriosis [41].

6. La endometriosis y la infertilidad

Clinicamente, la endometriosis se asocia con la infertilidad, aunque la etiologia de

esta asociacion no esta clara.

Muchos estudios en reproduccion asistida han sugerido tasas de embarazo
menores en mujeres con esta patologia, llegando a ser de casi la mitad comparado con

mujeres sin endometriosis. Ademas, los resultado de fecundacion in vitro (FIV),
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sugieren una peor reservar ovarica en endometriosis avanzadas, calidad disminuida en
ovocitos y embriones, y peores tasas de implantacion; se han descrito ademas altas tasas
de abortos, complicaciones en partos prematuros, restricciones de crecimiento
intrauterino, y preeclampsia [42, 43]. El fluido peritoneal de mujeres con endometriosis,
con altas concentraciones de citoquinas, factores de crecimiento, y macrdfagos
activados, se ha visto que es toxico para el esperma y tiene un efecto adverso en la
supervivencia de los embriones [44].

Desde un punto de vista epidemioldgico, el estadio | de la endometriosis no es
mas comun en mujeres infértiles que en mujeres de la poblacién general. Sin embargo,

estadios entre 11 y IV son mas frecuentes en mujeres infértiles [45].

El tratamiento mas efectivo para la infertilidad asociada a endometriosis, sigue
siendo la FIV [46], ya que se ha visto que las tasas de embarazo en mujeres con esta
patologia aumentaban tras hiperestimulacion con inseminacion intrauterina [46, 47]. Sin
embargo, se ha demostrado que en mujeres con esta patologia existe una mayor pérdida
del embarazo, lo que puede asociarse a una alteracion en la receptividad endometrial
[48].

7. La endometriosis y la inflamacion

La inflamacidon es una respuesta a la infeccion, irritacion o lesion, que se conoce
como un tipo de respuesta inmunitaria no especifica, ya sea aguda o cronica. El trafico
de células inmunes es un componente importante del desarrollo endometrial ciclico en
cada ciclo menstrual y son necesarias para la funcién del endometrio, produciendo una
gran variedad de citoquinas. La inflamacién altera la receptividad del endometrio,
aunque también pueden desempefiar un papel en la reparacion de tejidos y su
remodelacion. Por otro lado, afecta el trofoblasto y por tanto a su interaccion con el
endometrio. A pesar de todas estas alteraciones, si es cierto que algunos componentes
de la respuesta inmune son necesarios para la 6ptima fertilidad y la remodelacion de los

tejidos normales [49].

La endometriosis puede ser considerada una enfermedad inflamatoria; hay
suficientes evidencias acerca del aumento de niveles de citoquinas y factores de
crecimiento en el liquido peritoneal, alteraciones en la actividad de las células de células

T, células B, mastocitos, células dendriticas y macrofagos en el endometrio ectopico y
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en las lesiones endometriales. Ademads, los macrofagos peritoneales se ven
incrementados en numero, concentracion y actividad en estas mujeres. Se sigue
investigando el potencial que presentan los cambios en las células T reguladoras para

influir en el establecimiento y progresion de la enfermedad [11, 50].

La patogénesis de la endometriosis puede estar asociada con la capacidad de las
células endometriales de contrarrestar la respuesta inmunoldgica local [51]. Las
evidencias encontradas tanto in vitro como in vivo muestran que la inmunologia de la
endometriosis exhibe caracteristicas tipicas de células capaces de evadir la
inmunovigilancia [52-55] y no solo eso, sino que ademé&s es capaz de utilizar los
mecanismos inflamatorios para promover su crecimiento dentro de la cavidad peritoneal
[56].

Los casos sintomaticos se han asociado con la desregulacion de la produccion de
citoquinas en el endometrio eutdpico y ectépico [57]. Al menos en algunos casos, esto
parece estar asociado con la inflamacion crénica local y anticuerpos auto-reactividad
[58]. Sin embargo, la enfermedad se asocia comunmente con inflamacién pélvica
cronica; en la cavidad peritoneal de estas pacientes se encuentran niveles anormales de
células inmunes, como macréfagos, natural killers y células dendriticas. Varios estudios
han demostrado que las células inmunoldgicas peritoneales son disfuncionales y pueden
contribuir al desarrollo de la endometriosis, mas que a detectar y eliminar las células

endometriales ectdpicas como cabria esperar [59].

Lo que aln no se conoce con certeza es si los cambios inmunoldgicos que se
encuentran en el tejido endometrial eutdpico de pacientes con endometriosis es un

acontecimiento primario o secundario [60].

En lo que respecta a la endometriosis, varios estudios han analizado citoquinas
aisladas o paneles de las mismas, y se han encontrado resultados variados [61, 62],
incluyendo alteraciones en la actividad de los linfocitos B, un incremento en los niveles
de componentes del complemento C3 y C4, y la presencia de una mayor concentracion

de anticuerpos comparado con mujeres sin endometriosis [63, 64].

Las citoquinas son un grupo de proteinas solubles de peso molecular variable de
las que se han identificado méas de 200, y se han dividido en subgrupos: interleuguinas
(IL), factores de crecimiento, quimioquinas, interferones (IFN), factores

hematopoyéticos, y factores estimuladores de colonias [65].
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Tradicionalmente las citoquinas han sido divididas en pro-inflamatorias (IL-1, IL-
6, TNFa, TGFB,...) y anti-inflamatorias (IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-13,...). En muchas
enfermedades se ha descrito un balance entre factores pro- y anti-inflamatorios, incluido
en la endometriosis [66]. Algunas de ellas han sido estudiadas en células de la granulosa
como potenciales marcadores de causa de infertilidad; la 1L-23 y TNFa se relacionan
con la endometriosis, mientras que un mayor CD44 pero menor IL-1B ¢ IFNa se
relacionan con infertilidad por factor tubérico entre otros [67]. En relacion a esto se ha
descrito el importante papel que juegan el IFNy y el factor de necrosis tumoral o

(TNFa) en la ovulacion y la fertilizacion, asi como la IL-1 en la implantacion [68].

Las interleuquinas son un subgrupo de citoguinas que actian como mensajeros
quimicos a corta distancia, siendo sintetizadas por diferentes tipos celulares durante la
activacion de la inmunidad innata y adquirida. Principalmente son los leucocitos
quienes las sintetizan, aunque también pueden intervenir células endoteliales,
epitealiales o del estroma. Son proteinas de bajo peso molecular y su principal funcién
es regular los eventos que atafien a las funciones de las células del sistema inmunitario,
como la activacion, diferenciacion o proliferacion celular, la secrecion de anticuerpos, la

quimiotaxis, la regulacién de otras citoquinas y factores, entre otras [69].

Las interleuguinas son el principal medio de comunicacion intracelular y sirven
para iniciar la respuesta inflamatoria y definir la magnitud y naturaleza de la respuesta
inmunitaria especifica. Se conocen en la actualidad no menos de 33 interleuquinas [70];
mientras algunas de ellas (IL-4, IL-10, IL-11) presentan esencialmente efectos
favorables, otras (IL-1, IL-6, IL-8), paralelamente a su funcion defensiva, pueden

también ser deletéreas para el organismo [71].

Mediante el analisis de citoquinas secretadas en sangre y en la cavidad peritoneal
se ha observado que pacientes con endometriosis tienen concentraciones mayores de
IFNy (responsable de aumentar la resistencia a la apoptosis de celulas endometriales) e
IL-10 en fluido peritoneal comparado con pacientes sin la enfermedad [72], resultados
que sirvieron para confirmar estudios anteriores [73]. Sin embargo, en un estudio
realizado en pacientes sometidos a fecundacion in vitro, los autores concluyeron que la
IL-10 tenia una concentracion mayor en pacientes fértiles que en mujeres con
endometriosis, y que ademas ocurria lo mismo en pacientes fértiles frente a mujeres

infértiles sin causa aparente, lo que prueba que la respuesta de perfil anti-inflamatorio
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(Th2) facilita la implantacion trofoblastica al comienzo del embarazo. La IL-4 también
se encontré aumentada en pacientes de endometriosis, tanto en concentracion como en
la expresion de su ARN mensajero; todo esto sugiere que la endometriosis es una
enfermedad en la que ambas ramas de la respuesta inmune estan involucradas, pero la
informacidén mas significante indica que existe un balance hacia la respuesta Th2 [66,
74].

Recientemente se ha postulado que ciertas interleuquinas inflamatorias, como son
la IL-6 y la IL-1pB, favorecen el aumento de la haptoglobina (eHp) endometrial en el
tejido ectdpico endometrial de casos de endometriosis, facilitando la patogénesis de la
enfermedad [75].

La alteracion del peritoneo repercute en la relacion de células endometridsicas con
la respuesta inmune. Ademas, las citoquinas, junto a otras sustancias vasoactivas,
alteran la proliferacion y diferenciacion celular, asi como la expresion de nuevos
epitopos antigénicos y moléculas de adherencia celular. Como resultado de lo anterior
se produce la inflamacion, la respuesta inmune, la reparacion, la fibrosis y las

adherencias pélvicas, todos ellos caracteristicas de la endometriosis.

1. IL-1B8

La IL-1 es principalmente producida por los macrofagos, y células epiteliales
induce reaccion de fase aguda y la activacién y reconocimiento por parte de linfocitos T
y macrofagos del lugar donde se desarrolla la respuesta inmunitaria. Actla junto con el

TNF en la inmunidad innata y la inflamacion.

La familia de la IL-1 consiste en dos citoquinas pro-inflamatorias: IL-1a e IL-1j,
y el agente natural anti-inflamatorio, el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1Ra olL-
1RN). Los genes que codifican estas interleuquinas comprenden un grupo que abarca
10.9 Mb en la posicion 2g12-21. Las dos isoformas de la IL-1 (o y B) estan codificadas
por distintos genes, pero relacionadas estructuralmente pudiendo unirse al mismo

receptor [76].

La IL-1B es una citoquina pleiotropica que participa en varios procesos
inmunoldgicos reproductivos que ocurren en un endometrio normal durante el ciclo
menstrual [77]. Se ha demostrado que la expresion de IL-1B se incrementa en

endometrio eutdpico y en el fluido peritoneal de pacientes con endometriosis
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comparado con controles [78], ademas de jugar un papel importante en el

establecimiento y progresion de la endometriosis [77].

Varias evidencias indican que la apoptosis juega un papel critico en la patogénesis
de la endometriosis, demostrando que la apoptosis espontanea esta disminuida en el
endometrio eutdpico y ectdpico de pacientes con endometriosis comparado con
controles [79, 80]. La participacion de la IL-1p en este proceso no esté clara, habiéndose

descrito un papel pro-apoptético [81], y anti-apoptotica de esta molécula [82].

En el caso de la endometriosis, recientemente se ha visto que la IL-1p reduce la
apoptosis y decrece la expresion de Bax (proteina de la familia de Bcl2, pro-apoptotica)
en células epiteliales de endometrio en pacientes con endometriosis. Esta interleuquina
puede proteger las células endometridsicas sometidas a apoptosis ademas de ejercer su
papel pro-angiogénico. Se especula ademas que los altos niveles de IL-1B encontrados
en fluido peritoneal de mujeres con endometriosis puede favorecer el establecimiento y
progresion de las lesiones endometriésicas mediante la promocion de formacion de
nuevos vasos sanguineos y la proteccion de las células endometridsicas de la muerte

celular programada [83].

2. IL-6
La IL-6 es secretada principalmente por los macréfagos, y participa en reacciones
de fase aguda, estimulando el crecimiento y diferenciacién de los linfocitos T y

linfocitos B.

La IL-6 se considera un importante indicador de la respuesta inflamatoria de fase
aguda. La endometriosis e inflamacién pélvica, y las enfermedades que se manifiestan
con niveles elevados de IL-6, se asocian con una mayor infertilidad. Sin embargo, la
relacién entre los niveles de IL-6 y la calidad de los ovocitos no esta aun clara. Elevados
niveles de IL-6 asociado a la endometriosis pueden reducir la capacidad de fertilizacion
del ovocito humano a través de un mecanismo que implica un deterioro de los

microtibulos y la estructura cromosémica [84].

La IL-6 puede tener un importante papel en la regulacion del crecimiento de las
células endometriales, como mediador de accion endocrina. Ademas, su accion como
regulador inhibitorio puede hacer variar el comportamiento normal de las células

endometriosicas [85].
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3. IL-17
La IL-17 es principalmente producida por los linfocitos, y aumenta la sintesis de

quimioquinas en las células endoteliales y los macrofagos.

La identificacion de un nuevo subconjunto de células T helper (Th), las Th17
productoras de I1L-17, han proporcionado una nueva vision acerca de la comprensién de

los mecanismos moleculares de la reproduccion [86].

La IL-17 aparece aumentada en enfermedades autoinmunes humanas como la
esclerosis maltiple, la artritis reumatoide o la soriasis. Las células Th17 juegan un papel
importante en la organizacion de la proteccion contra patdgenos extracelulars y hongos

que son dificilmente aclarados por la respuesta Thl o Th2.

Hirata et al fue el primero en mostrar la presencia de células Th17 en el fluido
peritoneal en mujeres con endometriosis mediante citometria de flujo, y la presencia de
células  productoras de IL-17A en células endometridsicas mediante
inmunohistoquimica. Ademas se mostré la participacion de la IL-17 en el incremento de
produccién de ciclooxigenasa-2 (COX-2) y de IL-8 por células del estroma, asi como en
la proliferacion de células estromales, demostrando que la IL-17 estimula la respuesta
inflamatoria y la proliferacion de células del estroma, sugiriendo una importante

participacién de la IL-17 en la patogénesis de la endometriosis [87].
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Hipotesis de trabajo y objetivos

Clinicamente, la endometriosis se asocia con la infertilidad, aunque la etiologia de
esta asociacion no esta clara. Se sabe que afecta a la reserva ovarica, la calidad
ovocitaria y embrionaria, las tasas de implantacion y aumenta la tasa de aborto, entre

otros factores.

Ademas, la endometriosis puede ser considerada una enfermedad inflamatoria ya
que hay suficientes evidencias acerca del aumento de los niveles de factores
inflamatorios y alteracion del sistema inmune, y se sospecha que la patogénesis esta
asociada con la capacidad de las células endometridsicas de contrarrestar la respuesta

inmunoldgica local.

Un mejor conocimiento de las moléculas inflamatorias que intervienen en el
endometrio normal y la endometriosis, asi como el mejor conocimiento de su patogenia,
constituyen procesos necesarios para intentar llegar a una mejor comprension del

proceso que desencadena esta patologia en mujeres en edad reproductiva.

El objetivo de este proyecto ha sido establecer el patron diferencial de expresion
de la IL-1pB, IL-6 e IL-17 en el tejido endometrial normal y en la endometriosis. Para
ello, se ha realizado un estudio inmunohistoquimico usando arrays de tejido y
anticuerpos especificos contra los factores a estudio. Méas de 1.000 determinaciones han
sido realizadas en muestras de endometriosis de intervenciones quirdrgicas realizadas a
22 pacientes de leiomiomas o0 miomas de donde se obtuvieron las muestras de tejido
endometrial normal y a 71 pacientes de endometriosis.

27



Hipotesis de trabajo y objetivos

Los objetivos concretos que se han planteado para la realizacion del presente

proyecto han sido:

1. Comparar la expresion global de las interleuquinas: I1L-1p, IL-6 e IL-17,

entre el tejido endometrial normal y la endometriosis.

2. Determinar la expresion de estos factores por las células epiteliales, las
células mononucleares inflamatorias y los fibroblastos en el tejido

endometrial normal y la endometriosis.

3. Correlacionar la expresion de estas interleuquinas entre si y respecto a la
localizacion y grado de la endometriosis.

4. Relacionar la expresion global de las interleuquinas con las caracteristicas

clinico-patoldgicas de las pacientes en el tejido normal y la endometriosis.

5. Relacionar la expresion de las interleuquinas por las células epiteliales, las
células mononucleares inflamatorias y los fibroblastos con las
caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes con tejido normal y las

pacientes con endometriosis.
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Consideraciones éticas

El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica e Investigacion de la

Fundacién Hospital de Jove.

1. Seleccidn de pacientes

Se analizan las muestras procedentes de la intervencion quirargica de 22 pacientes
afectadas por otras patologias ginecoldgicas benignas de donde se obtuvo el tejido

normal (alejado de la patologia benigna) y de 71 pacientes afectadas por endometriosis.

Todas las pacientes procedian del Hospital de Jove y sus Historias Clinicas se
obtuvieron de los archivos de Historias Clinicas del area de Anatomia Patoldgica y del

servicio de Ginecologia del propio Hospital de Jove.

Se seleccionan 22 casos de mujeres fueron intervenidas entre enero de 2010 y
febrero de 2012 por patologias benignas, como miomas o leiomiomas, que no afectan a
la integridad del tejido endometrial normal. Mediante analisis patolégico se comprueba
el buen estado del endometrio, seleccionando los casos que presenten un endometrio
secretor y/o proliferativo. Las principales caracteristicas de las pacientes controles se
representan en la Tabla 1. Al ser una distribucién no normal (prueba de Kolmogorov-

Smirnov) la edad ha sido dicotomizada de acuerdo a la mediana.
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Tabla 1: Caracteristicas de las pacientes con tejido endometrial sano.

Pacientes controles

N (%)
Edad
<47 afios 10 (45,5)
> 47 afos 12 (54,5)

Se seleccionan 71 pacientes con endometriosis e intervenidas entre enero de 2010 y
febrero de 2012. Se incluyeron las pacientes con cualquier localizacion o grado de la

endometriosis. Los criterios de exclusion fueron los siguientes:

= enfermedades oncoldgica ginecoldgica en el momento de la intervencién

= historia previa de algun tipo de tumor ginecolégico maligno

= ausencia de tejido suficiente en el bloque de parafina

Las principales caracteristicas de las pacientes se representan en la Tabla 2. Al ser una
distribucion no normal (prueba de Kolmogorov-Smirnov) la edad ha sido dicotomizada

de acuerdo a la mediana.
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Tabla 2: Caracteristicas de las pacientes con endometriosis.

Pacientes con endometriosis
N (%)
Edad
< 43 afios 36 (50,7)
> 43 afios 35 (49,3)
Localizacion
Oviérica 35 (49,3)
Organos pélvicos intraperitoneales 19 (26,8)
Fuera del aparato reproductor 17 (23,9)
Grado
I 17 (24,6)
I 7 (10,1)
1l 45 (65,3)
\Y; 0(0)

Las localizaciones de las endometriosis han sido estratificadas en tres grupos: i) la
endometriosis ovarica se refiere a aquellas endometriosis localizadas en cualquiera de
los dos ovarios; ii) las endometriosis localizadas en los Organos pélvicos
intraperitoneales incluyen aquellas ubicadas en trompa, cérvix, endocérvix y Utero; iii)
en las endometriosis fuera del aparato reproductor incluyen aquellas localizadas en
vejiga, apéndice cecal, pared abdominal, recto, peritoneo, intestino, ileon terminal, saco

herniario y mesenterio.
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2. Elaboracion de mallas de tejido y tincion inmunohistoquimica

Con el fin de determinar la expresion de las interleuguinas en las muestras de
tejido de cada uno de las pacientes, se han elaborado unas mallas de tejido o arrays de
tejido, pudiendo procesar de esta forma hasta 32 muestras de pacientes

simultaneamente.

Las muestras de tejido fresco se fijaron en formol tamponado al 4% durante un
minimo de 24h. Tras esto se realizo el estudio macroscopico y se incluyeron en parafina
las secciones mas representativas para el diagnostico anatomopatoldgico. Para su

inclusion se realizé el siguiente proceso:

Formol 15" - Alcohol 70° 30" - 70° 30" - 96° 30" - 96° 30" - 100° 30" - 100° 30" - 100° 45

- Xilol 60" - Xilol 60" - Xilol 60

Tras la obtencion de los boques de tejido y con la ayuda de un microtomo (Leica
Micosystems GMBH, Wetzlar, Alemania), se hacen cortes con un grosor de 3um y se
tifien con hematoxilina-eosina para posteriormente seleccionar la zona endometridsica
en los casos de endometriosis y la zona de tejido endometrial sano en los controles.
Usando estas laminillas como plantillas de los bloques de parafina, se elabora el array
mediante un “manual tissue microarray” (Modelo MTA-1, Beecker instruments, Sun
Praerie, Wisconsin, USA) (figura 1). Se extrae uno a uno los cilindros de parafina del
bloque receptor, rellenando los huecos con el tejido extraido del bloque donante. Al
mismo tiempo se realiza una plantilla indicando la situacion de cada uno de los casos,
asi como el nimero de biopsia correspondiente. Se realiza un array duplicado con los
mismos casos que en el array inicial. Una vez terminado el array se lleva a la estufa a
60°C durante 10 min para la correcta union de los cilindros al bloque de parafina. Para

el corte del array, éste se enfria previamente. Los cortes se realizan en el microtomo
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con un grosor de 3um. y son recogidos posteriormente en portaobjetos pretratados para

su uso en el inmunotedidor.

Figura 1: Construccién de un tissue-array

Sobre estas laminillas se realizo el estudio inmunohistoquimico utilizando los

siguientes Anticuerpos: IL-1B, IL-6, IL-17 (figura 2).

Antes de la inmunotincion se realiza el desparafinado y el desenmascaramiento
antigénico. Existen dos opciones segun el anticuerpo: con pretratamiento de calor o con

ausencia de pretratamiento.
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Figura 2: Tincién inmunohistoquimica realizada sobre un array.

En el caso de la inmunotincion del presente proyecto, todos los anticuerpos
requieren un pretratamiento con calor. Este pretratamiento se realizd con el sistema
automatizado PT-Link (Dako, Glostrup, Dinamarca), el cual consta de dos tanques con
diferentes soluciones de recuperacion antigénica. Uno a pH=9,00, compuesto por una
solucion de Tris-EDTA (Target Retrieval Solution, Dako) y otro de pH=6,00 compuesto
por un tampédn citrato (Target Retrieval Solucion, Dako). Se usa uno u otro tratamiento
dependiendo de las caracteristicas del anticuerpo primario. Este sistema lleva a la
laminilla a 95°C durante 20 minutos, atemperandose posteriormente hasta 65°C.

Finalmente, las secciones se mantuvieron un minimo de 5 minutos en tampdn de lavado.

Para aquellas laminillas con los cortes ya fijados, desparafinados y con el
desenmascaramiento antigénico hecho, comienza entonces la tincién automatica. La

técnica de inmunohistoquimica consta de los siguientes pasos:
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a) lavado en tampdn

b) bloqueo de la peroxidasa endogena con peréxido de hidrégeno al 3% durante 5

minutos

c) incubacion con el anticuerpo primario (el tiempo de esta incubacion depende

del anticuerpo usado, Tabla 2)

d) el exceso de anticuerpo se elimina con tampon de lavado (Wash Buffer, Dako)

e) lavado en tampon

f) incubacién de los cortes con el sistema de polimeros de dextrano durante 30
minutos (Envision™ Detection Kit, Dako). Este sistema de polimeros de dextrano se
basa en la utilizacién de un polimero de alto peso molecular, al que se conjugan
covalentemente un gran nimero de moléculas de peroxidasa y anticuerpo secundario

(inmunoglobulinas anti-ratén/conejo)

g) lavados con tampon

h) visualizacion del marcaje inmunhistoquimico con tetraclorhidrato de

diaminobencidina (DAB) (Dako) durante 7 minutos y 30 segundos

I) contratincion con hematoxilina de Harris durante 2 minutos

J) las muestras se lavan, se deshidratan con alcoholes de concentraciones
crecientes y se montan con HistoLab (Pertex®). Por ultimo se observan al microscopio

Optico Olympus Bx51 a 400x.

Se incluyeron controles negativos para asegurar la especificidad de la técnica.
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Tabla 3: Anticuerpos primarios utilizados en la tinciéon imnonhistoquimica

Anticuerpo Recuperacion Dilucion del Tiempo de Casa
primario antigénica anticuerpo incubacion comercial
IL-6 pH6 1:300 120° BioNova
IL-1p pHG6 1:200 120 BioNova
IL17 pH6 1:200 120° Abbiotec

3. Analisis de la tincioén tisular

Para cada anticuerpo, se estudid la localizacion de la inmunoreactividad en la
muestra, el porcentaje de células tefiidas y la intensidad de tincion de las mismas. En
todos los casos re realiz6 una cuantificacion del éarea tefiida. Para ello se utilizd en
sistema de analisis de imagen que utiliza un microscopio (Olympus BX51, figura 3) y

un software adaptado al mismo (analisis, sofa Imaging system, Minster, Alemania).

Figura 3: instrumentacion para el analisis de la tincion tisular

Cada laminilla fue tefiida con el anticuerpo a estudio y contrastada con la tincion

de hematoxilina, siendo los umbrales dpticos diferentes para cada tipo de tincién. Cada
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muestra se analiz6 con un objetivo de 400x. Se busca el area con tincion positiva para la
proteina a estudiar. Manualmente se selecciona el area tefiida por el anticuerpo (que se
verd como manchas marrones) y el software lo representa de color amarillo, y la zona

tefiida por la hematoxilina (el software lo representa en color rosa) (Figura 4).
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Figura 4: Sistema de tincién y andlisis de imagen.

Se obtuvo de cada campo un porcentaje de area tefiida. Este porcentaje es el
resultante de la relacion entre el area tefiida por el anticuerpo (en amarillo) y el area no
teflida por el anticuerpo (en rosa, tincion de ndcleos). Recordando que en las mallas de
tejido se han hecho dos cilindros por cada paciente, y de cada cilindro se obtienen dos
medidas en distintas areas, se obtienen por tanto cuatro medidas de tincidn en porcentaje

de cada paciente, de las cuales se hace la media.
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Para cuantificar la intensidad de tincion se sigue la siguiente escala numérica: 0
para la ausencia de tincién; 1 para tincion débil; 2 para tincion intermedia; 3 para

tincidn intensa.

Mediante una hoja de célculo se calcula el valor medio de la tincion multiplicado

por la intensidad.

4. Analisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico de los resultados obtenidos de las
inmunotinciones, se utilizd el programa PASW 18. Las diferencias en porcentajes
fueron calculadas con la prueba Chi-cuadrado. Los valores de tincién de cada
interleuquina fueron expresados en forma de mediana (intervalo). La comparacion de
los valores de tincién entre los grupos fue realizada con la prueba de Mann-Whitney o
de Kruskall-Wallis. La correlacion entre la expresion de los factores a estudio ha sido

Ilevada a cabo mediante el coeficiente de correlacion de Spearman.

Las diferencias entre grupos se consideraron significativas cuando el valor de p

era igual o inferior a 0,05.
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1. Casos perdidos

A lo largo de la realizacion de este proyecto, no se han podido obtener resultados
de las tinciones de inmunohistoquimica para las tres interleuquinas estudiadas en
algunos casos. Esto ha sido debido a la ausencia de muestra tisular suficiente para
realizar todas las determinaciones. Ha de recordarse que aunque las muestras obtenidas
para el estudio provenian de intervenciones quirdrgicas, no siempre se ha podido tener
acceso a todo el material necesario, ya que parte ha sido utilizado por el Servicio de
Anatomia Patoldgica para el correcto diagnostico. A estos casos se les ha denominado

“casos perdidos” y se muestran en la tabla 1:

Tabla 1: Casos perdidos del estudio.

Endometrio Normal Endometriosis
Validos Perdidos Validos Perdidos
IL-1p 22 0 57 14
IL-6 22 0 56 15
IL-17 22 0 60 11

2. Expresion global de IL-18, IL-6 e IL-17 en el endometrio normal y
la endometriosis
Uno de los objetivos de este proyecto ha sido determinar la expresion global

(score) de las siguientes interleuquinas: IL-1p, IL-6 e IL-17, tanto en tejido endometrial

normal como en tejido endometriosico.

En la figura 1 se puede observar de forma comparativa la diferente expresion de
tincion de los tres factores estudiados en muestras de tejido endometrial de mujeres con
endometriosis, frente a los controles de mujeres sanas. En estas imagenes (200x) se
aprecia la expresion global tefiida en color marron de las células epiteliales (CE), células
mononucleares inflamatorias (CMI) y fibroblastos (Fib) en ambos grupos de pacientes,

mientras que en azul se observan tefiidos los nucleos de los distintos tipos celulares.
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a) IL-1B en endometrio normal b) IL-1B en endometriosis

c) IL-6 en endometrio normal d) IL-6 en endometriosis

e) IL-17 en endometrio sano f) IL-17 en endometriosis

Figura 1: Tincion de tejido de endometrio normal y endometridsico para IL-1p, IL-6 e
IL-17.
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En la tabla 2 se define la expresidn global de los tres factores a estudio en funcién

de su mediana, describiendo ademas el intervalo minimo y maximo de su expresion.

Tabla 2: Expresion global de IL-/8, IL-6 e IL-17 en el tejido de pacientes

controles y en el tejido de pacientes con endometriosis.

Endometrio Normal Endometriosis
Mediana Minimo Maximo | Mediana Minimo Maximo Valgr de
IL-1p 128,97 52,90 224,16 89,60 0 257,01 0,018
IL-6 175,65 53,91 236,40 87,00 0 188,74 <0,0001
IL-17 161,42 58,84 261,87 91,44 0 266,52 0,009

En términos generales, la expresion de las tres interleuquinas estudiadas en
endometrio normal muestra una mayor expresion de IL-6 sequida de la IL-17, y la IL-
1B. Por otra parte, se puede observar que existe una expresion mas elevada de los tres

factores en el tejido normal respecto a la endometriosis.

En el caso de las endometriosis, los valores de las medianas son similares,
observandose una expresion minima de las tres interleuquinas en endometrio normal,

mientras que existen casos de endometriosis, sin expresion de alguno de estos factores.

Para comprobar si existen diferencias significativas entre los datos se realizan test
estadisticos no paramétricos (U de Mann Whitney para muestras independientes); de
esta manera se establece una diferencia estadisticamente significativa mediante el valor
de p. En relacion a lo obtenido, se demuestra que existe una diferencia significativa
entre la expresion de los tres factores, IL-1p, IL-6 e IL-17 en el endometrio normal y el

tejido procedente de endometriosis.
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3. Expresion de IL-1p, IL-6 e 1L-17 por los distintos tipos celulares,
la localizacion y el grado de la endometriosis
Un segundo objetivo en el presente proyecto fue evaluar el porcentaje de
expresion de los diferentes factores en funcion del tipo celular, es decir, la expresion de
cada uno de ellos por las células epiteliales, las células mononucleares inflamatorias y

los fibroblastos, tanto en el tejido normal como en el procedente de endometriosis.

Como se aprecia en la tabla 3, en endometrio normal se observa que la expresion
de los tres factores es similar en todos los tipos celulares estudiados. Sin embargo,
cuando se analizan las mismas variables en la endometriosis, se muestra una expresion
mayor por las células epiteliales frente a las células del estroma (células mononucleares
inflamatorias y fibroblastos). Esa diferencia es ademas mayor para la IL-1B, en

comparacion con los otros dos factores.

Respecto a las células del estroma, no se aprecia diferencia alguna entre los tipos
celulares que lo componen; el porcentaje de expresion es el mismo para las células

inflamatorias que para los fibroblastos.

Se realizd6 un test de chi cuadrado para establecer posibles diferencias
significativas en la expresion de las interleuquinas por los distintos tipos celulares en
ambos tipos de tejido. Se ha observado una diferencia significativa en la expresion de
IL-6 por las células mononucleares inflamatorias entre el tejido normal y la
endometriosis, siendo aun mas significativa cuando la IL-6 es expresada por los
fibroblastos. Asimismo, la expresion de IL-1B e IL-17 por las células estromales es

mayor en el tejido normal.
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Tabla 3: Expresion de IL-14, IL-6 e IL-17 por las células epiteliales (CE), células

mononucleares inflamatorias (CMI) y fibroblastos (Fib).

Endometrio Normal Endometriosis
(NtotaI:22) (NtotaI:71)
CE CMI Fib CE CMI Fib
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

IL-1p 21(95,5) 21 (955)** 21 (955)** | 46 (83,6) 14(24,6) 14 (24,6)
IL-6  21(955) 19(86,4%) 21(955)** | 39(76,5) 23(41,1) 23 (418)
IL-17  22(100) 22 (100)** 22 (100)** | 43(81,1) 32(54,2) 32 (54,2)

*Valor de p=0,001 /** Valor de p <0,0001

4. Correlacion en la expresion global de las interleuquinas IL-18, IL-
6 e IL-17 en el endometrio normal y la endometriosis
En el tejido normal, no se observo una correlacion significativa entre la expresion
de IL-1P y de IL-6, sin embargo existe una correlacion directa entre la expresion de IL-
1B y la expresion de IL-17 (p=0,003), asi como entre la IL-6 y la IL-17 (p=0,022)
(figuras 1, 2 y 3).




Resultados

Endometrio Normal

230,00

200,00

150,00

IL-6 (valores de score)

100,00

n=22
r=0,348
p=0,112

o

o

50,00

I
50,00

| 1 | I
100,00 150,00 200,00 250,00

IL-1p (valores de score)

Figura 1: Correlacion entre la expresion de IL-14 y de IL-6 en endometrio normal.
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Figura 2: Correlacion entre la expresion de IL-14 y de IL-17 en endometrio normal.
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Figura 3: Correlacion entre la expresion de IL-6 y de IL-17 en endometrio normal.

En el tejido proveniente de pacientes con endometriosis, se ha observado una correlacién

directa entre las interleuquinas estudiadas, teniendo una mayor significacion la correlacion de
la IL-1P con la IL-6 y la IL-17 (p<0,0001), respecto a la IL-17 con la IL-6 (p=0,001) (figuras

4,5y 6).
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Figura 4: Correlacion entre la expresion de IL-14 y de IL-6 en endometriosis.
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Figura 5: Correlacion entre la expresion de IL-14 y de IL-17 en endometriosis.
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Figura 6: Correlacion entre la expresion de IL-6 y de IL-17 en endometriosis.

a) Correlaciones segun la localizacion de la endometriosis

Continuando con los objetivos planteados en el este estudio, se ha intentado establecer
una correlacion significativa entre la expresion de IL-1p, IL-6 e IL-17 con las diferentes

localizaciones de la endometriosis.

Se ha observado que cuando la endometriosis esta localizada en el ovario, existe una
correlacion directa y significativa entre cada una de las interleuquinas estudiadas (figura 7, 8 y
9). Sin embargo, en la endometriosis localizada en los 6rganos pélvicos intraperitoneales solo
se ha observado una correlacion directa y significativa entre la expresion de IL-1p y de IL-6
(figura 10).
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Figura 7: Correlacion entre la expresion de IL-18y de IL-6 en endometriosis ovarica.
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Figura 8: Correlacion entre la expresion de IL-18y de IL-17 en endometriosis ovarica.
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Figura 9: Correlacion entre la expresion de IL-6 y de 1L-17 en endometriosis ovérica.
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Figura 10: correlacion entre la expresion de IL-18 y de IL-6 en endometriosis en érganos
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En el caso de la localizacién en 6rganos fuera del aparato reproductor, no se observa

correlacion significativa entre la 1L-6 y la IL-1pB, ni tampoco entre la IL-6 y la IL-17. En el

caso de la IL-1p junto a la IL-17 si existe una correlacion directa y positiva (r=0,642;

p=0,033) (figura 11).
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Figura 11: Correlacion entre la expresion de IL-18 y de IL-17 en endometriosis en érganos

fuera del aparato reproductor.
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b) Correlaciones en funcién del estadio

Al estudiar el estadio de la endometriosis, se observa una correlacion positiva entre la
IL-6 y la IL-17 en el estadio leve (I) y el grave (111) (p=0,006 y p<0,0001 respectivamente),
no encontrando significacion con la endometriosis moderada. En el estudio de la IL-1p junto a
la IL-17, la correlacion positiva solo se mantiene en el estadio grave (I11) (p=0,003). El caso
mas sorprendente es el de la correlacion entre IL-6 e IL-17, ya que existe correlacion positiva
tanto en estadio leve (p=0,002) como en grave (p=0,020), pero los resultados para la
endometriosis moderada muestran una correlacion negativa estadisticamente significativa (r=-
0,900; p=0,037) (figuras 12, 13, 14, 15, y 16).
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Resultados

5. Relacion de la expresion global de las IL-18, IL-6 e IL-17 con las
caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes controles y de las
pacientes con endometriosis

Continuando con los objetivos iniciales planteados en este estudio, se ha intentado
establecer una correlacion significativa entre la expresion de IL-1p, IL-6 e IL-17 con las
diferentes caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes tanto de tejido normal y

endometriosis (tabla 7).

Para la determinacion de la relacion entre la distribucion del score de los tres factores y
la mediana de la edad de las pacientes, asi como con la localizacion y el estadio
endometriosico, se ha utilizado la prueba U de Mann-Whitney o de Krukal-Wallis para

muestras independientes.

La relacion de la expresion global de las IL con las caracteristicas clinico-patoldgicas de
las pacientes controles y de las pacientes con endometriosis no ha mostrado significacion,

como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7: Relacién entre la expresion global (score) de los factores a estudio y las

caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes controles y con endometriosis (valor de
p).

Endometrio Normal Endometriosis
IL-1p IL-6  IL-17 | IL-1B IL-6  IL-17
M:g;%”a 0598 0356 0644 | 0,699 0111 0594

Localizacion - - - 0,616 0,069 0,739
Grado - - - 0,094 0,083 0,183




Resultados

6. Relacion de la expresion por tipo celular de las IL-1p, IL-6 e 1L-17 con
las caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes controles
normales y de las pacientes con endometriosis

Al analizar la expresion de las interleuquinas por los distintos tipos celulares en funcién
de la localizacion de la endometriosis, se establecen algunas relaciones significativas como se

muestra en la tabla 8.

Se ha relacionado la expresion de IL-1B tanto por las células mononucleares
inflamatorias como por los fibroblastos segun la localizacion de la endometriosis. EI 25,9% de
las endometriosis ovaricas y el 58,3% de las localizadas fuera del aparato reproductor
expresan la IL-1B por las células del estroma, mientras que en ningln caso se observa

expresion en las endometriosis en 6rganos pélvicos intraperitoneales

En el caso de la IL-6, se ha encontrado también una relacion significativa de la
expresion por las células estromales y la localizacion. El 60% de las endometriosis ovaricas
asi como de las localizadas fuera del aparato reproductor expresan esta interleuquina por el
estroma, mientras que al igual que ocurre con la IL-1B, no se observa expresion en las

endometriosis de 6rganos pélvicos intraperitoneales.

En el estudio de la expresion de IL-1B y de IL-6 por las células epiteliales, no mostro

significacion, al igual que para la IL-17 en todos los tipos celulares.

Tabla 8: Expresion de IL-1p, IL-6 e IL-17 segun la localizacion de la endometriosis y las

células mononucleares inflamatorias (CMI) y los fibroblastos (Fib).

End, Ovarica End. Org. End. Fuera Ap. Valordep

Pelv. Intr.
(Ntota=35) (Ntota=19) (Ntotar=17)
n (%o) n (%) n (%o)
IL-1p CMI 7 (25,9) 0 (0) 7 (58,3) 0,001
IL-1p Fib 7(25,9) 0 (0) 7 (58,3) 0,001
IL-6 CMI 15 (60,0) 0 (0) 8 (61,5) <0,0001
IL-6 Fib 15 (60,0) 0 (0) 8 (61,5) <0,0001

n: nimero de casos positivos.

(%): porcentaje de casos que expresan ese factor respecto al total de caso de esa localizacion.
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Discusion

Una cuestion habitualmente planteada en el estudio de la endometriosis, es el hecho de
porqué unas mujeres desarrollan la enfermedad y otras no, habiendo estado sometidas al
mismo entorno. Se han encontrado alteraciones especificas tanto constitutivas como
adquiridas en el tejido eutdpico y ectopico de pacientes con esta patologia, pertenecientes a
mecanismos determinantes para el progreso y desarrollo de la endometriosis, como la
inflamacion [11, 88].

Este estudio tiene por objetivo establecer el perfil de expresion de interleuquinas tanto
en el tejido de endometrio normal procedente de mujeres con patologias benignas como en el
tejido endometrial ectdpico de mujeres con endometriosis. Para ello se ha evaluado la
expresion global y por tipo celular de tres interleuquinas pro-inflamatorias como son la IL-1,
la IL-6 y la IL-17. Asimismo, se ha analizado la expresion de dichos factores en funcion de la
localizacion y grado de la endometriosis, con el fin de establecer una relaciéon entre la

expresion de los factores inflamatorios y la severidad de la enfermedad.

Comparando la expresion global de las tres interleuquinas estudiadas entre el tejido
endometrial normal y el tejido procedente de implantes ectdpicos, se ha visto que la expresion
de IL-1pB, IL-6 e IL-17 es mayor en el tejido normal que en el tejido patoldgico, sugiriendo
que las células endometridsicas o bien el microambiente que les rodea pueden favorecer el
escape inmunoldgico [60]. EI sistema Fas/FasL estd implicado en varios aspectos de la
inmuno regulacion, como la expresion de citoquinas. Se ha evidenciado que la expresién de
FasL en mujeres con endometriosis puede ser un mediador del escape inmunoldgico [55]. En
efecto, durante su implantacion al peritoneo, las células estromales endometriales muestran
una elevada expresion de FasL, sugiriendo que tras la adhesion a la matriz extracelular FasL

puede proporcionar una tolerancia inmunolégica [89].

El analisis de los resultados segun el tipo celular muestra la misma tendencia que el
andlisis global comentado anteriormente. Se ha observado que existe una diferencia
significativa en cuanto a la expresién de las tres interleuquinas por las células del estroma;
tanto para las células mononucleares inflamatorias como para los fibroblastos, entre el tejido
normal y la endometriosis. En el caso de las células epiteliales, también existe una diferencia

de expresion de los tres factores, no llegando a ser significativa. Estas diferencias de
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expresion de interleuquinas entre el tejido endometrial eutopico y ectdépico muestran un papel
distinto de los tipos celulares en el establecimiento y progresion de la endometriosis. Estos
resultados reafirman el papel del estroma en la progresion de la endometriosis, pudiendo
influir en la capacidad de proliferacion y supervivencia de las células endometridsicas en el

microambiente ectdpico [90, 91].

Por otro lado, se ha observado que existe una correlacion directa en cuanto a la
expresion de las tres interleugquinas en la endometriosis. Salvo en el caso particular de la IL-
1B y la IL-6 en el endometrio normal donde no existe correlacion significativa. Estos
resultados indican que cuando la expresion de una de estas interleuquinas disminuye, también
lo hace la otra, evidenciando la existencia de un control simultaneo de las tres interleuquinas

pro-inflamatorias.

Sin embargo, cuando se analiza dicha correlacion atendiendo a la localizacién de la
endometriosis, este comportamiento generalizado no siempre se mantiene. En la
endometriosis localizada en oOrganos peélvicos intraperitoneales solo se observa una
correlacion directa entre la IL-1p y la IL-6, el resto de combinaciones deja de mostrar relacion
significativa. Siguiendo en esta linea, cuando la localizacion es fuera de los 6rganos del
aparato reproductor, solo se correlaciona la expresion de IL-1p y la IL-17. En la
endometriosis ovarica los tres factores son directamente correlacionados, significando que la
expresion de IL-1p, TL-6 e IL-17 disminuye cuando una de ellas disminuye. Por tanto, el
tejido sobre el cual se adhiere el tejido endometrial parece influir en la expresién de factores
pro-inflamatorios. A la vista de estos resultados parece existir una mayor tolerancia
inmunoldgica en los implantes ectépicos ovaricos, lo que justificaria una mayor proporcion de

endometriosis en esa localizacion [13].

Cuando el anlisis se realiza en cuanto al estadio de la endometriosis, se observa que en
el grado | existe una correlacion directa entre la expresion de IL-1p y de IL-6 y entre la
expresion de IL-6 y de IL-17. Sin embargo en la endometriosis de grado Il, existe una
correlacion inversa entre la 1L-6 y la IL-17, pudiendo disminuir la expresion de IL-6 y
aumentar la expresion de IL-17. En las endometriosis de grado 111, los tres factores muestran
correlacion directa entre ellos. Este hecho puede indicar que cuando la endometriosis es aun

leve, no estan aun bien definidos los perfiles de expresion de los factores pro-inflamatorios,
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mientras que a medida que se agrava, las interacciones entre las interleuquinas llegan a ir en el

mismo sentido.

Por otro lado, no se ha mostrado relacion entre la expresion de las interleuquinas y la
edad de las pacientes del grupo control o de las pacientes con endometriosis, lo que apoya la
hipétesis de que la edad, al menos en cuanto a factores pro-inflamatorios, no se considera un
factor de riesgo de desarrollar la enfermedad [92, 93]. Del mismo modo, no se aprecia
correlacion significativa entre la expresion global de los factores a estudio con la localizacion

y el grado de la endometriosis.

La diferente expresion segun el tipo celular también es significativa cuando se analiza
conjuntamente con la localizacion. En el caso de la IL-1B y de la IL-6 en las células del
estroma se observa una mayor expresion de estos factores en endometriosis ovérica y en
organos fuera del aparato reproductor, mientras que sus valores de expresion en érganos
pélvicos intraperitoneales no son apreciables en ningln caso. La bibliografia muestra que en
el caso de células estromales de endometriomas ovéricos (patologia benigna), la IL-1B
estimula la produccion de activida-A, y ésta a su vez la expresion de IL-6, promoviendo entre
todos la proliferacion de este tipo de células [94]; quizas pueda darse una explicacién similar
a los resultados obtenidos, mostrando el papel que juega la IL-1p con la IL-6 en la progresion
celular asi como la correlacion de expresion entre ellas tanto en la endometriosis global como
en la ovéarica. De nuevo se muestra el papel del estroma en la expresion de los factores pro-

inflamatorios en la endometriosis, variando estos valores segun la localizacién de la misma.

Teniendo en cuanta que se estima que la IL-17 juega un papel importante en la
estimulacion del desarrollo de la endometriosis a través del incremento de expresion de COX2
e IL-8 por las células estromales [87, 95], se puede intuir que a la vista de los resultados, su
participacion en el desarrollo de esta patologia viene desarrollandose desde el inicio, y es
esencial para la progresion de las células estromales independientemente de su localizacion.
Estos datos tienen una especial relevancia en cuanto al intento de conocer el papel que juega
la IL-17 en la endometriosis, ya que es un factor pro-inflamatorio descrito recientemente en
esta patologia y cuya participacion en el desarrollo de la misma no se conoce ain con
claridad.
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Este estudio muestra un perfil de expresion diferencial entre el tejido endometrial
normal y la endometriosis, llegando a ser menor la expresion de factores pro-inflamatorios en
la patologia probablemente debido a su capacidad para eludir o controlar la respuesta inmune.
Por otra parte, se ha evidenciado el papel activo del estroma en la progresion de la
endometriosis, asi como diferencias significativas entre las diferentes localizaciones de la

endometriosis.

Los resultados alcanzados nos permiten conocer mas detalles del mecanismo
inmunoldgico de la endometriosis, futuros estudios en esta linea pueden identificar posibles

dianas terapéuticas para controlar el proceso.

63



CONCLUSIONES

64



Conclusiones

En relacion a los objetivos planteados para el desarrollo del presente proyecto, y los

resultados obtenidos, las conclusiones son las siguientes:

1. La expresion global de la IL-1B, la IL-6 y la IL-17 es mayor en el tejido

endometrial normal gque en el tejido con endometriosis.

2. La expresion de la IL-1p, la IL-6 y la IL-17 por las células epiteliales es similar
en el tejido normal como en la endometriosis. Sin embargo, la expresion de estos factores
por las células mononucleares inflamatorias y los fibroblastos es significativamente menor
en la endometriosis respecto al tejido normal, evidenciando el papel del estroma en esta

patologia.

3. Existe una correlacion directa en la expresion de todas las interleuquinas en el
endometrio normal y en la endometriosis, salvo en el caso de la IL-1p con la IL-6 en tejido
normal. Ademas se han observado correlaciones directas entre estos factores en las
diferentes localizaciones y grados de la endometriosis. Sin embargo, en la endometriosis de

grado Il existe una correlacién inversa entre la expresion de la IL-6 y la IL-17.

4. No se ha observado relacion entre la expresion global de los factores a estudio

y las caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes controles o con endometriosis.

5. Existe una mayor expresion de IL-1p e IL-6 por las células estromales en las
endometriosis localizadas fuera del aparato reproductor. No obstante, no se observo
expresion de estos factores en el estroma de las endometriosis localizadas en los 6rganos

pélvicos intraperitoneales.
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