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ABREVIATURAS

3': extremo 3’ de una cadena de acido nucleico
5. extremo 5’ de una cadena de acido nucleico

aa: aminoacido/s
A: Absorbancia
A: Adenina (base nitrogenada) o Adenosina (nuclepsido
ADP: Adenosin difosfato (“Adenosine Di-Phosphate”)
cAMP: Adenosin monofosfato ciclico (“cyclic Adenosine Mi*hosphate”)
dATPs: desoxi-adenosina trifosfato (2'-deoxyAdenosin&BRhosphate”)
ANOVA: Analisis de la varianza (“ANalysis Of VAriance”)
AP: Fosfatasa alcalina (“Alkaline Phosphatase”).
AP1: Proteina activadora 1 (“Activating protein 1")
APC: Proteina C activada (“Activated Protein C")
ARE: secuencia rica en adenina y uracilo (“AU Rich Hat})
Arg (también R): Arginina
Asp (también D): Acido aspartico
ATF: Factor activador de la transcripcion (“Activatingafiscription Factor”)

BCA: acido bicinconinico (“Bicinchoninic acid”)
BSA: Albumina de suero bovino (“Bovine Serum Albumin”)

C: Citosina (base nitrogenada) o Citidina (nuclegsido
dCTPs: desoxi-citidina trifosfato (2'-deoxyCytidine 5’iPhosphate”)
°C: grados centigrados
CD: Antigeno de diferenciacion (“Cluster of Differertiian”)
cm? centimetro cuadrado
CO,: di6xido de carbono
COX-2: cicloxigenasa-2
Cp (también Ct): Punto de corte (“CrossiAgpint”)
Ct (también Cp): Ciclo umbral (“threshold cycle”)

CSF1R (anteriormente conocido como FMS)Receptor del Factor Estimulador de Colonias tipo 1
(“Colony Stimulating Factor 1 Receptor”)

Cu™: cation cuproso
Cu*": catién cuprico
Cys (también C):Cisteina

D (también Asp): Acido aspartico
D’: valor de desequilibrio de ligamiento entre paeSNPs
Da: Dalton
DNA: Acido desoxirribonucleico
DNasa: Desoxirribonucleasa



cDNA: DNA complementario

dsDNA: DNA de doble cadena (“double-stranded DNA”)
DEPC: Dietil pirocarbonato (“DiEthyl PyroCarbonate™)
DMEM/F12: “Dulbecco’'s Modified Eagle Medium: Nutrient MixeifF-12"

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético (“EthyleneDiamim¢BAcetic acid”)
EGF: Factor de crecimiento epidérmico (“Epidermic GrioWwactor”)
ELISA: Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas (elinked ImmunoSorbent Assay”)

FBS: Suero Bovino Fetal (“Fetal Bovine Serum”)

FISH: Hibridacidnin situfluorescente (“Fluoresceim SituHybridization”)

bFGF (0 FGF-2): Factor de crecimiento fibrobastico de tipo bagibasic Fibroblast Growth Factor”)
Flk-1 (también llamado KDR o VEGFR-2): Quinasa de higado fetal de tipo 1 (“Fetal LivendGe-1")
FIt-1 (también llamado VEGFR-1): FMS-like tyrosine kinase 1

FMS (actualmente llamado CSF1RR oncogén homologo al virus del sarcoma felindvid@®onough
(“McDonough Feline Sarcoma viral (v-fms) oncogeoenblog™)

Fos: Factor de transcripcion Fos

G (también Gly): Glicina
G: Guanina (base nitrogenada) o Guanosina (nuclgdsido
dGTPs: desoxi-guanosina trifosfato (2'-deoxyGuanosing&iPhosphate™)
g (x): (x) veces la fuerza de la gravedad, unidades de RCF
GAG: Glicosaminoglicanos
%GC: Porcentaje de bases guanina y citosina
Glu (también E): Acido glutamico
Gly (también G): Glicina
GPI: Glicosil fosfatidil inositol (“GlycosylPhosphatitipositol”)

h: hora/s

His (también H): Histidina

“hot-start” (PCR): PCR con inicio a elevadas temperaturas
“housekeeping”(gen): gen de expresién constitutiva

HRP: peroxidasa de rabano (“HorseRadish Peroxidase”)
H-W: Hardy-Weinberg

IC: intervalo de confianza
IL: Interleuquina
lle (también I): Isoleucina

ISAC (Sistema): Sistema de control inmunoldgico de la especifigadactitud (“Immunological Specificity
and Accuracy Control”)

Jun: Factor de transcripcion Jun
JDP: Proteina de dimerizacién de Jun (“Jun Dimerizafiootein”)
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K (también Lys): Lisina
Kb: Kilobase

KCI: Cloruro de potasio
KDa: KiloDalton

KDR (también llamado FIK-1 o VEGFR-2): Receptor que contiene el dominio de inserto qaifdénase
insert Domain Receptor”)

KO (ratén): modificado genéticamente para eliminar un genreto¢knockout”)

LBS: Sitio de union a la lisina (“Lysine Binding Sitgs”
LP: liguido peritoneal

LPO: sin liquido peritoneal

LPE: liquido peritoneal de mujeres con endometriosis

LPC: liquido peritoneal de mujeres sin endometriosis{joles)
Lys (también K): Lisina

MAPK: Protein quinasas activadas por mitdgeno (“Mitofjetivated Protein Kinases”)
MEC: Matriz extracelular
MgCl,: Cloruro de magnesio
min: minuto/s
mg: miligramo
ml: mililitro
mm?: milimetro cuabico
mM: milimolar
MMP: Metaloproteasa de la MEC (“Matrix MetalloProteirdse
MT-MMPs: MMPs de tipo membrana (“Membrane-Type MMP")

n: nimero de muestras

NCBI: Centro nacional de informacién biotecnoldgica (“ldael Center for Biotechnology Information”)
ng: nanogramo

NK (células): asesinas naturales (“Natural Killer”)

nm: nanometro

NS: no significativo

nt: nucleoétido/s

dNTPs: desoxi-nucleotidos trifosfato (2'-deoxyNucleot&ieTriPhosphate™)

OR: odds ratio
P: valor de p o grado de significacion estadistica
PAI: Inhibidor de los activadores del plasmindgenod®¥aiinogen Activator Inhibitor”)

pb: pares de bases
PBS (tampén): Tampon fosfato salino (“Phosphate Buffered Saline)
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PCI (también PAI-3): Inhibidor de la proteina C (“Protein C Inhibitor”)
PCR: Reaccion de la Cadena de Polimerasa (“Polymerase Rbaction”)
PCR-RFLP: PCR seguida de RFLP.
PDF: Productos de degradacion de la fibrina/fibrinog€maorin/Fibrinogen Degradation Products”)
PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas (ER&Derived Growth Factor )
PEAS: Factor de transcripcion PEA3
PET (tampdn): Tampon PBS/EDTA/Tween 20
pH: medida de la acidez, de "pondus Hydrogenium", pesbidrogeno
PIGF: Factor de crecimiento placentario (“Placental GloRactor “)
PMA (también llamado TPA): Acetato de forbol miristato (“Phorbol 12-Myristétt8-Acetate”)

R (también Arg): Arginina

r: coeficiente de correlacion de Pearson

RFC: Fuerza centrifuga relativa (“Relative Centrifugeded)

RFLP: Polimorfismo de longitud de los fragmentos deriesitn (“Restriction Fragment Length

Polymorphism”)

RGD (secuencia)secuencia Arg-Gly-Asp

RNA: Acido ribonucleico
MRNA: RNA mensajero

RNasas:Ribonucleasas

rpm: Revoluciones por minuto

rs (SNP): nimero de referencia del SNP (“reference SNP iy&nt

RT: Transcripcion reversa o retrotranscripcion (“Reeefranscription”)
RT-PCR: PCR del producto de una RT

RX[R/K]R (secuencia): secuencia Arg-Xaa-[Arg/Lys]-Arg

s: segundo/s

SDS: Dodecil sulfato sédico (“Sodium Dodecyl Sulfate”)

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS

SNP: Polimorfismo de un solo nucleétido (“Single Nudlde Polymorphism”)
Ser (también S):Serina

Sp1: Factor de transcripcién Spl

T: Timina (base nitrogenada) o Timidina (nucleésido)
dTTPs: desoxi-timidina trifosfato (2'-deoxyThymidine 5kPhosphate”)

TAE (tampén): Tampon Tris/Acetato/EDTA (“Tris-Acetate-EDTA”)

TBE (tamp6n): Tampon Tris/Borato/EDTA (“Tris-Borate EDTA”)

TAFI: Inhibidor de la fibrinolisis activable por tromlirf“Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor”)
TAFla: TAFI activado

Taq polimerasa: polimerasa de DNA déhermus aquaticus

TGF-B: Factor transformante del crecimiento tip@Transforming Growth Factor-beta”)

TIMPs: Inhibidores tisulares de las MMPs (“Tissue Inlabibf MetalloProteinases”)
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Tm: Temperaturale fusion (“Melting Temperature”)
TNF- a: Factor de necrosis tumoral tipg“Tumor Necrosis Factor-alpha”)
tPA: Activador tisular del plasminégeno
sc-tPA: tPA de una cadena (“single chain tPA”)
TPA (también llamado PMA): Acetato de tetradecanoilforbol (“12-O-TetradecdRbgrbol-13-Acetate”)
TRE: Elemento de respuesta a TPA (“TPA Response Elément
Tris: Tris(hidroximetil)aminometano
Tris-HCI (tampén): Tampon Tris clorhidrico
Triton X-100: detergente Triton X-100
TSP-1 (o THBS-1):Trombospondina 1 (“Thrombospondin-1")
Tween 20:nombre comercial del surfactante polisorbato 20

U: Unidad

U: Uracilo (base nitrogenada) o Uridina (nucleésido)

UA: Unidad Arbitraria

uPA: Activador del plasminégeno tipo uroquinasa (“Urise Plasminogen Activator”)
ATF-uPA: Fragmento aminoterminal de la uPA (“uPA Amino Tirah Fragment”)
HMW -uPA (también tc-uPA): uPA de elevada masa molecular (“High Molecular §deuPA”)
LMW -uPA: uPA de baja masa molecular (“Low Molecular WeigRA”)
sc-uPA: uPA de una cadena (“single chain uPA”)
tc-uPA (también HMW -uPA): uPA de dos cadenas (“two chain uPA")

UPAR: Receptor de uPA (“uPA Receptor”)
SUPAR: Receptor de uPA soluble (“soluble uPA Receptor”)

dUTPs: desoxi-uridina trifosfato (2'-deoxyUridine 5’-ThiBsphate”)

UTR: Region transcrita y no traducida (“Untranslated BeQi

UV (luz): Luz ultravioleta

Val (también V): Valina

VEGF: Factor de crecimiento del endotelio vascular (‘8¢éar Endothelial Growth Factor”)
VEGFR: Receptor del VEGF

vs frente & versus”)

X (también Xaa): cualquier aminoéacido
A: Longitud de onda
pg: microgramo

pl: microlitro
X% chi cuadrado
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1.- INTRODUCCION



“Disculpen si les llamo caballeros, pero es quele®conozco muy bien.”

Groucho Marx



1. 1. ASPECTOS GENERALES DE LA ENDOMETRIOSIS

La endometriosis es una enfermedad de la mujeisguefine como la presencia
de tejido idéntico al endometrio uterino en lugadésrentes al fisiologico [1, 2]. La
importancia del estudio de esta patologia radicalealta prevalencia, ya que afecta a
casi al 10% de las mujeres en edad fértil y hdsg®% de mujeres con esterilidad [1].
Las mujeres con endometriosis presentan con fre@aiinica de dolor, que puede
expresarse como dismenorrea (menstruacion dolordispareunia (relaciones sexuales
dolorosas), y dolor pélvico crénico [3]. Se ha beido que es una de las enfermedades
mas invalidantes que puede sufrir una mujer citleae a lo largo de su vida
reproductiva ya que se produce con frecuencia lieeeion de la anatomia genital que
puede comprometer su funcion y explicar la sintofogia dolorosa acompafnante. Todo
ello, unido a las consecuencias nocivas sobre rdidad [2, 4, 5], da idea de la
importancia del estudio fisiopatoldégico de dichdeemedad para poder incidir en su

tratamiento precoz e incluso en su prevencion.

La endometriosis lleva estudiandose durante vaéaadas pero, a pesar del largo
tiempo transcurrido, su etiologia y patogenia noceaocen claramente. En 1927,
Sampson describio la teoria de la menstruaciéigetda e implantacion de células de
endometrio viable [6]. Sin embargo, las incdégnéasrca de los mecanismos intimos que
explican la implantacién del endometrio en regioee®picas siguen sin resolverse. Se
han sugerido diversos factores como causa de erdosi®e incluyendo alteraciones del
sistema inmunoldgico, proteolitico, de la angiogis)edel ambiente peritoneal, del
propio tejido endometrial y una predisposicion dieaé [7-12]. Esta patogenia
multifactorial, unida a su heterogeneidad clintea facilitado la diversidad de corrientes
para explicar su etiologia y la ausencia de uniigaoch de criterio en el mecanismo intimo

de la génesis de la endometriosis.

Aunque la endometriosis es una enfermedad benighdgjido endometrial,
después de adherirse al peritoneo, tiene la pragie proliferar de forma similar al

tejido tumoral [13]. Al igual que ocurre en la isi&n tumoral, tiene lugar una proteolisis



local extracelular que produce una degradacioraddBC del peritoneo o del ovario, lo

gue determina la implantacion del tejido endomkegtilocalizaciones ectopicas [14].

Paralelamente, el desarrollo de procesos de nemgngsis en estos lugares

contribuye en la formacion de la lesion endomet@micial.

Estudios recientes de expresion génica han indiqadcel ambiente molecular del
endometrio patolégico es diferente al del endometdrmal [15-18]. Sin embargo,
quedan muchos interrogantes por contestar en gl@dmla expresion, la regulacion y el

significado biolégico de muchos de estos genes éisiblogia y patologia endometrial.

1.1. 1. TEORIAS ETIOPATOGENICAS

Existen referencias en relacion a la localizacligriante del tejido endometrial desde
hace mas de 300 afios en diversos documentosdustde origen europeo [19]. La primera
descripcidn en una publicacién cientifica data @01 aunque no fue hasta finales del siglo
XIX cuando se describié con detalle lo que hoy redteenos por endometriosis [20, 21]. Sin
embargo, fue Sampson [22] quien defini6 las cariatitas morfolégicas y semiolégicas de
esta enfermedad, de forma que a partir de entdneesonsiderada como entidad clinica
especifica. Desde entonces, son muchos los avencés comprension de los procesos
fisiopatologicos involucrados en la génesis derldometriosis, aunque los mecanismos

intimos de la misma contintan todavia sin conoa@s®letamente.

Existen dos grupos de teorias que permiten exmiocdesarrollo de esta enfermedad:
1) por implantacion y crecimiento del tejido endtnaétras un proceso de transporte; 2) por
diferenciaciéon o metaplasia de tejido prexistenstirdo al endometrial que mantiene su
capacidad de diferenciarse en tejidos diferentgs lainfluencia de ciertos estimulos.
Ademas, hay un grupo de teorias integradoras, rdaetan explicar los distintos casos de

endometriosis.



1. 1. 1. a. Por implantaciéon y crecimiento de tgjigndometrial tras un proceso de

transporte

La teoria de la implantacion (0 de Sampson)sugiere que la lesion
endometriosica se produce como resultado del cefiig tejido endometrial viable, a
través de las trompas de Falopio, el cual se inglen la superficie peritoneal o en
organos pélvicos, donde prolifera ectépicament@3f, Lateoria de la diseminacion (o
metastasis) linfatica y vascular (o de Halbanpostula que los fragmentos endometriales
pasan a través de los vasos linfaticos y vasculbasta la cavidad pélvica y otras

localizaciones mas alejadas de la cavidad perit¢2¢h

Hay una serie de observaciones que apoyan la tderia implantacién. 1) La
endometriosis solo se produce de forma natural renages, los Unicos mamiferos que
menstrdan, tal y como se ha observado en babuinosaetividad [25, 26]. 2) La
menstruacién retrograda es un fenédmeno casi uaivers mujeres con presencia de
trompas de Falopio normales [27, 28]. 3) Las céleladometriales, obtenidas a partir del
flujo menstrual [29, 30] y del liquido peritone@l], se pueden cultivar, con lo que
continban siendo viables. 4) Las células endonlesiiaobtenidas a partir del flujo
menstrual, tienen la capacidad de implantarse lfgnar en localizaciones ectépicas
vivo [32, 33]. 5) Ademas, también tienen la capacidadni@antarse y proliferar en
localizaciones ectdpicas vitro. [34, 35] 6) La obstruccion del flujo menstrual fdema
natural [36, 37] y experimental, usando modelogpdmate [38], estan asociadas a la
endometriosis. 7) Los implantes endometriésicogreelucen con mayor frecuencia en
aquellas &reas en las que se espera un estanaaohelols restos menstruales del reflujo
tubarico [39, 40].

Todos estos hallazgos hacen pensar que la endosiese debe a la implantacion
de fragmentos endometriales regurgitados en ladadvperitoneal con la menstruacion
retrégrada. El problema de esta teoria es que testnucion retrégrada es un fenémeno
gue se produce en todas (o casi todas) las myfgsy la endometriosis solo se da en
un porcentaje pequefio de la poblacion. Habitualenexisten mecanismos de depuracion

peritoneal que son capaces de eliminar estos frapsendometriales impidiendo el



desarrollo de la lesion endometridsica. La reststea estos mecanismos fisioldgicos se
intenta explicar por las diferencias, a nivel deregién génica y proteica, entre el
endometrio eutdpico de mujeres con endometriosie ynujeres sin endometriosis [41],
por lo que el defecto primordial de la endometsolsi deberiamos encontrar en el

endometrio eutdpico.

Ademas, durante los Ultimos afios se han acumul&dlimtds evidencias sobre
alteraciones del endometrio eutdpico y/o ectOpiconstitutivas o adquiridas, que
favorecen los procesos potencialmente implicadosesie fendmeno [42]. Distintas
moléculas implicadas en la apoptosis, la adhegbaorecimiento, la angiogénesis y los
mecanismos para escapar del sistema inmunoldgicohase visto cualitativa o
cuantitativamente afectadas en endometrio eutépicectdopico de las mujeres con
endometriosis con respecto a las mujeres sin ertdosis. Estas alteraciones, que
pueden afectar la actividad fisioldgica del endaimehan llevado a explicar porqué sélo

algunas mujeres desarrollan la enfermedad.

En este contexto se debe tener en cuenta que Emetribsis por si misma
favorece un estado de inflamacién peritoneal geel@wwontribuir al mantenimiento de la
enfermedad [43]. Asi, es posible que muchas daltasaciones moleculares encontradas
en el endometrio ectépico de mujeres con endonsétri@ incluso en el endometrio
eutopico, sean una consecuencia de la inflamaadbitopeal mas que la causa de la
enfermedad. Por otro lado, algunas de las difeasnobservadas entre endometrio
eutopico y ectopico de las mujeres con endomedrissi pueden deber a la influencia
directa del microambiente peritoneal [44-47]. Enalquier caso, una vez que el
endometrio se implanta a nivel peritoneal se pro@ucna lesion endometriésica que
seré clinicamente diferente en funcién de su Ipaeidn y el estado evolutivo de la

enfermedad.



1. 1. 1. b. Por diferenciacion de tejido preeeiste distinto al endometrial

La teoria de la metaplasia celdémicasugiere que un epitelio con capacidad
proliferativa, como es el caso del epitelio mesatelque recubre los ovarios y el
peritoneo, contiene células capaces de transfoenpemsmetaplasia en tejido endometrial
[48, 49]. Lateoria de la inducciénes una extension de la teoria celdmica, y progaeeel
epitelio mesotelial es capaz de diferenciarse ddmgar a lesiones endometridsicas tras
inducirse por algun o algunos factores hormondlesjuimicos y/o inmunoldgicos. La
teoria de los restos embrionariospropone que la endometriosis se produce por
estimulacion de restos celulares embrionarios geedierencian dando lugar a
endometrio funcional [21, 50]. Un componente aivactle la teoria de la metaplasia
celémica y de la induccién es que justifican laregp@n de endometriosis en cualquier

localizacion en la que se encuentre mesotelio [51].

Sin embargo, existen diversos aspectos clinicosrgneen contra de las teorias de
la metaplasia celémica y de la induccion. Si la apletsia celémica es similar a la
metaplasia comuan, entonces la frecuencia de endosist deberia incrementarse
progresivamente con la edad, aspecto que no sevalesela practica clinica. Ademas, la
mayor frecuencia de las lesiones endometriésicdascareas anatémicas cercanas a las
trompas o la lateralidad de la endometriosis erntasdocalizaciones serian dificilmente

explicables por esta teoria.
1. 1. 1. c. Teorias integradoras

La patogénesis de la endometriosis puede ser auitifial y una sola teoria puede

gue nunca explique todos los casos de la enfermedad

En 1949, Javert [52] propuso una teoria integradi@ala histogénesis de la
endometriosis en la que combina las teorias demlplantacion y la metéstasis
linfatica/vascular con una teoria de extensionctérele tejido endometrial a través del
miometrio. Por otro lado, en 1997, Nisolle y Doniig2], propusieron una teoria en la
que defienden que la histogénesis de la endomistdepende de la localizacion y tipo de

implante endometridsico. De esta forma, la endaow4r peritoneal se puede explicar



por la teoria de la implantacién, los endometriono&éricos pueden surgir como
resultado de la metaplasia celémica a partir deisianes formadas por epitelio ovarico
invaginado, y la endometriosis rectovaginal, queeaudo tiene aspecto de adenomiosis,
podria ser resultado de la metaplasia de resto¢emaillos localizados en el septo

rectovaginal [53].

Estas teorias son atractivas al reconocer variecamgmos de histogénesis. Parece
l6gico que una enfermedad con manifestacionesagables se pueda originar a partir de

distintos mecanismos.

1.1.2. EVOLUCION Y CONSOLIDACION DE LA ENDOMETRDSIS

Las lesiones peritoneales establecidas por algumolod mecanismos citados
evolucionan en su mayoria a la cicatrizacion [S#].embargo, algunas de ellas permanecen

activas desencadenando lesiones ovaricas y pafitsnerofundas (Figura 1. 1).

IMPLANTACION i Cicatrizacién
Evolucion

fisioldgica
{90%)

Lesiones azuladas
Lesiones blancas

Reflujo Menstrual
{90-95%)

Lesiones microscdpicas
Lesiones rojas
Lesiones papilares

5 Evolucién =
) patolégica Adherencias
(10%) Endometriomas ovdricos
METAPLASIA Endometriosis profunda

INDUCCION

Figura 1. 1. Teorias fisiopatolégicas de la endonmtis. La menstruacion retrograda es un
proceso fisiolégico que ocurre en la mayoria de lasjeres. La mayoria de las lesiones
endometridsicas iniciales sufren un proceso datdiacion y pierden su actividad. En algunas
mujeres, estas lesiones pueden seguir un procésermte que desemboca en una enfermedad con
manifestaciones clinicas diferentes (modificad8elaisch y col [54]).



La progresion de la endometriosis se produce éasvaerapas: 1) reflujo menstrual; 2)
adhesion al peritoneo o estructuras periféricapr@golisis de la MEC del tejido invadido;

4) proliferacién; 5) angiogénesis; 6) cicatrizacion

Asi pues, segun la teoria de la implantacion fieljoede las células endometriales a la
cavidad peritoneal es una condicion necesaria, persuficiente, para el desarrollo de la
enfermedad. Aunque parece ser un factor importaygeque las menstruaciones en

mujeres con endometriosis son con frecuencia mgada abundantes [55].

Las células endometriales expresan moléculas desiddh (integrinas) en su
superficie [56], lo que les confiere la capacidatépcial de unirse al peritoneo. Aunque las
células endometriales aisladas, a diferencia dérdgenentos endometriales en los que se
asocian glandulas y estroma, sélo tienen capadéatihesion a la MEC y no al peritoneo
intacto [35, 57-59]. Ademas, existe una importaatgilacion hormonal en este proceso, la
exposicion del endometrio a la accion de la pregest durante 24 horas antes de su
inyeccioén intraperitoneal en modelos de experintéitaanimal ha demostrado disminuir su

capacidad de implantacion [60].

Tras migrar a la cavidad abdominal, los fragmerdes endometrio expresan
metaloproteasas (MMPs) que son capaces de dedeadiaembrana basal y numerosos
componentes de la MEC [61]. Asi pues, la exposid&ta MEC del mesotelio podria ser el
resultado de una actividad enzimatica excesivdeaciada por un mayor nivel de proteasas
gue actuarian sobre un peritoneo previamente @elli Ademas, existen numerosos
factores que pueden dafar el peritoneo (cirugkimas, bacterias, células inflamatorias...),
lo que explica la alta frecuencia de implantes eretddsicos microscopicos (20% de los
casos de esterilidad inexplicada) en biopsias raimdwlas de peritoneo aparentemente
normal [62-64]. Por otro lado el endometrio proddeetores angiogénicos que son

esenciales para la neovascularizacion local [65].



Menstruacion
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Figura 1. 2. Proceso de menstruacion retrégradaurante la menstruacion existen fragmentos de
tejido endometrial que migran retrégradamente, avés de las trompas de Falopio, hasta la
cavidad peritoneal. Estos fragmentos contienen mogos factores, entre los que se incluyen
citoquinas y diversos componentes del sistemailitico y de las metaloproteasas.

Existen diferentes mecanismos de proteccion figiosb para interrumpir el proceso
en cada etapa. De forma que el ambiente peritomedd mayoria de las mujeres, es capaz

de reabsorber el tejido endometrial presente all fi@ la menstruacion.

Asi pues, para que se desarrolle la endometriesisdbs posibilidades, o bien los
fragmentos endometriales son capaces de resistinécanismos normales de depuracion
peritoneal [54], o hay una alteraciéon de los conembes celulares y/o humorales del

liquido peritoneal, lo que ocasiona una depuradifitiente.

Esta segunda posibilidad podria ser consecuencimamalias en algunos de los
factores presentes en el ambiente peritoneal caredgm ser los macrofagos y las células
NK (“Natural Killer”), citoquinas, factores de crecimiento y hormologsiles, o bien el

propio mesotelio peritoneal, que puede estar dafiado

Los macrofagos constituyen el 85% de las célulddigigido peritoneal [66]. Su
numero y nivel de activacion varia a lo largo delocmenstrual, con un maximo en el
periodo postmenstrual con el fin de eliminar de clavidad peritoneal los restos

endometriales, espermatozoides y células folicslldEa las mujeres con endometriosis el
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namero de macréfagos esta aumentado [66] y adéemés tun mayor nivel de activacion
[67, 68]. Por otro lado, las células NK del liquigeritoneal participan en la purificacién de
la cavidad peritoneal gracias a su actividad oiio# sobre células extrafas [69, 70].
Ademas, la actividad citotdxica de las células Niutantes y peritoneales esté reducida en

mujeres con endometriosis, a pesar de que el nidedes mismas es normal [71, 72].

Por otra parte, la presencia de alteraciones amzénmpodria empeorar la
capacidad de depurado peritoneal o contribuir aeaitem el reflujo menstrual. Dentro de
estos factores andmalos del ambiente peritonehbsecitado la hipertonia de la union
uterotubular [73], el desarrollo de ondas contlggtietrogradas en la musculatura tubular
y miometrial [74] y la presencia de malformacioneterinas que dificultan la

menstruacién anterégrada normal [36].

1. 1. 3. EPIDEMIOLOGIA

La endometriosis es una enfermedad ginecolOgicdamtas comuan, croénica,
benigna y dependiente de estrdgenos, que estéadaaxidolor pélvico y esterilidad. Se
caracteriza por la presencia de tejido endomett@ino fuera de su localizacién normal,
principalmente en el peritoneo pélvico, pero tambénh los ovarios y en el septo
rectovaginal, y raramente en otras localizaciowasacel pericardio, la pleura e incluso el
cerebro. La prevalencia de la endometriosis péhdsta en torno al 8-10% en la
poblacién general femenina y en torno al 35-50%meleres con dolor y/o esterilidad
[75].

Los factores de riesgo de la endometriosis inclugeadad de la mujer, factores
menstruales y reproductivos, historia familiar, itgdbde vida, indice de masa corporal y

factores ambientales [76-78].

En relacién a la historia familiar, la existencia thmiliares de primer grado
afectados aumenta el riesgo [79, 80], fundamentaknen gemelas monozigoticas [81,

82]. Estos resultados deben tomarse con cautel@ugano se puede excluir que la
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informacién esté sesgada. En los casos de endosistse puede tender a realizar una

historia familiar mas exacta que en controles [77].

La endometriosis es una enfermedad compleja, ydaguecalizaciones ectdpicas
pueden ser multiples y de aspecto variable. Laikaaon habitual de la endometriosis
es la pelvis, en especial los ovarios y las areesanas que estan cubiertas por peritoneo,
como es el caso del fondo de saco de Douglasga&mn&nto ancho y los ligamentos
uterosacros (Figura 1. 3). También se ha obserad@resencia de implantes
endometriosicos a distancia. Debido a la compldjida la enfermedad, se necesita un
sistema de clasificacion simple y descriptivo qeenpta comparar los resultados entre

los diferentes estudios.

PARED VAGINA 1 i

UTERINA

Figura 1. 3. Localizacién de la endometriosita endometriosis se localiza en las regiones
cercanas a las fimbrias de ambas trompas de FaJaiioacion clinica que refuerza la teoria de la
menstruacion retrégrada como factor determinante kn patogenia de la enfermedad
(http:/Amww.healthsquare.com/fgwh/wh1c0801.jpg).
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1. 1. 4. SISTEMA DE CLASIFICACION DE LA ENDOMETROSIS

El sistema de clasificacion mas utilizado es laifitzacion revisada de lamerican
Fertility Society(AFSK). Se basa en la descripcion de la localizaciéam gxtension de las
lesiones evidenciadas durante el examen laparascogaparotomico [83]. Propone una
exhaustiva clasificacibn en estadios segun un ns@éstele puntuacion: estadio |,
endometriosis minima (1 a 5 puntos); estadio Neldé6 a 15 puntos); estadio lll,

moderada (16 a 40 puntos); estadio 1V, severa (@@ puntos) (Figura 1. 4).

Esta clasificacion topografica es muy U(til paraaklstcer la extensién de la
enfermedad y clasifica correctamente la endomérimgrica y peritoneal, sin embargo
es de menor utilidad para la valoracion de otraalipaciones, como la rectovaginal o

extragenital, y no hace referencia a la funcioalidel los 6érganos reproductivos.

Clasificacion revisada de la endometriosis de la American Fertility Society:
1985

arotomia Fotografia

ENDOMETRIOSIS <lem 13 em
Superficial 1 2

Profunda 2 4

Der. superficial

Izq, superficial

| ovamo [rrmronso

1
Profunda 4 16
1
4

Profunda

s
OBLITERACION Parcial ‘ Completa
DEL FONDO DE SACO
POSTERIOR 4 {

ADHERENCIAS Abarcan < 1/3 Al

barcan 1/3 a 2/3 Abarcan > 23

Der. en pelicula

OVARIO

1
4
1
4
1 2 4
B
1
4

ado el extremo fimbriado de la trompa de Falopio, el punto de asignacion a 16

adicional Patologia

Figura 1. 4. Clasificacion revisada de la Americdrertility Society (AFSr) para la endometriosis.
El sistema de clasificacion de la Sociedad Amedcde Fertilidad(1985),se basa en el aspecto,
tamafo y profundidad de los implantes peritonegl@wvaricos, en la presencia, la extension y el
tipo de adherencias de los anexos, y en el gradiblieracion del fondo de saco de Douglas.
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1. 2. ENDOMETRIOSIS Y SISTEMA FIBRINOLITICO
1. 2. 1. ASPECTOS GENERALES DE LA FIBRINOLISIS

La fibrinolisis, término introducido por Dastre iadles del S. XIX [84], se define
como el conjunto de mecanismos encargados de elis@l coagulo de fibrina. El
funcionamiento del sistema fibrinolitico tiene cobase la conversion de un proenzima, el
plasmindgeno, en su enzima proteoliticamente aclivgplasmina, capaz de eliminar el
coagulo al degradar la fibrina [85, 86] (Figura5). Cuando la plasmina actia sobre la
fibrina genera productos de degradacion de lanfbréxponiendo en la fibrina residuos de
lisina en posicion carboxiterminal. Estos residemsstituyen sitios de unién para el tPA 'y el

plasmindgeno, siendo responsables de amplifican@roente la cascada de la fibrinolisis.

a
Plagiindgend ..-ura
f—
—
wa = || T[T | e—
/- Pala
PAl-1
P2
[
Flﬂsmma - Protedisis MEC
m“ ®* Agjwaddnfatoresde
oo ‘ crec miento
Fl][@][ﬂ][ma @@F ®  Proliferacidny sdhesidn caluler
a2 -Antip|=mina ®  Activacidn de MMPs
SR . Ctro= procesosfisialogicos
|

Figura 1. 5. Esquema simplificado del funcionamientlel sistema fibrinoliticotPA: Activador
tisular del plasmindgeno; uPA activador del plasngiedo tipo uroquinasa; sc-uPA: uPA de una
cadena; HMW-uPA: uPA de elevada masa molecular; LMA&:wWPA de baja masa molecular;
PAI: inhibidor del activador del plasminégeno; PDF:. Prados de degradacion de la
fibrina/fibrindgeno.
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Ademas de su funcion fibrinolitica en el plasmaplasmina tiene una importante
funcién proteolitica a nivel tisular, actuando diegnente sobre glicoproteinas de la MEC e
indirectamente al activar las metaloproteasas dealgiz extracelular (MMPSs) y degradar
los inhibidores tisulares de las metaloproteasdR$). Ademas, también estd implicada

en los procesos de proliferacion y migracion celula

La plasmina también interviene en procesos fisiotycomo la menstruacion, la
ovulacion y la implantacion embrionaria [87-89] ep situaciones patolégicas como el
cancer [90-93] o la endometriosis [8, 14, 94, 95].

La transformacion del plasmindégeno en plasmina reduge mediante la accion
proteolitica de dos enzimas, denominados activéidatar del plasmindgeno (tPA) y

activador del plasminégeno de tipo uroquinasa (uPA)

Como en cualquier proceso biolégico regulado, a tstdencia profibrinolitica se
opone una actividad antifibrinolitica mediada puribidores de los enzimas proteoliticos a
varios niveles. Por un lado estan los inhibidorgss iqmpiden la activacion del plasminégeno
a plasmina (PAls, que inhiben a los activadoresptéedmindgeno tPA y uPA) y por otro
lado estan los inhibidores directos de la plasniinaz-antiplasmina (su principal inhibidor
fisioldgico) y laa,-macroglobulina. Ademas, hay otro mecanismo quelaiegegativamente
dicha activacion, la via del inhibidor de la filmiisis activable por trombinarfirombin
Activatable Fibrinolysis Inhibitgr TAFI) [96]. Se sabe que los residuos de amino&cid
basicos (lisina y arginina) exhibidos en la supgrfde la fibrina parcialmente degradada
sirven de anclaje al plasminégeno y al tPA [96]a@lo el plasmindgeno y el tPA coinciden
en la superficie del coagulo de fibrina tiene lugmractivacion del plasminégeno en
plasmina. Pues bien, precisamente a ese niveRlUha vez activado (TAFIa) es capaz de
eliminar los residuos de lisina y arginina de lpesticie de la fibrina, lo cual reduce

drasticamente la activacion del plasmindégeno esnpta, disminuyendo la fibrinolisis [96].

Todos estos factores son determinantes en el prdeeibrinolisis, de forma que una
correcta hemostasia dependera de un equilibricuadecentre todas estas fuerzas opuestas

[85]. Por otra parte, el equilibrio entre ellasesguentra intimamente relacionado con la
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hemostasia primaria (dependiente de las plaqustaspn la hemostasia secundaria
(dependiente de la coagulacién). Por ultimo, is@resaltar que no se trata de un equilibrio

estatico, sino tremendamente dinamico y adaptatifer@ntes situaciones fisiolégicas.

Antes de profundizar en la importancia del sistéibranolitico en la endometriosis
es conveniente describir la naturaleza de sus coempes y las interrelaciones que se dan

entre ellos a nivel molecular.

1. 2. 2. PLASMINOGENO Y PLASMINA

El gen del plasmindgeno se localiza en la posi6izb [97] y se extiende a lo largo
de 52,5 kilobases, fragmentado en 19 exones [98mA&s, este gen esti estrechamente

relacionado con el gen que codifica la apolipojnatéa) [99].

El plasmin6geno es una glicoproteina sintetizasadmentalmente en el higado,
aunque también se han descrito otros lugares tisisitomo los eosindfilos o las células
renales. Los niveles de plasmindgeno en el plasmaetativamente constantes (200 mg/l) y

no varian excesivamente con la edad ni con el sexo.

El plasmindgeno esta formado por una cadena ptilifieg de 791 aminoéacidos con
una masa molecular aproximada de 92 kDa. Contieagiénes homaélogas de triple lazo o
kringles[100], las cuales contienen unas estructuras damaitios de union a lisina (LBS,
“lysine binding sites”) que son responsables deiri@n plasmindgeno:fibrina y de la
interaccion plasminaz-antiplasmina, jugando de este modo un papel d¢remala
regulacién de la fibrinolisis [101, 102]. Cada w® estoskringlesesta codificado por dos

exones.

El zimbégeno nativo posee un residuo de acido gletilen posicién amino-terminal
(Glu-plasmindgeno). La activacién del Glu-plasmigidg en el plasma humano tiene lugar
mediante el corte del enlace Arg561-Val562 [103].

La plasmina es la forma enzimaticamente activaptidminégeno. Es una serin-

proteasa de doble cadena del tipo de la tripsine, epta formada por dos cadenas
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polipeptidicas unidas entre si por dos puentedfulisu[104]. Atendiendo a su masa
molecular, se denomina cadena pesada a la que diriva porcion amino-terminal del
plasmindgeno, y cadena ligera a la que deriva gmideion carboxi-terminal. La cadena
pesada contiene un péptido de activacion y lksrigles descritos en el plasmindgeno, en
los cuales se encuentran los lugares de unidfisinia (LBS). La cadena ligera contiene el

centro activo con la configuracion tipica de lasnsproteasas.

La plasmina tiene como sustratos mas especifictibrina y el fibrin6geno [105],
dando lugar a los llamados productos de degraddeidiibrinbgeno y la fibrina (PDF/pdf).
Pero la plasmina no solo ejerce su accién praol{fibrinolitica) a nivel plasmatico.
También actta a nivel tisular tanto directamenggirallando diversas glicoproteinas de la
membrana basal y de la MEC (contribuyendo al refadddisular y favoreciendo el acceso
de otras proteasas), como indirectamente, por dm d&tivando proteoliticamente a las
MMPs vy, asi, regulando sus niveles y, por otro lddgradando proteoliticamente a los
TIMPs. Estas MMPs son capaces de degradar lostdstcomponentes resistentes a la
plasmina, como el colageno (Figura 1. 6) [106, 18dEmas, la plasmina también regula la
activacion proteolitica de factores de crecimiemstando implicada en la proliferacion

celular.

También, a través de los LBS, el plasmindégeno ldésmina son capaces de
interactuar con los receptores del plasmindégenoexisgten en la superficie de la célula
endotelial y de otras células [108]. Estos recegtonodulan el proceso de fibrinolisis y, en
particular, los procesos proteoliticos relacionactws la migracion celular que tienen lugar

en la superficie celular.

La inhibicién de la plasmina por tg-antiplasmina tiene lugar a través de los LBS y
por el centro activo. Por ello, cuando la plasmista unida a la fibrina, con los LBS

bloqueados, no se inactiva y actiia como un efibandlitico.
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1. 2. 3. ACTIVADORES FIBRINOLITICOS

Los activadores fisioldgicos del plasmindgeno, RA ty la uPA, representan el
papel dual del sistema fibrinolitico, ya que miastrque la activacion del tPA es
importante para el proceso de fibrinolisis, la ulRédula el proceso proteolitico pericelular
de la MEC. Asi, a pesar de que ambos activadoresepoactividades enzimaticas

comunes, parecen desempefiar distintos papelesoegaeismo.

El tPA es una serin-proteasa que se sintetiza foackalmente en las células
endoteliales y esta presente en el plasma a bejaemraciones, pudiéndose detectar
niveles antigénicos de tPA circulante del orderbdeg/ml. En su mayor parte se puede
encontrar formando complejos con el PAI-1 y alredetl 5% se puede detectar en forma

libre y activa en el plasma.

Una de las caracteristicas mas interesantes dieAses su baja actividad enzimética
en un sistema purificado. Sin embargo, la eficamdgalitica de la conversion del
plasmindgeno a plasmina se incrementa unas 1.568sven presencia de fibrina o de
fragmentos de ésta [109]. Esto se debe a querilaefiactia como superficie sobre la cual se
unen secuencialmente el tPA y el plasmindgeno foanzar un complejo ternario. La gran
afinidad del tPA por el plasminégeno en preseneifitiiina da como resultado una eficiente
activacion del plasmindgeno a plasmina en la zalacodagulo, mientras que al mismo
tiempo la activacion en el plasma circulante pesoarmuy reducida. Asi pues, la principal
funcion del tPA parece estar asociada con la fibsis a nivel endotelial, siendo su
actividad proteolitica tisular de menor importangige la de la uPA. No se han observado

diferencias significativas en las actividades deasriormas en presencia de fibrina [110].
1. 2. 3. 1. Activador del plasminégeno tipo urogaga(uPA)

El gen de la uPA humana esta localizado en la baraaosémica 10924 [111] y
contiene 11 exones a lo largo de 6,4 Kb [112]. RA es una serin-proteasa de tipo tripsina,
aislada inicialmente de la orina humana en formdatde cadena (tc-uPA). Sin embargo, y

como en el caso del tPA, la uPA se sintetiza iim@ate como una molécula de una soéla
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cadena polipeptidica (sc-uPA) [113] compuesta gt 4minoacidos y con una masa

molecular de 54 KDa.

Tras digestiéon parcial por parte de la plasmina @dlicreina, a nivel del enlace
peptidico Lys158-1le159, la sc-uPA se conviertel@rforma de doble cadena tc-uPA,
denominada también uroquinasa de elevada masautaol@dMW-uPA), formada por una
cadena ligera A, que representa el extremo N-taindel sc-uPA y que contiene 158
aminodcidos, y una cadena pesada B con 253 amiosadtn esta Ultima se localiza el
centro catalitico formado por la triada catalititia204, Asp255 y Ser356, de tal modo que
el puente disulfuro Cys194-Cys222 es esencialipardener la actividad del enzima. Por su
parte, la cadena ligera contiene una region horaGibdactor de crecimiento epidérmico
(EGF) humano (residuos 9-45), y una rediéingle (aminoacidos 45-134). La HMW-uPA
puede ser escindida por la plasmina en una fornaadgiinasa de baja masa molecular (33
KDa) y enziméticamente activa (LMW-uPA) y una molécque no es enzimaticamente
activa denominada ATF-uPA, que mantiene la capdaittaunirse al receptor de la uPA
[114].

La concentracion de sc-uPA en plasma es de 8 g/l y su vida media es de 5a 8

minutos, siendo predominantemente metabolizadatdgaso.

Cuando se incuba sc-uPA con plasmindgeno, en temsispurificado, se genera
rapidamente tanto tc-uPA como plasmina. El an&lisiético de este proceso revela que se
trata en realidad de una secuencia de tres reascjbt5, 116]. En la primera, el sc-uPA
actla directamente sobre el plasmindgeno genergamicefias cantidades de plasmina. A
continuacion, la plasmina convierte el sc-uPA emR4, y ésta dirige finalmente la

activacion del plasminégeno.

A nivel celular, la uPA se une especificamente eeseptor (UPAR) expresado en
diferentes tipos celulares [117]. Este receptor sdperficie estd formado por 283
aminoacidos que se anclan en la membrana por daalkcosil fosfatidil inositol (GPI)
[118, 119]. Este receptor de superficie parecerjuggpapel central en la regulacion de la

proteolisis extracelular. Se han descrito variaatdsbles del uPAR, denominadas suPAR,
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las cuales se producen bien por splicing alteroatiel mismo gen [120] o por

eliminacion de la cola GPI de la isoforma comp|&fl]. (Figura 1. 6).

g * Depradacion de MEC

Figura 1. 6. Modelo de unién de uPA a su receptaP@AR).La molécula de uPA es secretada y se
une con gran afinidad y especificidad al uUPAR. Est#®mictiva la uPA, limitando la actividad
proteolitica en la superficie celular. Los compotesnde la MEC se degradan por la plasmina,
facilitando la migracién celular y la angiogénesisa vitronectina interacciona con el uPAR
desencadenando una activacion de la cascada de | sefiecelular (modificado de
http://www.wilex.de/R&D/UPA_Target.htm).

La unidn de la uPA a su receptor permite la ger@racontrolada de plasmina
préxima a la superficie de las células, producieadproteolisis en localizaciones muy
especificas. Ademas, la uPA también es capaz deddggla MEC en ausencia de
plasminégeno [122]. Y tanto la uPA como la plasnpoaden activar a otras familias de
proteasas, como las MMPs, de forma que este canfimproteasas actlan degradando
eficazmente los componentes de la MEC. Asi pusscédiulas portadoras del receptor
UuPAR, tras la union de su ligando podran invadidds adyacentes e incluso entrar en la
circulacion sanguinea, con lo que pueden alcapzalitaciones remotas. Esta proteolisis
controlada modula la capacidad de migracion e ibmade estas células al regular las
interacciones entre ellas mismas y entre ellasrpdmbrana basal o la MEC [123]. Estos

mecanismos regulan la migracion celular en condasdisiologicas y patolégicas, como
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es el caso de la angiogénesis, la implantacion iendoia, la reacciéon inflamatoria, la

cicatrizacion cutaneay la implantacion de metéstasorales [124-126)].

También, junto a la plasmina, la uPA posee la ddpdae activar y liberar factores
de crecimiento unidos a la MEC o a la superficlalag promoviendo crecimiento celular y
angiogénesis. Por otra parte, la unién de la uPA aeceptor, uUPAR, también tiene un
efecto mitogénico [127], por lo que estos mecangssan importantes para el proceso de

regeneracion tisular.

El uPAR podria actuar también como receptor de ECMliurante el proceso de
adhesion celular [128], ya que es capaz de unitaevironectina y a las integrinas [129,
130]. La uPA unida a su receptor también es subtepe inhibicién por los PAls, aunque a
una menor velocidad, lo que podria jugar un pappbrtante en el control de la activacién
del plasmindgeno a nivel tisular y en la protesldg la MEC. Se cree que el uPAR puede
incrementar la disponibilidad local de uPA debideste enlentecimiento de la inhibicién

por el PAI-1y la disminucién de su eliminacién.

La via de la uPA juega, en general, un papel imptaten la fisiologia uterina [131]

Yy, mas concretamente, en el inicio de la menstinafi32]. La expresién de uPA esti
regulada por mecanismos paracrinos y factoresoaestes [133, 134]. La uPA puede ser
inactivada por progesterona en cultivos de célaladometriales estromales debido a un
aumento de la expresion de PAI-1y de uPAR engarfigie celular [129]. Por otra parte, se
ha descrito una asociacién de uPA a nivel de labrema basal de la glandula endometrial
en relaciéon con la hiperplasia y el adenocarcindenandometrio [135, 136] y con el cancer
de ovario [137].

Regulacion de la uPA

La transcripcién de un gen esta regulada principatenpor la actividad de unos
factores nucleares especificos que gobiernandadreia de inicio de la transcripcion. Esos
factores interaccionan con secuencias especifttaglas, generalmente, en la regién 5' de
los genes, modulando la actividad de la RNA polasar En cuanto a la regulacion de la

uPA, se ha descrito que su promotor contiene uj@aTo8TA (secuencia practicamente
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universal en los genes eucariotas de inicio desdrgotion y caracteristica de genes
regulados) y una regién de unas 200 bases rica@r(c&acteristica de los genes de
expresion constitutiva bhousekeeping donde se encuentran varias copias de la seauenci
GGGCGG que es reconocida por el factor de traresériSP1. La expresion del gen de la
uPA se induce por distintas sefales, entre lassquiancluyen factores de crecimiento
presentes en el suero, como el factor de crecimiguitiérmico (EGF) y el de fibroblastos
(FGF), hormonas esteroides, la luz ultravioletaagnioios en la morfologia celular [138-
140].

La region intensificadora mas caracterizada deldgela uPA se encuentra a unas - 2
Kb del punto de origen de la transcripcion [142]1Esta region esta compuesta de un sitio
Ets/AP1, un sitio AP% hacia 5° del promotor y un conector cooperativo NJ@e 74 pb
entre ambas regiones. Se ha demostrado que lossfade transcripcién que se unen al sito
Ets/AP1 son activados por miembros de las MAPK tigen-activated protein kinases”)
[143-145]. Se cree que el promotor de la uPA es sansible a una gran variedad de
sefiales, ya que estas quinasas son activadas gtimtadi sefiales extracelulares como

factores de crecimiento, citoquinas, estrés osmgtiadiacion ultravioleta [146].

En la regién 3’ no traducida (3"UTR) del mMRNA daiRA, (también en uPAR, PAI-
1, y PAI-2), se encuentra la secuencia ARE (“Al eiement”) [147, 148]. Esta secuencia,
rica en AU, marca al mRNA para una degradaciordeadisminuyendo su estabilidad. Se
ha descrito un aumento en la estabilidad del mRBAaduPA en células metastéaticas del
cancer de mama (con una vida media de 17 h), debio@ todo a una disminucién de la

degradacion del mRNA de la uPA mediada por lasesesas ARE [149].
Fisiopatologia de la uPA

El estudio de ratones transgénicos deficientes A 124, 150] ha permitido
conocer algunos aspectos del papel de lainRAvo. Al igual que ocurre con el tPA, una
deficiencia de uPA no parece alterar el desareathirionario ni la fertilidad, aunque la
deficiencia combinada de ambos activadores delnptegyeno, tPA y uPA, si que

dificulta el proceso de ovulacién. Ademas, ratanassgénicos deficientes en uPA [140]
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presentan una mayor susceptibilidad a la trombasia, reducida vascularizacién, una
reduccién de la activacién de las plaquetas y edaaciéon de la capacidad de invasion

tumoral.

1. 2. 4. INHIBIDORES FIBRINOLITICOS

Se han descrito diversas proteinas capaces dé iatigtivacion del plasminégeno, a
las que se les ha denominado inhibidores de loseotes del plasmindgeno, o PAls. Estos
son el PAI-1 o endotelial [151], el PAI-2 o placam [152] y el PAI-3, también conocido
como el inhibidor de la proteina C activada (PCH3F155].

Estudios de homologia demuestran que estos PAtgfoparte de la superfamilia de
los inhibidores de las serin-proteasas o serpB&i® (proteinag inhibitor). Las serpinas son
proteinas con una alta homologia derivadas de nrageestral comin de hace unos 500
millones de afios [156, 157]. Las serpinas mejardésias son aquellas que se encuentran
en el plasma humano donde actlan, en general, otitidores de serin-proteasas, las

cuales son importantes en los procesos de coafyulditirinolisis, inmunidad e inflamacion.

Las serpinas suelen forman complejos con sus gsade diana con una
estequiometria 1:1. Estos complejos son muy estalblealor y a la desnaturalizacion, y
tanto la actividad inhibidora de la serpina comodtalitica de la proteasa se pierden tras la
formacion del complejo. Estos complejos expresagvaos! epitopos que participan en su
reconocimiento y degradacion y son quimioatrayepsga los neutrdfilos y los monocitos
[158].

El PAI-1 es el principal inhibidor fisiolégico ded activadores tPA (mono- y
bicatenario) y uPA (tc-uPA pero no sc-uPA) y juaggapel importante en la regulacion de
la fibrindlisis, ya que la mayoria del tPA plasroatse encuentra formando complejos con el
PAI-1 [159, 160].

El PAI-2 [161, 162], por su parte, inhibe bésicateea la uPA. Se sintetiza en

monocitos, macréfagos y en el tejido placentaridajp condiciones fisiologicas, resulta
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indetectable su presencia en plasma en mujeresstantes. Esto sugiere que, en principio,
su participacién en la hemostasia debe circunsegith procesos muy concretos, como
puede ser el caso de la gestacién, manteniendstadoe hipofibrinolitico propio del

embarazo. El PAI-2 inhibe al tPA y a la uPA, aungae menor eficacia que el PAI-1. De
hecho, no se han detectado complejos tPA:PAI-2lasma, ni alun siquiera durante la

gestacion, cuando la concentracion de PAI-2 supkrae PAI-1 [163, 164].

El PAI-3 [165] es capaz de inhibir a la uPA y aA\t@e dos cadenas pero, aunque su
concentracién plasmatica es muy superior a laglettos PAIs (aproximadamentg§/ml)
[154], su actividad inhibidora a nivel fibrinoliices menor, incluso en presencia de heparina
[154, 166]. Ademas de a la APC, el PAI-3 inhiberagnan nimero de serin-proteasas
implicadas en la coagulacion y la fibrinolisis cosum: la trombina [154, 167], el factor Xa
[154, 167], el factor Xla [154, 168], la calicreifi®4, 168], la uPA [154, 155, 169], el tPA
[154, 155], la tripsina y la quimiotripsina [17@in embargo, el PAI-3 es incapaz de inhibir
al factor Xlla y a la plasmina [154, 170]. Tambiéa capaz de inhibir serin-proteasas
implicadas en la reproduccién humana como la a@qgsiesente en el esperma [171] y el
antigeno especifico de prostata (PSA) [172]. Catogoellos forma complejos de
estequiometria 1:1 que son estables al SDS. Addasgeacciones de inhibicién son
estimuladas de 10 a 5000 veces en presencia danaepade glicosaminoglicanos [153,
154, 167, 170, 172].

1. 2. 4. 1. Inhibidor del activador del plasminogede tipo 1 (PAI-1)

El gen del PAI-1 se localiza en el cromosoma 7aepaisicion g21.3-g22 [173], se
expande a lo largo de 12 kb [174] codificado pax®nes. Un andlisis de su secuencia
revela la presencia de varios puntos potencialepotiadenilacién que se adaptan a la
secuencia consenso AATAAA. El andlisis del mRNA Beéll-1 mediante Northern blot
revela la existencia de dos transcritos de 3.23ykR.de longitud aproximadamente [173,
175, 176]. Ambos RNAs codifican un PAI-1 idénticescartdndose la posibilidad de un

splicingalternativo.
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La molécula precursora del PAI-1 tiene 402 amimm@giincluyendo un péptido sefial
de 23 aminoacidos. El corte de este péptido sefilaigar a la forma secretada del PAI-1 de
379 aminodcidos, el cual posee tres sitios potiescide glicosilacion, dando lugar a una
glicoproteina con una masa molecular de unos 58 fda en metionina y pobre en cisteina
[159, 177].

Aunque se desconoce cudl es la principal fuentprdduccion de PAI-1, se ha
comprobado que una amplia variedad de tipos celilan cultivo (células endoteliales,
células musculares lisas, plaquetas, hepatocitbspbfastos y adipocitos) pueden
producir PAI-1 [151, 159].

El PAI-1 plasmatico tiene su origen basicamentiagigélulas endoteliales vasculares
y en el higado. El PAI-1 es una molécula bastargstable, la cual circula en forma activa
ligada a una proteina estabilizadora (vitronectisiando su vida media de unos 30 minutos
[178]. Los granulost de las plaquetas constituyen la principal resdev®Al-1 circulante
(90%), conteniendo de 4000 a 8000 moléculas pgupta (100-200 ng/ml sangre) que se
liberan por la accién del colageno y ADP. Tan amo10% esta presente en el plasma
(alrededor de 10-20 ng/ml) [179-181]. El ampliogarle variacion en los niveles normales
de PAI-1 plasmatico (0,5-40 U/ml) puede deberse ldbéracion por parte de las plaquetas

de parte del PAI-1 contenido en ellas duranteaggso de extraccion.

También se ha descrito una forma inactiva, aungtaeta, del PAI-1 que puede
reactivarse con agentes desnaturalizantes y sidrdigurenaturalizacion a la que se
denomina PAI-1 latente [182].

El PAI-1 se une rapidamente al tPA 'y a la uPA ematio 1:1 [183], formando un
complejo estable que se elimina de la circulacidnlg@s células hepaticas [184]. Por otro
lado, se ha observado que la internalizacion dePA mediada por su receptor es
dependiente de PAI-1. Existe un modelo propuesta paplicar este proceso segun el
cual la sc-uPA se uniria a su receptor y seriaaxigha en tc-uPA, la cual activaria al
plasminégeno unido en superficie a plasmina. Laereia de PAI-1 bloquearia a la tc-

uPA, frenando la produccion de plasmina, mientras @ complejo uPA:PAI-1 seria
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internalizado y degradado [185]. La generacionrodadla de plasmina unida a superficie
puede modular la capacidad de las células paraamégmvadir tejidos, modulando las
interacciones entre las células, la membrana lydsaMEC [123]. De este modo el PAI-
1 controla la actividad proteolitica en la supéeficelular y la localizacion fisica de

UPAR en la membrana plasmética.

El PAI-1 es una proteina relativamente termoestaldedo se encuentra depositada
sobre la matriz subendotelial [186], debido a sidrurton la glicoproteina vitronectina
[187].

El PAI-1 también es capaz de inhibir a la tromb@mapresencia de heparina no
fraccionada (de elevada masa molecular) [188].ceayae la inhibicion de la trombina por
parte del PAI-1, en presencia de heparina y denatitina, es importante para la regulacion
de procesos proteoliticos de la MEC. Se ha dendustrae el PAI-1 es capaz de unirse a la
fibrina polimerizada de un modo especifico, revdesy saturable [189-191]. Esto implica
gue todos los componentes basicos del sistemadiftitco estdn ensamblados sobre una

fase sélida formada por polimeros de fibrina.
Regulacién del PAI-1

La region flanqueante del gen del PAI-1 humanoiestcidn 5' ha sido extensamente
caracterizada [174, 192, 193]. En esta regién caifa la caja TATA y toda una serie de
secuencias con homologias con elementos reguladonesidos, como la secuencia TRE
(“TPA response elementsiendo el TPA: acetato de tetradecanoilforbahbign llamado
PMA: acetato de forbol miristato) reconocida por fattor de transcripcion AP-1
(“activating protein 1"). La AP-1 es una proteina heterodimérica compuysstgroteinas
pertenecientes a las familias fos y jun, y a ldfesuilias ATF (“activating transcription

factor”) y JDP (“Jun dimerization protein”) [145].

Esta secuencia TRE se ha implicado en la induab@ta transcripcion génica por
ésteres de forbol [194, 195] y también se ha @hacio con la respuesta al factor de necrosis

tumoral tipoa (TNF-0) y al factor transformante del crecimiento p6rGF{3) [196, 197].
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La expresion del PAI-1 se ha estudiado en distitypos celulares y tejidos y se han
identificado numerosos factores que juegan un itapte papel en la regulacion de su
sintesis. Muchos factores de crecimiento como &-BGel del endotelio vascular (VEGF) y
el de fibroblastos de tipo basico (bFGF), citogsiimdlamatorias como la interleuquina-1
(IL-1) y el TNF-a, hormonas (corticosteroides, insulina) y la pratedupresora de tumores
p53, inducen las sintesis de PAI-1, aunque no seceocon precision los mecanismos por
los cuales actian estos factores [198-203]. Tamd®éhan descrito diversos factores que
estan implicados en la estabilidad del mRNA del-PAtomo son el TGB- [204], la
insulina [205], la hipoxia [206] y el cAMP [207].

Mediante estudios en células endometriales de esign y sin endometriosis se
ha observado que la progesterona incrementa leatilim de PAI-1 al medio en ambos
grupos [208].

Figura 1. 7 Modelo estructural de la conformaciénedia

molécula de PAI-1 en estado latenteLas flechas
representan las regiones en hofa y las espirales las
regiones en-hélice (Tucker y cdiL87]).

Fisiopatologia del PAI-1

El PAI-1 se ha considerado como el principal redpiale la fibrinolisisn vivo[159,
160]. Se han observado con frecuencia niveles atoremte elevados de PAI-1 en
condiciones en las que el riesgo trombdético estdeatado, como la gestacion [163, 209-

212] y en ciertas complicaciones obstétricas candeclampsia [163, 213-216]. También
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se detecta un aumento de sus niveles en el plasngaaentes con trombosis venosa
profunda [217, 218] y en pacientes con infarto decardio [219-223].

El PAI-1 también esta implicado en los procesosotams [224-226]. En este
sentido, es importante resaltar el papel que serieede a la uPA y a su receptor, uPAR, en
los procesos de migracion y degradacion proteslétecla MEC durante el desarrollo de las
metéstasis. A pesar de no conocerse con detaligniicado de este hecho, los niveles de
PAI-1 y uPA son considerados importantes paramgiroeosticos y pueden tener una

creciente importancia terapéutica en algunos tieasancer [227, 228].

La actividad fibrinolitica en el tejido endometfalmano es esencial en el proceso de
regeneracion tisular durante la menstruacion [22®9Jactividad plasminica, regulada por el
nivel de inhibidores, determina la proteolisis dg proteinas de la MEC, la activacion de
procolagenasas, y la degradacion de diversos campEmnde la membrana basal. Ademas,
la progesterona produce una disminucién de la idatv fibrinolitica del endometrio

mediante el estimulo de la degradacion de uPAayrekento de PAI-1y uPAR [129].

1. 2. 5. POLIMORFISMO -675 4G/5G DE LA REGION PROMIDRA DEL
GEN DEL PAI-1 (rs1799768)

Las células de los explantes endometriales sonceapde proliferar e invadin
vitro una matriz de fibrina tridimensional, dando lugarla formaciéon de nuevas
glandulas (inmunohistoquimicamente positivas paraitoqueratina), estroma (positivo
para la vimentina), y vasos sanguineos (positiana pl CD31), dando lugar a un modelo
in vitro consistente con una endometriosis temprana [A38].esta forma, distintos
factores que lleven a la persistencia de la mateizfibrina en la cavidad peritoneal

podrian ser una causa importante de la endometriosi

De acuerdo con este modétovitro, es posible que distintas variaciones genéticas
en el sistema fibrinolitico creen un ambiente hipdrdolitico en la cavidad peritoneal, lo
gue podria permitir la persistencia de una matifilarina en dicha cavidad. Asi, tras la

llegada de los fragmentos endometriales a la cdviggitoneal, mediante menstruacion
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retrograda, estos se podran adherir y crecer ennestriz de fibrina persistente, dando

lugar a la endometriosis.

El polimorfismo -675 4G/5G de la region promotoral gen del PAI-1 esta
formado por la insercion/delecion de un solo nuded El alelo 4G tiene una secuencia
de cuatro guaninas y permite la unién de una p@teictivadora de su transcripciéon
perteneciente a la familia de los factores nuctefe Sin embargo, el alelo 5G contiene
cinco guaninas que constituyen un lugar adicioraligion a una proteina represora de la
transcripcion (Figura 1. 10). Hay varios estudiosl@s que se ha comprobado que los
portadores homocigotos del alelo 4G poseen niydéesnaticos de PAI-1 mas elevados y
una actividad fibrinolitica disminuida (hipofibriliis) frente a los homocigotos para el alelo
5G, mientras que los heterocigotos poseen niveiesnedios [231-234].

Activador Represor
Transcripcional  Transcripcional

—

Alelo 5G GGGGG
Transcripcion

Regién reguladora

| Promotor | Secuencia codificante (Exanes 1-9

Alelo 4G GGGG >
Transcripcion

Activador
Transcripcional

Figura 1. 8 Modulacién de la tasa de transcripciédel gen PAI-1 de acuerdo con el
polimorfismo -675 4G/5G.El alelo 5G genera un lugar de unién adicional panaa proteina
represora que se solapa con el lugar de unién dprtageina activadora de la transcripcion, lo
gue provoca una competencia por la unién al promgtge trae como consecuencia una menor
tasa de transcripcion del gen (Modificado de KohlgBrant [235]).

La contribucion del polimorfismo 4G/5G a los nivefdasmaticos de PAI-1 parece
ser mayor en mujeres que en hombres [236]. Es ehggnotipo hipofibrinolitico 4G4G

parece estar asociado a complicaciones en el enthiaeluyendo parto prematuro, parto
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de mortinatos, aborto, restriccion de crecimiemtrauterino (IUGR), eclampsia y
desprendimiento prematuro de la placenta, probabiean al haber una menor
eliminacion de los depdsitos de fibrina de la ptdad237]. Por otra parte, nuestro grupo
ha estudiado este polimorfismo en otras patologbdaso el Behcet [238], sin encontrar
asociacion, o el infarto de miocardio [239] y leesinlad infantil [240], encontrando una
mayor frecuencia del alelo 4G en los pacientes.bi@mhemos observado que, después
de la pérdida de peso en pacientes con obesidadidagtos pacientes portadores del
alelo 4G presentaban unos niveles mayores de Rfyelos portadores de 5G [241]. Esta
disminucion de la adiposidad es responsable déstainlicion de los niveles de PAI-1,

pero que también puede estar influida por la majerbps factores metabdlicos [242].

Hay diversos estudios que relacionan variacionéssideema fibrinolitico con la
endometriosis [14, 94, 243]. Concretamente, nuegttpo ha descrito unos niveles
proteicos de PAI-1 mas elevados en tejido endodsatd que en el endometrio de mujeres

con y sin endometriosis [14].

Sin embargo, pese a estos estudios, aln se descehestas alteraciones en el
sistema fibrinolitico son una causa o una consetmefe la endometriosis. El estudio de
polimorfismos implicados en la expresion génica poede ayudar a desenmarafar esta
incognita, ya que una asociacion significativaestarpresencia de un alelo y/o genotipo con
la enfermedad nos permitira establecer un vincalealisalidad entre la presencia de un

alelo y/o genotipo con el desarrollo, la extensiinla recurrencia de la endometriosis.

La hipétesis de nuestro grupo es que este polismdi puede contribuir a
incrementar la expresion del PAI-1 en tejido endoialey/o en liquido peritoneal de
mujeres con endometriosis, produciendo un ambipati&oneal hipofibrinolitico en el
que no se eliminarian los depdsitos de fibrinatpeeiales, lo que facilitaria la adhesion

de los fragmentos endometriales llegados por meawstn retrograda.

Hay que destacar que al comienzo de esta tesialia hinguna publicacién con

respecto a la influencia del polimorfismo 4G/5Ggksh del PAI-1 en la endometriosis.
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1. 2. 6. FISIOPATOLOGIA DEL SISTEMA FIBRINOLITICO

El sistema fibrinolitico est& implicado en numespmcesos tanto fisioldgicos como
patoldgicos, que incluyen la ovulacion, la embraaggis, la migracion celular, la lisis del
codgulo, la angiogénesis, la cicatrizacion y lagmsion tumoral [85, 107, 244]. Los
procesos patolégicos mas estudiados, en los cestésmplicado el sistema fibrinolitico,

son las enfermedades cardiovasculares y la invgsd@metastasis tumoral [140, 245].

Estudios con ratones deficientes en algunos dectwaponentes del sistema
fibrinolitico han confirmado su implicaciéon no s@o enfermedades cardiovasculares, sino
en alteraciones en la reproduccién, en el desarenlibrionario, en la cicatrizacién, en la

infeccidn, en la funcién cerebral y en el cancéd6§248].

Al igual que en el cancer, en la endometriosis tmégyracion de tejido, adhesion,
invasion y angiogénesis. La uPA, ademas de degladdEC, permitiendo asi la invasiéon
del tejido endometrial, puede estimular el restduteiones. Distintos estudios en cancer
han mostrado que la capacidad de las células tlenguara invadir y metastatizar puede
reducirse mediante el uso de inhibidores de la aleAanticuerpos anti-uPA, de antagonistas
del uPAR o0 mediante la expresion de secuenciaseast de uPA y uPAR. Esta capacidad
también puede incrementarse mediante la sobresidprée uPA [249-253]. En cuanto a la
implicacion del los inhibidores fibrinoliticos ehancer, puesto que son capaces de inhibir
a la uPA, cabria esperar que impidieran la invagida metastasis. De acuerdo con lo
anterior, se ha descrito que la sobreexpresionAdiel Peduce la formacién de metastasis
[254, 255]. Sin embargo, otros estudios han indicqde el PAI-1 promueve, mas que
inhibe, la invasion y la metéstasis. Por ejempe,iveles de mRNA y proteina uPA y
PAI-1 aumentan significativamente en tumores de@ade mama con el estadio pTNM
[256]. Los niveles proteicos de PAI-1 [256-258pg de uPA [257, 258], fueron mayores
en aquellas pacientes con cancer de mama quersnofriea recidiva, lo que sugiere que
ambos se asocian con un prondstico menos favoealdste grupo de pacientes. En otros
estudios, la deficiencia de PAI-1 en ratones diagtirla angiogénesis, y ratones deficientes
de PAI-1 presentaron una disminucion en la angiegjére impidio la invasion celular [259].

Los posibles mecanismos por los cuales el PAI-Heuwontribuir a la diseminacion del
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cancer son impidiendo el exceso de la degradaa@ota MEC, modulando la adhesién
celular [260], jugando un papel en la angiogénf88] y estimulando la proliferacion
celular [261].

1. 2. 7. CAMBIOS FIBRINOLITICOS EN LA ENDOMETRIOSIS

1. 2. 7. 1Tejido endometrial eutdpico

El endometrio humano es un tejido dinamico queesnfodificaciones periddicas
durante el ciclo menstrual. Este tejido respondkcaimente al estimulo estrogénico con
una proliferacién, y al estimulo de la progesterimduciendo una diferenciacion e
inhibiendo la proliferacién endometrial dependieti¢eestrégeno [262]. La estimulacion
in vitro de las células estromales con progesterona rdduiberacion y la activacion de
las MMPs [263] y aumenta la sintesis de componertte® el colageno, la laminina, y la
fibronectina [264, 265]. Por todo ello, debido awombinacién de sintesis aumentada y

degradacién disminuida, la MEC se consolida eada &ecretora.

Se han descrito modificaciones en la expresiénRi& en funcién de la fase del
ciclo menstrual, en particular un aumento de lavigetd fibrinolitica durante la
menstruacién [133, 266-268]. Posteriormente, estddr se ha comprobado tanto en el
endometrio eutdpico como en el tejido endometr@sie las mujeres con endometriosis
[13].

El sistema fibrinolitico sufre variaciones en futidel estado hormonal de la
paciente, por lo que cualquier tratamiento con restes debe ser tomado en
consideracion. El tratamiento con estradiol y pstg@na en cultivos de células
estromales endometriales aumenta el numero detoegesgelulares de superficie para la
uPA [129, 269]. Ademas, la progesterona inducewmeato de la liberacién de PAI-1 lo
que determina la formacion de una mayor cantidadca®plejos uPA:PAI-1. La
eliminacion y degradacién de estos complejos deperficie celular es mas eficiente que
la de la uPA libre. La combinacién de un mayor niode receptores de superficie y la

disminucion de la uPA libre podria explicar la recion de la actividad de la plasmina en
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un ambiente con influjo estroprogestativo [129]. ¢@nsecuencia directa de una baja
actividad de la uPA en el endometrio secretor esdisminucion en la degradacion de la
MEC significativa. De esta forma se evita la maretion y se aseguran condiciones
Optimas para la implantacion del embrién. La bajivelad fibrinolitico observada
durante la fase secretora se altera por la caida geogesterona al final de esta fase
dando lugar a mayores niveles de uPA y tPA. Edtigamion del sistema fibrinolitico

puede incrementar los mecanismos proteoliticosigagds en la menstruacion [8].

Aunque el PAI-1 es también inhibidor del tPA, lancentracion de este dltimo no
sufre las variaciones observadas en la uPA pocdem de la progesterona. A pesar de
esto, se ha comprobado que los niveles de tPA aamepremenstrualmente,

posiblemente en relacién con la eliminacion deblarfa formada [270-273].

Los factores de crecimiento y las citoquinas puededular la concentraciéon de
los activadores e inhibidores del plasmindgeno JJ[IBREGFaumenta la concentracion
de uPA [274], mientras que el TG@Faumenta la concentracion de PAI-1 y produce un
efecto inhibidor del crecimiento de las célulagadjgiles [122]. Sin embargo, a pesar de
los multiples mecanismos de regulacion paracrindadactividad de la plasmina, los
determinantes finales de dicha actividad son |tisadores e inhibidores de activadores
del plasminégeno. Los activadores del plasmindégenencuentran dentro del endometrio
en localizaciones mas especificas que el plasmiddee ha comprobado que el tPA se
expresa en el endotelio vascular del endometrientnsis que el sc-uPA estd ademas

presente en las membranas basales del epitelidulgaly de superficie [140].

Aunque en los estudios de extractos de tejido ertftahse observa una presencia
mayoritaria de tPA, sugiriendo que la actividadspiénica se debe al tPA, en los estudios
con cultivos tisulares se produce una mayor libérade uPA que de tPA al medio, de
forma que la actividad plasminica en este medidede principalmente a la uPA. Este
hecho puede deberse a las distintas formas de eh@adento intracelular de los dos
activadores, o a la presencia de sc-uPA (formadidee inactiva), inmunolégicamente
distinta de la tc-uPA [266].Estudios en cultivosutzges han mostrado que la uPA esta

localizada en lugares de unién al sustrato y emplosos de anclaje intercelular, de ahi su
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importancia para el proceso de migracién e invas@&nlar [275, 276]. Asi pues, para
determinar los niveles totales de uPA seria imptetatilizar técnicas que permitieran la
extraccion completa de la proteina de la fraccifwsdlica y de membrana en el tejido

estudiado.
1. 2. 7. 2.Tejido endometridsico

La disponibilidad de plasminégeno es esencial gaeala plasmina ejerza su efecto
de remodelado tisular y active las proMMPs. Existmeles elevados de plasmindégeno en
las células endometriales y en la MEC tanto dieldejterino como del endometrio ectopico
de las mujeres con endometriosis, 10 que sugieeeegtos tejidos presentan un elevado
potencial proteolitico. Por el contrario, la exgiesde plasmindgeno es débil en el estroma

de los tejidos ovarico y peritoneal en los quessiriplantado endometrio ectopico [277].

Aunque, como se ha comentado anteriormente, eénsastfibrinolitico sufre
variaciones en funcién del estado hormonal, megligdtnicas de inmunohistoquimica no
se han detectado cambios en la expresion de PARAIN2 en el endometrio ectdpico y
eutdpico al comparar la fase proliferativa y larsera [278, 279]. Tampoco se han
encontrado diferencias significativas en el pattéincién del plasminégeno, uPA o tPA en
funciébn del momento del ciclo. La incapacidad paletectar estos cambios por
inmunohistoquimica puede deberse, bien a una tajaibilidad de los anticuerpos
utilizados, o bien a la falta de almacenamientdd®Als en las células endometriales. Por
otra parte, estos medios presentan el inconveniEnt® poder realizar una cuantificacion

precisa de los niveles proteicos reales en ebtejid

Casslen y col [129] observaron un efecto negatevtagrogesterona en la expresion
de activadores del plasminégeno, debido al auntnta expresion de PAI-1y de uPAR en
la superficie celular. La formacién de complejo&lHAI-1 y su union al receptor facilita el
aclaramiento de plasmina activa. Estudiosiitro no han encontrado diferencias en los
niveles de uPA, PAI-1 y PAI-2 en endometrio eutdpic ectépico de mujeres con
endometriosis aunque si han mostrado un aumentoed@resion de PAI-1 en presencia de

progesterona [243, 280] y un aumento de la secrel@®uPAR en las células endometriales
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de las mujeres con endometriosis [243]. Se ha agtado que este Ultimo hallazgo podria
aumentar la disponibilidad local de uPA mediantendéntecimiento de su inhibicién por el
PAI-1 [243].

La cuantificacion proteica, mediante técnicas déSEl. ha mostrado una mayor
concentracion de uPA y PAI-1 en endometrio de ragjeron endometriosis que en el
endometrio de controles. Estos niveles son todaeigores al estudiar muestras de tejido
endometriésico [94]. La mayor concentracion de w@PAel endometrio de mujeres con
endometriosis podria llevar a una anormal degrédagel tejido endometrial durante la
menstruacion. De esta manera, se originarian fratpsiede tejido endometrial con un
potencial mayor para degradar la MEC que en la msgma, lo que facilitaria su
implantacion [281, 282]. Sin embargo, los niveles dPA en cultivos de células
endometriales estromales son menores en el tejitiipieo y ectdépico de mujeres con
endometriosis y su expresion se mantiene estabkd gempo [208]. Este hecho podria
explicarse por la ausencia de factores reguladiresitro, como es el caso de la

progesterona.

Existen evidencias de que la endometriosis es nfieaneedad estrdgeno-dependiente,
pero los datos sobre el efecto de los estrégent@spnduccion de uPA, uPAR y PAI-1 son
conflictivos. La expresién de uPA estd aumentaddaefase proliferativa en el tejido
adenomiético [13]. Sin embargo, el cultivo de @dubndometriales estromalesvitro con
dietilestilbestrol no produce cambios significativen los niveles de uPA, PAI-1 o uPAR
[243].

Por el contrario, otros autores han sugerido quejielo endometriosico no es tan
estrogeno-dependiente como el endometrio normiakagjeomo consecuencia de un defecto
en el metabolismo esteroideo [283, 284]. La exprede aromatasa es aberrante en el tejido
endometriésico y existe una deficiencia enB-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que
produce un aumento de la concentracion tisulasttadiol [285]. Estudios en animales han
demostrado que el estradiol no es necesario paraetso de implantacion [286, 287]. Sin
embargo, si parece ser determinante en la prdiferay crecimiento del tejido

endometridsico [288].
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1. 2. 7. 3.Liquido peritoneal

El tejido peritoneal lesionado contiene depdésitedildrina en superficie, exudado
de células blancas y tejido mesotelial necréticoarttio la fibrina es degradada por el
sistema fibrinolitico, el peritoneo se repara sam ligar a la formacion de adherencias.
Sin embargo, en presencia de residuos de fibrglz@idd a una cantidad inicial de fibrina
excesiva o0 una actividad fibrinolitica disminuidese produce una activacion de
fibroblastos con produccién de fibrosis y adher@n@ntraabdominales [289]. Existe una
amplia variedad de células en la cavidad peritoogpaces de expresar componentes del
sistema fibrinolitico [290, 291]. Los macréfagosgucen tPA, PAI-1 y sus receptores,
pero el mayor contribuyente a la actividad fibritich del abdomen son las células
mesoteliales [292, 293]. Estas células expresandafmentalmente activadores

fibrinoliticos y por ello son cruciales para el rrerimiento de la integridad peritoneal.

La barrera peritoneal sufre un proceso de remodetadly similar al de la herida
del tejido cutaneo (Figura 1. 9). Diversos estudinsdeficiencias de uPAR y tPA han
demostrado que el déficit de uPAR:tPA produce ultareeion del proceso de
cicatrizacion menos severa que el déficit de uPRA[ED4]. Estos trabajos sugieren que
la uPA es suficiente, por si misma, para eliminar depdsitos de fibrina y permitir el
proceso de cicatrizacion. Por otra parte, el déieiplasminégeno causa un retraso en el
proceso de cicatrizaciébn debido tanto a una altamaen la migracion de los
gueratinocitos como a un déficit de angiogénesilemas, el trauma tisular y la isquemia
aumentan la formacién de adherencias, ya que induna reduccién de la actividad
fibrinolitica peritoneal. Este efecto es debidodamentalmente a una disminucién en los
niveles de tPA y a un aumento del nivel de PAIl-leérdiquido peritoneal, y puede
observarse también en procesos inflamatorios pedies o tras una intervencion
quirdrgica sobre el abdomen [292, 295]. Por otréepda administracion intraoperatoria
de tPA ha demostrado ser capaz de prevenir la tddmale adherencias, sin interferir

con el proceso de cicatrizacion peritoneal [296}298

El hallazgo de niveles de tPA y uPA aumentados leligeido peritoneal en

mujeres con endometriosis 0 adherencias peritohestablecidas podria sugerir una
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activacion secundaria del sistema fibrinolitico gpdimitar la formacion de nuevas
adherencias [299]. La administracién intraperitbnda anticuerpos anti PAI-1 ha
demostrado reducir la incidencia de adherenciasumna lesion quirtrgica del peritoneo,
probablemente por limitar la disponibilidad de PiApara la inhibicion del tPA [300].

Existen resultados conflictivos en la literatura eglacion a la actividad
fibrinolitica en el liquido peritoneal de las m@srcon endometriosis [301]. Algunos
autores han descrito que la actividad de los atires del plasmindgeno es similar en el
liquido peritoneal de pacientes con o sin endoo®fi[302]. Sin embargo, Astedt y
Nordenskjold [303] encontraron un aumento en loseles de activadores del

plasminégeno en el liquido peritoneal de las mgjemn esta enfermedad.

Célula peritoneal
uPA
MITIPS MMaitriz provisional
- 7
g MMembrana basal
MEC : e

Figura 1. 9 Mecanismo de regeneracion peritoneBl. modelo de regeneracion cutanea tras una
herida traumética se podria aplicar basicamentgralceso de reparacion peritoneal tras sufrir una
agresion externa (MEC: matriz extracelular; MMPsetaloproteasas matriciales; uPA: activador

del plasmindgeno tipo uroquinasa).

Al estudiar los inhibidores fibrinoliticos en elgliido peritoneal se observan
resultados diversos que varian en funcién de laidécutilizada y el estadio de la
enfermedad. Bruse y col [94] encontraron una maymrcentracion de PAI-2 en el
liquido peritoneal de las mujeres con endometriasisompararla con la de las mujeres

libres de enfermedad. Estos resultados podriancexg¢ por la existencia de una mayor
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actividad de los macrofagos peritoneales en lasemsijcon endometriosis que serian
responsables del aumento de la secrecion de PAIrRd@io peritoneal. Por el contrario,
cuando se estudian exclusivamente los estadidalesade la enfermedad, con presencia
de implantes peritoneales pero sin sindrome adbti@teasociado, se evidencia una
disminucion de los niveles de PAI-2 en liquido fmereal [94]. Ademads, los niveles

proteicos de PAI-2 aumentan tras la liberacionlggica de las adherencias [299].

En sintesis, el aumento del nivel de uPA en elidimyeritoneal de mujeres con
endometriosis sugiere que el sistema fibrinoliseocactiva secundariamente para limitar

la neoformacion de adherencias.

Aunque se han realizado numerosos estudios implicah sistema fibrinolitico
con la endometriosis, quedan por definir los casiegpecificos de cada componente del

mismo en los diferentes estadios evolutivos defarsmedad.
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1. 3. ENDOMETRIOSIS Y SISTEMA DE LAS METALOPROTEAS AS DE
LA MATRIZ EXTRACELULAR

1. 3.1. LA MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

La MEC es una compleja estructura glicoproteica sjoee de soporte celular y
confiere una ultraestructura tridimensional esperid cada tejido. Ademas de su funcion
estructural, la MEC funciona como un medio par&raisporte de sefiales celulares que
modulan procesos tan diferentes como la angiogéragiroliferacion y migracién celular,

las respuestas inflamatorias e inmunolégicas prosesos de reparacion tisular [304, 305].

La composicion de la MEC no es estética. Existproneso de regeneracion continua
en el que participa un complejo sistema de enzioass una regulacion especifica. El
descubrimiento de citoquinas, factores de creciimignde potentes proteinas funcionales
gue se expresan en el seno de la MEC demueseteVamcia de la misma en el proceso de
comunicacion intercelular. A su vez, la regulag@@racrina descrita por algunos autores
resulta fundamental para la correcta homeostasisada uno de los tejidos de nuestro
organismo [306, 307].

La MEC esta formada por dos clases principales atgamoléculas: 1) cadenas de
polisacaridos de tipo glicosaminoglicanos (GAG)rmmamente unidas a proteinas
mediante enlaces covalentes formando los proteogls; y 2) proteinas formadoras de
fibras pertenecientes a dos tipos funcionales, aoascaracteristicas fundamentalmente
estructurales (colageno y elastina) y otras adhsgieomo la fibronectina y la laminina)
[308].

Las moléculas de GAG Yy proteoglicanos forman unssténcia fundamental”,
altamente hidratada, que presenta propiedades |de e la que estan embebidas las
proteinas fibrosas. Esta fase acuosa del gel petandifusién de metabolitos, nutrientes
y hormonas entre la sangre y las células que folomiejidos. El gel de polisacaridos
confiere resistencia frente a las fuerzas de cosiprale la MEC, mientras que las fibras
de colageno oponen resistencia a la traccion yldatiea confiere elasticidad. Las

proteinas adhesivas son intermediarias en el andijlas células a la MEC. De esta
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forma, la fibronectina participa en la adhesiéribeblastos y de otras células a la MEC
en el tejido conjuntivo, mientras que la laminirevdrece la union de las células

epiteliales a la lamina basal [308].

El colageno, del que se han identificado méas dgp2@ diferentes, es la proteina
mas abundante en la MEC. La estructura tisular osn nhamiferos estd compuesta
fundamentalmente por colageno tipo |, que ha mateima secuencia de aminoacidos
constante a lo largo del proceso evolutivo [309]ndue los otros tipos de colageno estan
presentes en menor cantidad, son éstos los quéemanfa la MEC las propiedades
mecanicas y estructurales que permiten el procesemaracion tisular. La membrana
basal, en la interfase entre las células epiteligla MEC, esta formada principalmente

por colageno tipo IV [308].

o L
@ MMPs Microfibrilla = Molécula de

ey ~~ colageno
y

Figura 1. 10. Estructura de colageno humangl colageno es el componente mas abundante de la
MEC. Las metaloproteasas matriciales (MMPSs) tiptagenasa, son capaces de actuar sobre la
triple hélice helicoidal de la fibra de colagenalggradarla. Los productos resultantes de la accién
de las colagenasas se desnaturalizan rapidamentgekatinag, la cual es a su vez susceptible de la
accion de otras MMPs, como las gelatinasas y lapesilisinas.
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La matriz extracelular (MEC) en el endometrio.

El tejido endometrial humano se remodela duranteiadd menstrual. Tras la
menstruacién, en la fase preovulatoria, se prolumecuperacion del estrato funcional de
endometrio mediante re-epitelizacion, division twluy produccion de MEC,
principalmente bajo la estimulacion del estrogemarico. Tras la ovulacion, el tejido
endometrial regenerado se diferencia, bajo laémitia de la progesterona y el estrogeno,
prepardndose para la implantacion del embridne $ireduce esta implantacion adn hay
una mayor diferenciacion del estroma, que se debiidu Si el embridon no se implanta
en el endometrio, los niveles de estrégeno y ptegmsa disminuyen rapidamente e

inducen la menstruacién [310-312].

Asi pues, durante el ciclo menstrual se producembgz profundos en la
arquitectura endometrial en respuesta a cambioardblente hormonal. Estos cambios
en la composicion celular relativa, en la compdsicde la MEC (cuantitativa y
cualitativa) y en la interaccion entre la MEC y tdulas endometriales, son necesarios
para una correcta implantacién del embrién, invasié las células trofoblasticas en el

endometrio decidualizado, y el mantenimiento ddvamzo [313].

Se ha observado en distintos estudios que la adheslular mediada por
integrinas puede afectar la proliferacion celulamauso la viabilidad celular [314-316],
en el caso del endometrio se ha observado, que lEstcélulas estromales [311] como
las epiteliales [312] expresan integrinas en suedige, las cuales actiGan como
receptores de componentes especificos de la ME€s Heteracciones regulan la

viabilidad y proliferacién de estos tipos celulaj@&kl, 312].

Los componentes mejor caracterizados de la MEC leengometrio son los
colagenos, la fibronectina y la laminina [310, 332/]. De los 28 tipos de colageno
conocidos [318] los de tipo |, IlI, IV, V y VI seah detectado en el endometrio humano
[310, 313, 317, 319].

Aunque hay discordancia en los estudios de comipasielativa del endometrio a

lo largo del ciclo menstrual, lo que nos indicas diistintos estudios es que los colagenos
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de tipo I, lll y V estan presentes intersticialmeeatlo largo de todo el ciclo menstrual en
forma de fibrillas en la fase proliferativa y sdora que posteriormente formaran un
sistema de canales entre las células de la defdila 313]. Estos canales permitiran
movimientos celulares, principalmente de leucodid®]. Por otro lado, las células de la
decidua, que son las mayores productoras de caagémetizan predominantemente

colageno de tipo V y de tipo | y menores cantidatiesolageno de tipo 11l [313].

Mientras que los estudios de inmunohistoquimic&cardel contenido relativo y la
distribucion de los colagenos [310, 313, 317, 3l#,cuales tienen una vida media de
anos, el estudio de los niveles de RNA es impagtpata conocer la tasa de produccion
de estos colagenos en el endometrio a lo largoiclel menstrual [320]. La disminucién
de colageno de tipo | en el endometrio en fasees@er puede ser uno de los cambios que

preparan al endometrio para la implantacion [320].

Mientras que por un lado se ha observado una disndin del colageno tipo V en
la decidua [310], por otro lado se ha observadtojies contrario [313]. Asi, mientras
unos autores indican que la reduccion general daraidad de la red fibrilar se debe a la
disociacién del colageno de tipo V, que actia rgid el diametro de las fibrillas de
colageno de tipo | y lll [310], otros autores imticque aumento de colageno tipo V
podria regular la funcion de las células estromdéeka decidua [313]. Esta regulaciéon se
deberia a la mayor capacidad de unién a insuliga][Z& heparina/heparan sulfato [322],
gue los colagenos de tipo I, Il, 1l o IV, o quefibronectina y laminina. Esta insulina
unida a colageno de tipo V retiene su actividadgdica [321] y la heparina/heparan
sulfato modula la actividad del VEGF-A [323] y bFGB24, 325]. Estos hallazgos
sugieren que el coldgeno de tipo V es importanteleercompartimentalizacion,
almacenamiento, estabilizacion y modulacion deaetsvidades de varios factores de
crecimiento. El colageno de tipo V también se ue BSP-1 [326], estas interacciones
con la TSP-1y con el heparan sulfato también pusée importantes en el ensamblaje

de la MEC y en la regulacién de sus funciones biols.

Mientras que en algunos estudios de inmunohistaqiise observa una pérdida de

colageno de tipo VI en la MEC intersticial del esta predecidualizado y decidualizado

42



[310], en otros se observa una expresion difusa psantenida a lo largo del ciclo

menstrual e incluso un aumento en el endometrieddalizado [313]. En estudios de

hibridacion in situ se ha comprobado que las teg@es de mRNA que codifican las
cadenasil (VI), a2 (VI) y a3 (VI) se transcriben en las células del estrontemetrial

y en las células vasculares, pero al formarse dalda se detecta una disminucién en la
produccion de estos tres mRNAs en estos tiposasekl[327]. Asi, una pérdida de

colageno tipo VI durante la fase secretora targi@deciduacion) se deberia a un

mecanismo postranscripcional.

Con respecto a la fibronectina y la vitronectingntras que la primera persiste en
el endometrio humano durante la deciduacion, pogue se cree que tiene un papel
importante en la union del trofoblasto, la vitrotieg, que también posee propiedades de

anclaje celular, no esta presente en la MEC imtéaken la decidua [310].

La laminina y el coldgeno tipo IV son los compomrsntmayoritarios de la
membrana basal de los epitelios y, consecuenteméani@ién se localizan en las
membranas basales de los epitelios luminal y glandiel endometrio y del endotelio
vascular [310, 313]. Ademas en las células estresndédl endometrio, a partir de la fase
secretora tardia se produce una acumulacion pdeacgirogresiva de componentes de la
membrana basal (colageno tipo IV, laminina y hepaudfato), llegando a formar una
estructura similar a una membrana basal en lataséleciduales maduras [310-313, 328-
331].

Parece ser que las células estromales endometrigdes no las epiteliales,
expresan laminina y colageno IV, lo que sugiere targo la laminina como el colageno
de tipo IV se producen en las células estromaksnyposteriormente transportados a los
espacios intercelulares y a la membrana basal gelep[311]. EI nimero de células
estromales endometriales que expresan laminina I§g&oo de tipo IV aumenta
significativamente durante las fases proliferati@adia y secretora tardia (solo cuando
estas células se decidualizan) [311], aunque prenge se habia descrito que la laminina
inhibe la deciduacion de las células estromale®maettiales [332, 333]. Ademas, hay

pocas ceélulas estromales que expresan estos comesneen endometrio
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postmenopausico [311]. Estos resultados sugierenagihormonas esteroideas regulan
la produccién de laminina y colageno en las célektsomales endometriales. De esta
forma, al controlar la produccién de componentesad®IEC en las células estromales

endometriales, también controlan su proliferac@ferenciacion y viabilidad [311].

La presencia de laminina en la membrana basal wismi durante la fase
secretora, pero solo en el epitelio luminal, nekglandular ni en el endotelio vascular.
Es mas, tras la menopausia, la presencia de laangsith muy disminuida en el endotelio
vascular pero no en el epitelio endometrial [3E2&tos resultados parecen indicar que la
actividad proteolitica especifica de la lamininas@rvada tanto en el epitelio endometrial
durante la fase secretora como en el endotelioularsen endometrio postmenopausico,
no esta regulada por hormonas esteroideas, ya gusenobservan cambios en la

expresion de laminina en todas las membranas ksadallendometrio [312].

Sin embargo, la expresion de colageno de tipo $vhdiuye significativamente en
todas las membranas basales (del epitelio luminglalydular y del endotelio vascular)
durante la fase proliferativa, lo que indica queaddividad proteolitica especifica del

colageno IV esta regulado, al menos parcialmemaehgrmonas esteroideas.

1. 3. 2. LAS METALOPROTEASAS MATRICIALES (MMPs)
1. 3. 2. 1. Estructura y biologia de las MMPs

La correcta homeostasis de la MEC esta reguladdapexistencia de un tipo de
enzimas proteoliticas conocidas como las MMPs. daxiacion de estas MMPs con sus
inhibidores se denomina sistema de las MMPs. LasPsINorman una familia de
enzimas zinc-calcio dependientes que son capacdsgiadar colectivamente la mayoria

de las proteinas de la MEC a un pH neutro [334].335
Las MMPs contienen diversos dominios estructuri@ae] (Figura 1.11):
1.- Péptido sefial es la secuencia responsable de la secreciénrdelécula y no

esta presente en el proenzima.
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2.- Propéptido: es esencial para mantener la proMMP en formantiateEste
dominio posee entre 80 y 90 aminoacidos y contieme secuencia activadora (“Cys
switch”), cuyo grupo tiol de la cisteina interaatdocon el i6n zinc del dominio catalitico.
Esta interacciébn mantiene a las MMPs inactivas prieolisis de este propéptido da

como resultado el enzima activo [337, 338].
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Figura 1. 11. Estructura de las metaloproteasas hamas [336].
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3.- Dominio catalitico: de unos 170 aminoacidospntiene dos iones zinc y al
menos un ion calcio. Uno de los iones zinc estdidagbo en el proceso catalitico de las
MMPs y se encuentra en el centro activo unido selauencia altamente conservada, el

“motivo de unién al zinc”.

4.- Region bisagra (hinge region):de longitud variable, es una region rica en

prolinas que une el dominio catalitico con el damtipo hemopexina.

5.- Dominio tipo hemopexina:de unos 200 aminoacidass el responsable de la
especificidad de sustrato de las MMPs. Estd alteeneonservado y muestra una
secuencia similar a la proteina plasmética hemaopesta region juega un importante
papel en las interacciones entre las MMPs y susasos y entre las MMPs y sus
inhibidores tisulares (TIMPS).

1. 3. 2. 2. Clasificacion de las MMPs

Dependiendo de la especificidad del sustrato y wWesstructura (presencia de
determinados dominios), las MMPs se pueden clasiio varios subgrupos [336, 339]
(Figura 1.11):

1.- Colagenasas degradan a la mayoria de los distintos tipos @léageno. Su
accion sobre el colageno fibrilar produce una ligida molécula helicoidal, lo que causa
un cambio en su estabilidad. Los productos redekatte la accién de las colagenasas se
desnaturalizan rapidamente en gelatina, la cua s vez susceptible de la accién de
otras enzimas, como las estromelisinas y las gakdis. Ademas, pueden digerir otras

moléculas de la MEC y proteinas solubles.

2.- Gelatinasas:tienen la capacidad de degradar los constituyeniesipales de
las membranas basales, como el colageno tipo Ngnnina y la fibronectina. Estas
MMPs juegan un papel importante en la degradadidal fle las fibras del colageno
después de la actuacién de las colagenasas soleméagkeno y su desnaturalizacion.
Ademas, la MMP-2 digiere colagenos tipo I, Il yatin afinidad similar a las colagenasas

[340]. La actividad colagenasa de la MMP-2 paremecentrarse en la superficie celular,
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donde se recluta y posteriormente se activa pomktsloproteasas de membrana (MT-
MMPs) [341].

3.- Estromelisinas estas enzimas son capaces de degradar un gragraaim
sustratos de la MEC, como proteoglicanos, protefanasionales distintas al colageno
como la laminina y la fibronectina y las regiones melicoidales del colageno IV.
Ademas, la MMP-3 y la MMP-10 ejercen su actividadimatica sobre otras MMPs,
factores de crecimiento, y citoquinas. Esta actidigpermite a las MMPs regular el
crecimiento tisular, no s6lo limitando las inteiiaces entre la MEC y la célula, sino
también regulando la biodisponibilidad de factomes crecimiento en la misma.
Concretamente, la MMP-3 puede degradar un ampligorale sustratos de la MEC como
agrecano, elastina, fibronectina, gelatina, lansintenascina-C, vitronectina y colageno
tipo I, I, IV, IX, X, XI [342-344]. Ademas, la NIP-3 es capaz de activar a otras
MMPs, como las MMPs -1, -7, -8 -9 y -13, al TNFal inhibidor de proteasagy a la

proteina basica de mielina [343], y de inactivéa H.-1p [345]. La MMP-3 es, a su vez,
capaz de generar angiostatina a partir del plagreim®y pudiendo limitar la angiogénesis
[346].

La MMP-11 posee una secuencia de activacion pordiRX[R/K]R en el extremo
C-terminal del propéptido pudiendo activarse irghalarmente [347]. Esta isoforma
intracelular, de funciéon aun desconocida, se precar splicing alternativo, de forma

que no tiene ni el péptido sefial ni el predomiBis].

4.- Matrilisinas: Carecen del dominio de tipo hemopexina. La MMP-@t(ifisina
1) se sintetiza en las células epiteliales y seete@picalmente. Ademas de algunos
componentes de la MEC, procesa moléculas de lafmi@eelular como el pro-TNiy
la E-cadherina [341]. La MMP-26 (matrilisina 2) egpresa en el endometrio y en
algunos carcinomas. Digiere varias moléculas ddH& y, al contrario que la mayoria

de las MMPs, se almacena intracelularmente [349].

5.- Metaloproteasas de membrana (MT-MMPs):incluyen a cuatro proteinas

transmembrana (MMP-14, -15, -16 y 24) y dos pr@iancladas a la membrana
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plasmatica mediante una cola GPlI (MMP-17 y -25)latoellas capaces de degradar
componentes de la matriza extracelular. Todas @oeti una secuencia de
reconocimiento por furina RX[R/K]R en el extremaé@minal del propéptido, de forma
que se activan intracelularmente antes de expeeearta superficie. La funcion principal
de este tipo de MT-MMPs es activar a la MMP-2.

6.- Otras: en este grupo se incluyen siete MMPs que por gataio especificidad
de sustrato no se incluyen en ninguno de los spbgranteriores, y su funciéon aun es
bastante desconocida. Entre las MMPs de este geipocuentran la MMP-12, -19, -20,
-21, -23, -27 y -28.

1. 3. 2. 3. Regulacion de las MMPs

La expresion de las MMPs esta regulada a nivestrgocional, aunque también se
ha descrito el control de la estabilidad del mMRNAMMPSs por factores de crecimiento y
citoquinas. La actividad proteolitica esta regalaor la activacién de sus zimdgenos y

por la especifica inhibicién de proteinas como TéMB-macroglobulina e inhibidor de

proteasas., [336].

La expresién de la mayoria de las MMPs es reguadael transcripcional por
diversos factores como citoquinas, factores derorento, hormonas y por contacto con
la MEC [336]. También se ha descrito que la expredie la MMP-3 se incrementa por la
luz ultravioleta [350]. Los promotores de los gedesstas MMPs contienen la secuencia
reguladora AP-1. La induccidn de los factores dadcripcion c-Jun y c-Fos, que se unen
a la secuencia AP-1, estd mediada por MAPKs (“maitegctivated protein kinases”). El
equilibrio entre las distintas cascadas de las M&\R&gula el crecimiento celular, la

diferenciacion, la supervivencia y la muerte cel{336].
1. 3. 2. 4. Activacion e inhibicién de las MMPs

La mayoria de las MMPs se sintetizan como pre-miceas. Durante la propia
sintesis de la molécula se elimina el péptido sg@alerandose la proMMP, que es
secretada como un precursor latente (zimégenayatles activado proteoliticamente en

el espacio extracelular dando lugar a las MMPs ]J[3ba conformacion de la forma
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latente se mantiene por el plegamiento del progépsobre el centro catalitico, que
permite establecer un enlace covalente entretiicégspresente en el propéptido y el zinc
catalitico y actuar como un escudo del centro it&@l[352]. Hay trece MMPs que se

comportan de esta forma (colagenasas, gelatinastasmelisinas 1 y 2, matrilisinas y las
MMPs -12, -19, -20 y -27) y son aquellas que nodiela secuencia de reconocimiento
para furina. Asi pues, la activacion extracelukedtas proMMPs es un punto de control

importante para regular su actividad.

La activacion de los proenzimas se produce de rasseguencial, tal y como se

muestra en la Figura 1.12.

La cisteina en el dominio del propéptido interanei@on el zinc manteniendo la
latencia del enzima. La proMMP se activa en d@®gaen un primer paso, un enzima
proteolitico corta el propéptido (plasmina, calicee tripsina u otras MMPs) [351]. En un
segundo paso se elimina el resto del propéptidapkmcatalisis (o por otra MMP activa),

confiriéndose actividad permanente a la MMP [353].

Las MMPs activadas pueden, a su vez, activar pragiMPs, dando lugar asi a
mecanismos de retroalimentacion positiva. Asi gemplo, la MMP-3 y la MMP-10
pueden activar a las procolagenasas, generandgeoalsas con una actividad especifica
de 5 a 12 veces mayor [354, 355]. La MMP-3, adededactivar la proMMP-1 también
es capaz de activar a la proMMP-9. Por lo tantdJlaP-3 parece jugar un papel clave

en la activacion de la familia de las MMPs [356/]35

La actividad de las MMPs en el espacio extraceks#dl controlada por un sistema
de inhibidores que se divide, segun su origen,nbibidores seroldgicos e inhibidores
tisulares (TIMPs) [358, 359]. Los TIMPs parecen Issrreguladores mas importantes de
las MMPS en los tejidos reproductivos de la myjargque tienen una importante expresion

tisular y se regulan hormonalmente [360-362].
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Figura 1. 12. Activacion de las MMPs.

1. 3. 2. 5. Regulacion hormonal y paracrina

Diversos autores han evaluado el papel de losoaterovaricos como parte de estos
mecanismos de regulacién [363]. Es poco probalddaginiveles fisioldgicos de estrégeno
afecten directamente a la actividad de las MMPgj@os del aparato reproductor femenino
durante los periodos de crecimiento tisular [364}3Bor el contrario, numerosos estudios
in vitro han demostrado que concentraciones fisiol6gicaprdgesterona producen una
potente inhibicién de la expresién proteica y da\NARle diferentes MMPs, como la MMP-
1, -2y -9 [263, 368-371]. Sin embargo, la expasigy la subsiguiente caida brusca de los
niveles de progesterona inducen la secrecién yaaghn de ciertas MMPs [361, 372-374].
El Unico estudian vivo que ha analizado estos cambios en la menstruentontré que la
expresion de la mayoria de MMPs disminuye tras ilama en ausencia de progesterona
[367]. La expresion de la MMP-7 y el TIMP-1 pasalaleona funcional a la basal tras la
caida hormonal. Por lo tanto, es poco probable lgygrogesterona sea el Unico factor

implicado en la regulacién paracrina de las MMPs.
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Figura 1. 13. Regulacion paracrina de las MMPs ehandometrio.Existen diversos mecanismos
implicados en el proceso de la menstruacién. Latigp secundaria a vasoconstriccion y la caida
del nivel de progesterona estimula la sintesisad®ofes de crecimiento y citoquinas. Estas modulan
la actividad de las proteasas, encargadas de degyratl sustrato superficial del endometrio (ET:
endotelinas; PDGF-&. factor de crecimiento derivado de la plaqueta- COX-2: cicloxigenasa-2)
(Modificado de Salamonsen y col [375]).

Los niveles de las MMPs en el tejido endometriailigén parecen estar regulados
por los cambios de las poblaciones celulares |ecilé4, 376]. Asi, durante la fase
premenstrual el mayor nimero de células mieloidesifoéfilos, macrofagos, neutrdfilos)
conlleva un aumento en la produccién de citoquinpsoteasas [377]. También aumenta
la activacion de los mastocitos, que liberan petenttoquinas, como la IL-1 y el TNE-
Tanto la IL-1 como el TNFe estimulan la produccion de las proMMP-1 y -3 y nggnor
medida, de la proMMP-2 [378, 379]. Se ha demostradp cultivos de endometrio
humano, que diversas citoquinas pueden inducir Xjaresion selectiva de ciertas
MMPs[371]. Tal y como se ha comentado previamesitd/EGF es un potente factor
angiogénico presente en el endometrio humano ghe gaplicado en la modulacion de
las MMPs [380]. Este factor estimula la expresi@MMP-1, -3 y -9 en células de

musculo liso, y de MMP-1 en células endoteliale®1]3 Ademas de existir citoquinas
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gue aumentan su actividad, se han encontrado éacwurpresores de la expresion de
MMPs. Tal es el caso del TGF-del acido retinoico y de los glucocorticoides343382,
383].

1. 3. 3. POLIMORFISMO -1612 5A/6A DEL GEN DE LA MM EN LA
ENDOMETRIOSIS (rs3025058)

Los polimorfismos genéticos localizados en la regitomotora de los genes de las
MMPs pueden dar lugar a un incremento o disminudi&ia expresion génica, pudiendo

de esta forma estar asociados a la predisposi@afriadistintas enfermedades.

Fisioldgicamente, las MMPs regulan el remodeladsular degradando los
componentes estructurales de la MEC. Pero las Misliabién afectan a otras funciones
celulares basicas, como la proliferacion, diferacién, motilidad, apoptosis, etc, al

regular la interaccion de las células con las fmagede la MEC [384].

Las células endometriales estromales expresansvisifiéPs, las cuales juegan un
papel principal en la degradacion de la MEC enddatet.a expresion alterada de esas
proteasas puede llevar al establecimiento y pramgrede la endometriosis. Es mas, la
supresion de la actividad de las MMPs inhibe lanfigion de lesiones ectdpicas en
ratones inmunodeprimidosntide [60]. Esto indica que la pérdida del control de |
expresion de las MMPs puede permitir que los fragose endometriales lleguen al

peritoneo e invadan su superficie, o la del tefiddférico.

La MMP-3 es un miembro clave de la familia de laMR&, con una amplia
especifidad de sustrato. Puede degradar a los eswdgtipo I, IV y IX, a los
proteoglicanos, y a la laminina, fibronectina, tjakes y elastina. Ademas, la MMP-3
también puede activar a otras MMPs como las coksges) la matrilisina y la gelatinasa
B, por lo que la MMP-3 es crucial para el procdearemodelacion de tejido conectivo
[342, 385].

Ademas, mientras que por un lado se ha observattcimes en los niveles de

MMP-3 en endometrio ectépico frente al endometnddpico de las mujeres con
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endometriosis [61, 386], por otro lado el polimemio de insercion/delecion de una
adenina (5A/6A) en la posicién -1612 de la regidonmtora del gen de la MMP-3

modifica la actividad transcripcional de forma edfiea de alelo, de forma que el alelo
5A esta asociado con una mayor actividad trandoriptin vitro, aproximadamente el

doble que el alelo 6A [387]. Este polimorfismo sa hsociado a enfermedades
cardiovasculares [388, 389], formacion de aneurisidda aorta abdominal [390] y
artritis reumatoide [391], asi como a la suscelididn al cdncer de mama y a su

capacidad invasiva [392].

La hipoétesis de nuestro grupo es que este polismdi puede contribuir a
incrementar la expresion de la MMP-3 en tejido enefvial y/o en liquido peritoneal de
mujeres con endometriosis, facilitando la invasida posterior angiogénesis, necesaria

para la supervivencia de las lesiones endometagsina vez adheridas.

Durante la realizacion de esta tesis se han puldiearios estudios relacionados
con el polimorfismo de interés -1612 5A/6A, preverte conocido como -1171 5A/6A,
ya que se secuencid a partir de un clon con urexsidn [393], y su asociacion con la

endometriosis.

Shan y col [394], en poblacion asiatica, observayes la frecuencia del alelo 2G
del polimorfismo -1607 1G/2G del gen de la MMP-Xa enayor en mujeres con
endometriosis que en controles. Ademas, este aBlesta asociado con una mayor
actividad del promotain vitro [395, 396], por lo que se asocia con una mayatymeion
proteica. Estos autores no observaron diferencigsifisativas con respecto al
polimorfismo -1612 5A/6A del gen de la MMP-3 enpacientes y controles, aunque
habia una mayor presencia, en el limite de la figion, del alelo 6A en las mujeres
con endometriosis que en las controles. Como es®genes se encuentran en la misma
region cromosOmica (11g22.3) [397], separados pmasu37,64 kb, aunque no se
encuentran en desequilibrio de ligamiento complestudiaron las combinaciones de los
distintos alelos y observaron un mayor riesgo fesanujeres portadoras de los alelos -
1607 2G (de la MMP-1) / -1612 6A (de la MMP-3).
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Sin embargo, Ferrari y col [398], en poblacionidtad, no encontraron asociacion
de estos dos polimorfismos (-1607 1G/2G de la MMP-1612 5A/6A de la MMP-3)

con una predisposicion genética a sufrir endon@#io

Por otro lado, Borghese y col [399], en poblaciones distinto origen étnico,
siendo la poblacion caucasica la mas abundanteieaeon la posible implicacién de
ocho polimorfismos de distintas MMPs (-1607 1G/2& ld MMP-1, -1575G/A y -
1306C/T de la MMP-2, -1612 5A/6A de la MMP-3, -138F -181A/G de la MMP-7, -
82A/G de la MMP-12 vy, finalmente, -77A/G de la MMB) y el riesgo de sufrir
endometriosis. Todos estos genes se encuentraa egibn cromosomica 11921-q22
excepto el gen de la MMP-2, que se encuentra eh3t§g1. El estudio también analizé
la profundidad de penetracion de la lesién endaésita al comparar los distintos tipos
de lesiones que se producen (superficiales, mfiter profunda y ovarica) por separado.
El estudio no encontrd asociacion entre el polimord -1612 5A/6A de la MMP-3 con
la endometriosis, ni siquiera al combinarse corp@imorfismo -1607 1G/2G de la
MMP-1, como ocurria en el estudio de Shan y col[3fb cual es consistente con el

estudio de Ferrari y col [398].

1. 3. 4. INHIBIDORES TISULARES DE LAS METALOPROTEAAS (TIMPS)
1. 3. 4. 1. Estructura y biologia de los TIMPs

Los inhibidores tisulares de las MMPs, los TIMPs, oducen localmente e
inhiben especificamente las MMPs a nivel tisula. familia de los TIMPs consta de
cuatro miembros (TIMP 1 al 4) (Tabla 1.1). Todow<lconstan de dos dominios de
pequefio tamafo: el domino N-terminal de 125 amidodcy el C-terminal de 65
aminoacidos [359]. Cada uno de ellos esté estatidipor tres puentes disulfuro [400].
El domino N-terminal es el responsable de la imdidini de las MMPs activas mientras
que el dominio C-terminal modula la interaccionrerdbs TIMPs y las proMMPs, que

conlleva a la inactivacion de los zimégenos [401].

54



Los TIMPs inhiben las MMPs con gran afinidad (Ki10° M) mediante la
formacion de complejos de estequiometria 1:1. LiddPE inhiben con cierto grado de
especificad. Asi, por ejemplo, el TIMP-1 se fij@f@rentemente a las colagenasas y las
MMPs-3 y -9, mientras que el TIMP-2 tiene una aliaidad por la MMP-2 [402]. Los
TIMPs-1, -2 y -4 se secretan en forma soluble yirdien en el medio extracelular,
mientras que el TIMP-3 esta ligado a los constittg® de la MEC, por lo que actia

impidiendo la fijacion de las MMPs a su sustrat@34404].
1. 3. 4. 2. Regulacion de los TIMPs

La expresion del TIMP-1 se estimula por diversasdi@s como el TGB-[405],

citoquinas y ésteres de forbol, mientras que laesipn de TIMP-2 es constitutiva [358].

La expresion de TIMP-3 se induce en respuesta aestiaulacion mitégena y
durante la progresién normal del ciclo celularsyrenibida por TNFe en los fibroblastos
[406]. La expresion de TIMP- vivo es muy abundante en el corazén [407] y en tejidos

gue han sido dafiados, como una lesién vasculamua[408, 409].

El promotor del gen del TIMP-1 no contiene la cB@lrA. Sin embargo, posee
una secuencia relacionada con ella a —20 pb deldgtinicio de la transcripcion [410].
Ademas, contiene diversas secuencias implicadda #anscripcion del gen, como los
sitios de unién a AP-1, PEA3 y Spl. La secuenciaumién a AP-1 (llamada TRE),
situada en -92/-86 pb con respecto al punto déoirie la transcripcion, juega un papel
esencial en la expresion basal e inducida dellgesecuencia de unién a PEA3, situada
a -78/-73 pb con respecto al punto de inicio d&dascripcion, juega un papel menos
relevante en la transcripcion basal [410]. Sin expbase ha descrito que las proteinas
AP-1, ademds de actuar sobre la secuencia TRE&&®2odrian interaccionar con la
region de union a PEA3 (-78/-73) potenciando lagcaipcion del gen [411]. El gen del
TIMP-1 también contiene regiones represoras dexgresion, una de ellas situada en la
posicion —1718/-1458, y es capaz de reprimir laresipn del TIMP-1 hasta en un 50%
[412].
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Tabla 1. 1. Clasificacion de los inhibidores tisulares de lasMPs (TIMPs). Los TIMPs
producen una inhibicidon especifica de las MMPs ealniisular (CSC-21 K: cisteina-serina-
cisteina 21K; MIG-5: gen 5 inducible por mitégeridpaptado de Nagase [351] y Salamonsen y
col [377]).

TIMP Localizacién de MMPs que son sustrato
la proteina®
TIMP-1 Epitelio, estroma, Colagenasas (MMP-1, -8y -13), Gelatinasas (MMP-2 y
(Xp11.23) musculo liso -9), Estrolelisinas (MMP-3, 10 y-11), Matrilisina 1
pLL. vascular (MMP-7), MT3-MMP (MMP-16) y otras (MMP-12)
TIMP-2 Epitelio, estroma, Colagenasas (MMP-1, -8 y -13), Gelatinasas (MMP-2 y
(cromosoma 17) musculo liso -9), Estrolelisinas 1y 2 (MMP-3 y 10), Matrilisida
vascular (MMP-7), MT-MMPs (MMP-14, -15y -16) y otras
(MMP-19)
TIMP-3 Epitelio, estroma, Colagenasas 1y 3 (MMP-1 vy -13), Gelatinasas (MMP-2
(cromosoma 17) musculo liso y -9), Estrolelisinas 1 (MMP-3), Matrilisina 1 (MMP),
vascular MT-MMPs (MMP-14, -15)
TIMP-4 Colagenasa 1 (MMP-1), Gelatinasas (MMP-2 y -9),
(cromosoma 3) Estrolelisinas 1 (MMP-3), Matrilisina 1 (MMP-7)

& Datos de estudio de hibridaciiinsitu e inmunohistoquimica.

1. 3. 5. PAPEL DE LAS MMPs EN LA MENSTRUACION

La menstruacion es la culminacion de los cambida amuitectura vascular y celular
del endometrio que ocurren tras la caida de leycédes sexuales. Al final de la fase
secretora se produce un edema del estroma y uma rd¢ la membrana basal capilar
secundaria a una disminucion del contacto peraittetelial tras vasodilatacion [413]. Al
mismo tiempo, se produce un influjo de célulasamfitorias que segregan numerosas
citoquinas al medio extracelular [375]. A continda¢ aumenta la liberacion de agentes
vasoconstrictores, como endotelinas y prostaglasdimue estimulan a su vez la
contractilidad miometrial. Como resultado de estecgso, el estrato funcional del
endometrio sufre una necrosis que conlleva su fatpoion y liberacién a la cavidad
uterina [414-417].

Diversos estudios han implicado al sistema de I84PBly sus inhibidores en el
mecanismo intimo por el que tienen lugar los prEeanteriormente descritos [418].
Mediante inmunohistoquimica [372, 419] e hibridadi® situ [361, 373] se ha demostrado
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la produccién de MMP-1, -2, -3, -7 y -9, asi coteoTIMP-1y -2, en el tejido endometrial.
Estudiosin vivo han demostrado la existencia de cambios ciclicda expresion de mRNA
de diferentes MMPs (Figura 1. 17). Algunas MMPsnadas MMP-2, -7 y -11, se expresan
en la fase proliferativa o secretora, mientras guas como las MMP-1 y -3 aparecen
principalmente en la fase menstrual y podrian é@salicadas directamente en el inicio de la
menstruacion [373]. Se ha constatado la expreg6AMP-1 y -2 en las células estromales
endometriales durante todo el ciclo menstrual. ®iekpresion aumenta, aunque en menor
medida que las MMPs, los dias 1 y 2 del ciclo. Dgde la inactivacion de MMPs se
produce mediante la formacién de complejos 1:1leeMIMPs, existe en ese periodo una

tendencia a la proteolisis tisular, lo que poda@lifar la degradacion del endometrio [420].

La mayor parte de las MMPs son producidas poréadas del estroma durante la
menstruacion [361, 421]. Sin embargo, estudiowivo e in vitro han constatado la
capacidad de liberar MMPs por parte de las cérta®metriales epiteliales y estromales
cultivadas por separado [372]. Mediante inmunohistmica se ha demostrado la
presencia de MMP-2, -3 y -9 en las estructuraswlases endometriales [422]. Ademas,
la expresion de la MMP-3 es mayor durante la fasepnstrual y menstrual a nivel de
los vasos del estrato superficial endometrialue kg confiere un papel fundamental en el
inicio de la menstruacién. La expresién de la MMPRambién aumenta durante la
menstruacién y es la anica MMP que se expresarfmak en el epitelio glandular, sin

gue hasta el momento se haya detectado a nivehesdto vascular [419].

Los esteroides ovaricos son necesarios en el fueatiento de numerosos tejidos,
como es el caso del endometrio [423, 424]. Losvoditde células endometriales a los que
se les retiran los esteroides, liberan importactegidades de MMPs que se activan
rapidamente [263]. Experimentds vivo muestran una expresion de MMP-11 al dia
siguiente de la deprivacién hormonal, y de las MMRs3, -7 y -10 dos dias después de la
misma. Los niveles de las MMPs -1, -3 y -10 dismpé@rmuconsiderablemente dos o tres dias
mas tarde, mientras que los de las MMPs -7 y -Ifhagienen hasta seis dias después de la
caida de la concentracion de progesterona, logguieduce exactamente el tipo de expresion

observada en el ser humano.
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MMP Menstrual  Proliferativa Secretora

MMP-1 + + -
MMP-2 +++ + ++

L% | : MMP-3 +++ - +

E 2 (pg/ml) MMP-7 +++ ++ -
P4 (ng/ml) MMP-9 +++ - +
i TIMP-1 +++ + +

TIMP-2 ++ + +

TIMP-3 + +- +

Figura 1. 14.Cambios ciclicos en las MMPs en el endometrio huroall aumento de los niveles
de MMP-3 durante la menstruaciéon se localiza meadianmunohistoquimica en los vasos de los
estratos superficiales del endometrio, lo que iadite estas MMPs inician la degradacion de la
pared vascular durante la menstruacion. La expresié@ TIMP-1 en los vasos podria limitar el
proceso proteolitico a los estratos superficialebtdjido endometrial, permitiendo una subsiguiente
regeneracion endometrial. (Freitas y col [422]).

La regeneracién endometrial comienza el segundoddiainicio del sangrado
menstrual [425]. La expresién heterogénea de TIMP-R en las células musculares
arteriolares y en el estroma durante la menstrodioiita la accion de las MMPs en algunas
zonas y preserva asi la capacidad de regeneraciiometrial [422]. En otras zonas, la
persistencia de la actividad plasminica y de lasRdNermite disolver la barrera de fibrina
formada tras la descamacion endometrial, favordoieasi la migracion celular y la

regeneracion a partir del estrato basal endomgtéél.

La angiogénesis es un proceso fundamental pasp#aacion endometrial [427]. El
VEGF-A es el principal factor angiogénico endonadtry estad controlado por esteroides
ovéricos. Durante la menstruacion se produce wernmento de su actividad que induce la
expresion de MMPs e inhibe la actividad de los T$MR las células endoteliales [428]. Se
ha demostrado que la accion de las MMP-2 y -9 g®ritante en las etapas iniciales de
formacion capilar [362]. La MMP-1, por su parte,responsable de la migracion celular
endotelial por la MEC. Los niveles de TIMP-1, -23ypermanecen bajos durante la fase
proliferativa del ciclo menstrual y se expresanrespuesta al aumento de los niveles de
progesterona [361, 429]. El aumento de TIMP-1;33, posiblemente, de TIMP-4, inhibe

el proceso de neovascularizacion una vez se haetaup la regeneracion tisular [430].
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1. 3. 6. FISIOPATOLOGIA DEL SISTEMA DE LAS MMPs

Las MMPs juegan un papel importante en el recamtaoremodelacion tisular. La
regulacion de estos procesos y, por lo tanto, deMBIPs, es necesaria para un gran
nuamero de procesos fisiologicos como son la emériegis, la reparacion de tejidos
dafiados, el crecimiento 6seo, la angiogénesisicddrizacion [431, 432]. Una excesiva
0 inapropiada expresion de MMPs puede contribuitumerosas patologias como la
artritis, caries, esclerosis multiple, osteoadyitenfermedades vasculares, invasion
tumoral y metastasis [433-439]. Por otro lado, aeohservado que raton&eock-out
(KO) para una MMP determinada no presentan altemasi en el desarrollo embrionario
ni en la fertilidad [438], aunque estos ratonegus han mostrado evidencias directas de
gue las MMPs estan implicadas en el crecimient ipdasion tumoral. Asi por ejemplo,
ratones deficientes en MMP-7 muestran una dismémuciel tumor intestinal [440] y
ratones deficientes en MMP-2 muestran una reduambel crecimiento tumoral y en la
reduccién de metastasis en carcinomas de pulmén gérilas de melanoma [441].
Ademas, estudios con inhibidores de las MMPs ap®lapapel de las MMPs en la

progresion del tumor y la metastasis [336, 442].

Los TIMPs son proteinas multifuncionales cuya atcié se limita exclusivamente
a la inhibicién de las MMPs, sino que intervieneri@regulacion de numerosos factores
de crecimiento que determinan el desarrollo tisi#58]. Ademas, los TIMPs promueven
el desarrollo embrionario [443], actian como faesoantiangiogénicos [335], estimulan
el crecimiento celular [444] y modulan la apoptddi5]. En cuanto a la funcién de los
TIMPs en el crecimiento tumoral, parecen tener amepdoble [442]. Por un lado, se ha
observado que su sobreexpresion en ciertas linglatares humanas y de roedores
inhiben el crecimiento tumoral [446-449]. La presarde TIMP-1 y TIMP-2 en células
cancerosas se correlacioné con un menor comportemiégnvasivo [450]. La
sobreexpresion del TIMP-1 en ratones transgénidubid el crecimiento del linfoma de
las células T. Sin embargo, la metastasis en eldbigio se inhibié por niveles elevados
de TIMP-1 [450], sugiriendo que no solo las célulamorales sino también las células

del estroma son necesarias para la progresion utebrt [442]. Por otro lado, la
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deficiencia de TIMP-1 en el tumor o en las céluakanfitrion potencia el crecimiento

del tumor [451]. También se ha descrito que aglertsuprimir la neovascularizacién y la
proteolisis, los TIMPs pueden promover la proliGéda celular en algunos estados de la
progresion del tumor [358]. Ademds, se ha encoattexh gran expresion de TIMP-1, 2y

3 en diversos tumores malignos [452].

1. 3. 7. CAMBIOS DE LAS MMPs EN LA ENDOMETRIOSIS

Se cree que, al igual que en el cancer, las MM@sipeven la invasion del tejido
endometrial mediante la alteracion de la estructierda MEC, estimulando con ello la
angiogénesis, aunque los productos de la accidtegditica de ciertas MMPs pueden,
por el contrario, inhibir la angiogénesis. En estrtido, se ha descrito que las MMPs -3,
-7, -9 y -12, generan angiostatina, un inhibidor ldeangiogénesis, a partir del
plasmindgeno [346, 453, 454].

1. 3. 7. 1. Lesiones endometriésicas y MMPs

Diversos estudios han demostrado una expresion aladie los sistemas de las
MMPs y los TIMPs en mujeres con endometriosis. &adentificado la expresion, en
lesiones endometriésicas, de las MMPs -1, -2, 339y de TIMP-1y -2 [61, 455-457].
La expresion de las distintas MMPs y TIMPs estallagtp por mecanismos hormonales y

citoquinas y es especifica segun el tipo celular.

La progesterona activa la secrecion de Tgkor las células estromales
endometriales, lo que conlleva a la inhibicion @@idoduccién de MMPs. Asimismo, las
células estromales de mujeres con endometriosiseposina mayor sensibilidad al
estimulo por citoquinas y una menor expresion de RdMen respuesta al estimulo
esteroideo [458-460].

Las lesiones endometridsicas son estructural yulicigamente diferentes del
endometrio normal. Su localizaciéon distal a la uémtizacién ovarica o uterina hace

pensar que no reciben los mismos niveles de edesraivaricos. Ademas, su contenido
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en receptores esteroideos es mas heterogéneo enpdsecapacidad de producir
aromatasa, lo que les permite sintetizar estrogdaderma auténoma [41, 461, 462]. El
aumento en los implantes endometriésicos de leciéeglaentre células epiteliales y

estromales afecta a la produccion de MMPs.

Tal y como se ha descrito previamente, la MMP-ligpa en la menstruacion y
su inhibicion puede evitar el desencadenamientoladenisma [269]. Las lesiones
endometriosicas activas, aquellas que presentan impartante vascularizacion y
actividad proliferativa (lesiones rojas), expreddilP-1. Sin embargo, esta MMP esta
ausente en las lesiones antiguas inactivas (lesioegras y fibrosas), incluso durante la
fase menstrual. Por lo tanto, la MMP-1 parece estglicada en el inicio de la
endometriosis y en la capacidad de los fragmentdsmaetriésicos para reimplantarse a
distancia [455].

La MMP-2 ha sido estudiada mediante inmunohisto@guanen los implantes
endometridsicos. Se ha demostrado una mayor egprdsi la misma en el componente
glandular de dichos implantes, aunque no se hamné&aco diferencias a nivel
endometrial [456]. Sin embargo, las pacientes &iadios avanzados de endometriosis
presentan una mayor expresion de mRNA de MMP-2aydisminucion de los niveles de

TIMP-2 en el endometrio uterino [457].

La secrecion de MMP-3 también esta alterada erejelot endometriésico. Su
expresion se encuentra aumentada en este tejaamb de la fase secretora, hecho que
puede ser revertido con la administracion de ddrjd@8]. Al contrario que las MMP-1y
-7, que se producen focalmente a nivel estromaitgleal respectivamente, la MMP-3 se
expresa de manera mas difusa en el tejido endaindista caracteristica le confiere una
importancia fundamental para la mejor comprensi@n la fisiopatologia de esta
enfermedad. La concentracion de MMP-3 es muy altex¢ractos de tejido endometrial
de mujeres con endometriosis, mientras que las MMP2 y -9 se expresan en
concentraciones menores [464]. Otros autores hamtifitado a la MMP-3 como una
proteasa de secrecién estromal cuya accion esrpiedote en el remodelado de la MEC

del tejido endometridsico [465].
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Estudiosin vivo confieren a la IL-1 el papel de activador espegifide esta
proteasa en medios de cultivo [466]. Mientras queXpresion del mRNA de MMP-3
esta disminuida durante la fase secretora en ebrmeeiio normal, las mujeres con
endometriosis la expresan en esta fase, tanto @mlemetrio eutdpico como en el tejido
endometriosico [460]. Modelos de experimentacion mmedores han detectado mRNA
de MMP-3 en el tejido endometridsico, pero no eneetlometrio eutépico. Dicha
expresion se mantiene constante hasta cuatro ssertrasala exéresis quirargica de los

implantes endometridsicos [467].

El endometrio humano expresa matrilisina, 0 MMRB@amente durante la fase
proliferativa. Sin embargo, en el endometrio ectdpa expresion de esta metaloproteasa
persiste durante todo el ciclo. Es la Unica MMP silgtesis exclusiva epitelial y su
regulacion depende de la accién de la progestesoioiee el componente estromal que se

encuentra alterado, por otra parte, en los focderaetridsicos [382].

Se ha descrito la presencia de unos niveles de MMRayores en el tejido
endometridsico de mujeres con endometriosis avan@stadios IlI-1V de I&AFSK), en
comparaciéon con el endometrio de mujeres con ersilometriosis [468]. Ademas, se ha
descrito una disminucién de los niveles de TIMPa8{o en el endometrio eutépico como

en el tejido endometridsico de mujeres con endonsitr

El TIMP-1, antes conocido como ENDO-Erfdometriosis-Protein )] se expresa
de forma ciclica en el endometrio normal [361].dt@ndometrio ectépico, su expresion
a nivel estromal es evidente durante todo el d¢kb]. Se ha aislado TIMP-1 en los
focos de endometriosis, y se ha observado que pres&n es mayor después del

tratamiento con danazol [463].
1. 3. 7. 2. Liquido peritoneal y MMPs

La hipdtesis méas aceptada para explicar la endasistrconsiste en el paso de
restos de tejido endometrial a la cavidad peritotr@as un proceso de menstruacion
retrégrada a través de las trompas. Sin embargoetetruacion retrégrada se observa en

la mayoria de las mujeres con ciclos menstrualeslg algunas de ellas desarrollan
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lesiones de endometriosis. Por lo que se ha pdstujae deben existir factores del tejido
endometrial o del ambiente peritoneal en esas enljgue las hace mas susceptibles de
padecer esta enfermedad. Algunos investigadoreproguesto la existencia de defectos
peritoneales microscopicos que facilitan el cowtade los fragmentos de tejido
endometrial con la MEC subperitoneal y facilitas fwocesos de proliferacion e invasion

de la misma [469].

El liquido peritoneal no actia como un reservoasiyo de las células y factores
secretados a la cavidad peritoneal, sino que jEatactivamente en el mantenimiento del
ambiente peritoneal. El volumen de este liquidovasable y proviene de dos fuentes
fundamentales: el trasudado plasmatico y el exudadérico [370, 470]. En la
endometriosis existen cambios en el componentdacgdaritoneal asociados a un estado
inflamatorio y de mayor inmunotolerancia, lo quepide la degradacion de los
fragmentos endometriales [471]. El aumento del mdrgda actividad de los macréfagos
del liquido peritoneal en las mujeres con endowssiconlleva un incremento en la
sintesis de citoquinas y factores de crecimiente gstimulan la angiogénesis y la
proliferacién de fibroblastos. De esta manera,agdita la implantacion de fragmentos
endometriales y la formacion de adherencias [65489-474]. El liquido peritoneal de
mujeres con endometriosis también contiene un naimeryor de células NK vy linfocitos
T [475]. Sin embargo, la actividad citotéxica ds I2élulas NK contra el endometrio
autoélogo esta disminuida, de forma que su destinoen la cavidad peritoneal es menor

gue en mujeres sin endometriosis [71].

Estas modificaciones del ambiente peritoneal sduten en una alteracion del
equilibrio del sistema de las MMPs y, consecuentéejale la actividad proteolitica del
liquido peritoneal. Los niveles totales de MMP-%sgeuentran aumentados en el liquido
peritoneal de las mujeres con endometriosis, nasmjue la concentracion de MMP-9
activada no varia [476]. Existen también variacéode los niveles de inhibidores de las
MMPs en el liquido peritoneal de estas pacient&g][4Por una parte, estudios vitro
han demostrado que las lesiones peritoneales pacesde sintetizar y secretar TIMP-1.

Por el contrario, se ha detectado una reduccidogdeiveles proteicos de TIMP-1 en el
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liquido peritoneal de las mujeres con endometri@sis, 478]. Una posible explicacion a
esta discrepancia es que el TIMP-1 podria estatifacio selectivamente en las lesiones
endometridsicas o en las células del tejido pezdagncon una reduccién de la secrecién
del mismo al medio peritoneal. Por otra parterahtniento con anélogos de la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) en estas pasigproduce una recuperacion de los
niveles normales de TIMP-1 [476]. Ademas, la adicide TIMP-1 en la cavidad
peritoneal parece prevenir el desarrollo de enddosét en modelos de experimentacion
con roedores [60]. Estas diferencias sugieren gumhcentracion aberrante de TIMP-1
podria alterar el estado proteolitico de la cavigexitoneal y contribuir a la formacion de
los implantes endometriales y las adherencias ehdes en la endometriosis. Sin
embargo, no se han estudiado estos cambios erdfudel estadio de la enfermedad, de
manera que podrian no reflejar realmente las alteras presentes en estadios mas

avanzados.
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Figura 1. 15.Fisiopatologia de la endometriosis: liquido periteal y MMPs Se muestra el paso

de restos de tejido endometrial con capacidad iittea a la cavidad peritoneal tras un proceso
de menstruacion retrograda. Tras contactar conupesficie peritoneal se produce una invasion
de la misma que lleva consigo un proceso de nealas&acion, y finalmente da lugar a una
lesién endometriosica (IL: interleuquina; VEGF: factde crecimiento del endotelio vascular;

TNF-a : factor de necrosis tumoral-; célula NK: célula natural killer).
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1. 4. ENDOMETRIOSIS Y ANGIOGENESIS

Segun la teoria de la menstruacion retrégradapdaraetriosis se produce por un
proceso de implantacién y crecimiento de las céleladometriales sobre la superficie
peritoneal y ovérica. Tal y como ocurre con los dus, los implantes de células
endometriales no son capaces de proliferar a mepu®Es exista un proceso de
neoangiogénesis, por lo que se cree que un aundenta angiogénesis puede ser un

factor importante en esta patologia [479].

El proceso de angiogénesis implica la interaccenmelevado nimero de factores
de crecimiento entre los que se encuentra el VEGElAual parece ser el principal
factor angiogénico. Dentro de los inhibidores dealagiogénesis se encuentra la
trombospondina-1 (TSP-1) [65, 480].

1. 4. 1. ASPECTOS GENERALES DE LA ANGIOGENESIS

La angiogénesis es el proceso de generacion devoswmpilares sanguineos.
Tiene lugar principalmente durante la embriogénesstringiéndose en el adulto a
situaciones fisiolégicas muy concretas y altamergguladas, como los procesos
reproductivos de la mujer y durante la reparaceéheridas [481]. La neoangiogénesis es
esencial para la reproduccion normal, en concnetwa la maduracion folicular, la
ovulacion, la formacion y el funcionamiento norrdal cuerpo llteo, la implantacién del
embrion y el crecimiento y remodelado endometriake gse produce durante la
menstruacion [482, 483]. Durante estos procesosangiogénesis esta mediada
principalmente por el VEGF-A [484, 485]. La neovdacizacion también desempefia un
papel fundamental en la cicatrizacion, regulada fpotores de crecimiento, como el
bFGF [486] y el VEGF-A [487]. Los macréfagos puedemntribuir al proceso de

cicatrizacion por la liberacién de estos factorggi@génicos [488].

Ademds, también se ha detectado la presencia dd=\EEn zonas con células
endoteliales quiescentes, tales como el corazqmlelon y el cerebro, lo que apunta el

VEGF-A actta como un factor de supervivencia.
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La angiogénesis es un proceso complejo que impdicanteraccion entre las
células, los factores solubles, y los componentedadMEC. Entre estos factores el

VEGF-A es reconocido como el principal factor aggioico [480].

Se han descrito tres grupos de inductores de lagémnesis [489]. El primer grupo
estda formado por la familia del VEGF y de las apgyetinas, que actian
especificamente en las células endoteliales. BElrgBggrupo incluye varias citoquinas,
quimioquinas [490] y enzimas angiogénicos [491,]4§@e activan una amplia gama de
células diana ademas de las células endotelialasiehbro prototipo de este grupo, el
bFGF, fue uno de los primeros péptidos angiogéreaasaracterizarse. El tercer grupo de
moléculas angiogénicas incluye los factores deoacgidirecta, cuyo efecto sobre la
angiogénesis se deriva de la liberacion de factdeeaccion directa de los macréfagos,
células endoteliales o células tumorales. Las mtdéanés estudiadas son el TG F-el
TNF-a, que inhiben la proliferacién de células endokesizn vitro. In vivg el TGF-f
induce la angiogénesis y estimula la expresion NE-d@, bFGF, PDGF y VEGF-A por
las células inflamatorias atraidas [493, 494]. EFfo aumenta la expresion de VEGF-A
y sus receptores, IL-8 y bFGF en las células efidtg, lo que explica sus propiedades

angiogénica# vivo [495, 496].

1. 4. 2. ACTIVADORES DE LA ANGIOGENESIS

En 1983, Senger y col [497] describieron la puaifién parcial de una proteina
capaz de inducir proliferacion vascular. A estatgira se la llamé factor de
permeabilidad vascular (VPF) y se pensd que eraragulador especifico de la
permeabilidad de los vasos sanguineos en tumoregjuneaun factor de crecimiento. En
1989 Ferrara y Henzel [498] describen la purifibacde un mitégeno especifico para
células endoteliales, a partir de células folieedade la glandula pituitaria bovina, al que
denominaron factor de crecimiento del endoteliculs (VEGF). La proteina tenia una
masa molecular aparente, calculada mediante SDFEPA&45 KDa en condiciones no

reductoras y de 23 KDa en condiciones reductoagjue sugeria la formacién de
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homodimeros. El clonaje y la expresién del VEGFI wBF revelaron que estas dos

moléculas eran en realidad la misma.

Con el tiempo se fueron identificando otros mierstde la familia del VEGF, el
VEGF-B, -C, -D, -E y el factor de crecimiento plat&io (PIGF), de forma que a la
primera molécula descrita se le conoce como VEGRE99]. Los miembros de esta
familia se caracterizan por tener ocho cisteinas@wadas a lo largo de su secuencia,
implicadas en la formacion de puentes disulfuroaine intermoleculares, permitiendo

estos ultimos la formacién de dimeros [500], caaergacion antiparalela.

El PIGF-1 [501] posee una estructura tridimensicatdmente similar a la del
VEGF-A, aunque las dos proteinas sélo tienen un 42%dentidad en su secuencia,

llegando a un 50% en el dominio de tipo PDGF.

1. 4. 2. 1. El factor de crecimiento del endote¥lascular de tipo A (VEGF-A)

El gen del VEGF-A se localiza en la region cromosan®pl2. Mattei y col [502]
mapearon el VEGF-A, mediante hibridacién in sitdiaativa, en 6p21-p12 y Wei y col
[503] también localizaron el VEGF-A, mediante FISid,6pl12.

Leung y col [504] clonaron el VEGF-A, realizandcaumisqueda en una genoteca
de cDNA de una linea celular de leucemia usandéE€F-A bovino como sonda. La
proteina deducida poseia un péptido sefal de 26odacidos en su extremo N-terminal y
daba lugar a una proteina madura de 165 aa. Tamb@&mtificaron clones que
codificaban isoformas del VEGF con 121 aa (deled®d4 aa en la posicion 116) y con

189 aa (insercion de 24 aa en la posicion 116).

El VEGF-A tiene homologia con las cadenas A y B féetor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF-A y PDGF-B), incluyerddoconservacion de las 8
cisteinas encontradas en PDGFA y PDGFB. Ademay/E&F-A tiene 8 cisteinas

adicionales en los 50 aa del extremo C-terminal.
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El gen del VEGF-A tiene 8 exones dispuestos arfgolale unas 14 kilobases y las
distintas isoformas se deben a splicing altenafV&/EGF-Apos €5 la forma mas larga y
esta codificado por todos los exones completos][SA6VEGF-A1g le faltan los 17
aminoacidos codificados por el exdn 6B [506], alGFEA,g; le faltan los 23 aminoacidos
codificados por el exén 6A2 y 6B [507], y al VEGRKgA le faltan los residuos
codificados por el exén 6 completo [506]. EI VEGEsAcarece de los exones 6
(completo) y 7B, lo que produce un corrimiento a@eéuta de lectura dando lugar a un
codon de parada al principio del exén 8 [508]. AEGF-A4s le faltan los residuos
codificados por los exones 6B y 7 (completo) [5@9RI VEGF-Ax,; los residuos
codificados por los exones completos 6 y 7 [506]fa 1.16).

ISOFORMAS DEL VEGF-A

exones 1-5 (422pb) exon 6 exén 7 exén 8
(66 + 52 + 197 + 77 + 30 pb) (123pb) (132pb) (22pb)
Primeras 78pb codifican para péptido sefial ~ (54+18+51pb)  (97+35)

Figura 1. 16. Esquema de las distintas isoformasl déEGF-A generadas por splicing
alternativo de los exones 6y 7.

Todas estas isoformas son capaces de unirse gtaedEGFR-2, ejerciendo la
misma actividad, por lo que la diferencia fundarakehtre estas isoformas esta en su
habilidad para unirse a sustancias polianiénicasocims proteoglicanos de tipo heparan
sulfato (heparina) de la MEC. Esta capacidad déruaila heparina esta determinada por

la presencia de los aminoacidos basicos codificadodos exones 6 y 7. El exon 6A
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codifica para 12 residuos basicos (arginina y diside un total de 24, mientras que el
exén 7 para 9 de un total de 44 [506]. Asi, comWEGF-A;,; N0 posee estas regiones
ricas en aminoacidos basicos, no se une a hepadifiande libremente, mientras que las
isoformas mas grandes, ricas en aminoacidos basiensn una gran afinidad de unioén a
proteoglicanos de tipo hepardn sulfato (hepariredn lo que se encuentran,

principalmente, unidos en la superficie celulaeocugstrados en la MEC [484, 510].

No obstante, tras la accién de diferentes enzimamda heparinasa, la uroquinasa
o la plasmina, se puede liberar un fragmento deabli@oacidos con actividad bioldgica.
Por lo que en un principio se pensé que las isadsrlargas del VEGF-A proporcionan
un reservorio de factores de crecimiento disportitale la accion de estas proteasas. Lo
que indicaba que las diferentes isoformas del VES&Erian estar biodisponibles
mediante difusion libre o tras la accién de praisasobre las isoformas mas grandes
[495, 511, 512].

El VEGF se expresa en diferentes tejidos, inclugeedcerebro, rifién, higado,
bazo y, ademas, en muchos tipos celulares [9Db3)itro, el VEGF-A estimula la
degradaciéon de la MEC, la proliferacién y migracide las células endoteliales, la
formacion de capilares por estas células endateligl ademas, induce en estas células la
expresion de PAI-1, uPAR y MMP-1 [200, 514, 51Bi.vivo, el VEGF-A regula la

permeabilidad vascular, lo que es importante @amai¢iacion de la angiogénesis [516].

La pérdida de un alelo del gen VEGF-A conduce latiidad embrionaria, lo que
implica que este factor desempefia un papel imprdibée en el desarrollo del sistema
vascular [517]. Por otra parte, los homocigotosamigts de pérdida de funcion de los dos
receptores principales del VEGF-A, VEGFR-1 -/- yG/ER-2 -/-, también conducen a la
letalidad embrionaria, lo que implica que tantoVEIGF-A como sus dos receptores

principales son esenciales para el desarrollo dadeulatura embrionaria [518, 519].
1. 4. 2. 2. Regulacion del VEGF-A
La transcripcion del mRNA del VEGF-A se induce miistintos factores de

crecimiento y citoquinas, incluyendo PDGF, EGF, TWFTGF$ y IL-1b [513] [520]
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[521]. Por lo tanto, el VEGF-A puede funcionar commo mediador para los factores

angiogénicos de accioén indirecta.

La hipoxia es el regulador mas importante de lacgg@mesis, actla principalmente
induciendo la expresion de VEGF-A [522, 523] rapjda@versiblemente, aumentando la
transcripcion y la estabilizacion del mRNA [524k Bsta forma, el VEGF-A es capaz de
estimular la elongacion y ramificacion de céluladaeliales no proliferantes en cultivo
con restriccion de Oy nutrientes [525]. Por el contrario, la normoxigprime la
produccion de VEGF-A e incluso produce la regredi@ algunos vasos sanguineos
recién formados. Gracias a estos dos procesos topuda vasculatura satisface las
demandas metabdlicas del tejido (o tumor) [526]eAds, la regulacion de la expresion
de los genes que codifican para los principalespteces del VEGF-A también estan

regulados por la hipoxia [527].

El VEGF media la actividad angiogénica en distingslos diana dependientes de
estrogeno. El estrégeno tiene un efecto transoritidirecto sobre la expresion génica
del VEGF-A, a través de un elemento de respueststragenos (ERE) situado a unas
1,5Kb en direccién 5’ del punto de origen de lagipcion. La mutagénesis dirigida

frente a este ERE evita la expresién de VEGF-A didhupor estrégenos [528].
1. 4. 2. 3. Elfactor de crecimiento placentariBlGF)

El gen del PIGF se localiza en la region cromoséani4q24.3 [502]. El gen del
PIGF tiene 7 exones dispuestos a lo largo de ufhadsldbases y las distintas isoformas,

como en el caso del VEGF-A, se deben a splicirapattvo.

El PIGF fue originalmente identificado en la plaeefb29], pero hay distintos
tipos celulares que producen PIGF. Por un lado,céslas endoteliales quiescentes
liberan unas cantidades basales de PIGF perotighse, producen elevadas cantidades
de PIGF, regulando la activacién angiogénica depetel de VEGF-A. Por otro lado,
otros tipos celulares como las células musculésas,|células inflamatorias, células de la
médula Osea, neuronas y muchos tipos de célulasorales, producen PIGF,

especialmente cuando se activan o estresan [530].
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El PIGF, al igual que el VEGF-A, también tiene iitets isoformas con diferente

tamafo y propiedades de unién a la MEC [530].

El PIGF contribuye a la activacion angiogénica rapti varios mecanismos: 1)
amplificando la actividad angiogénica del VEGF-A &s células endoteliales, 2)
actuando sobre las células musculares lisas, datighm la maduracion y estabilizacién
de los vasos, 3) reclutando a células inflamatogage tienen un papel critico en el
crecimiento de vasos colaterales y 4) movilizanélalas madre/progenitores vasculares

y hematopoyéticas de la médula 6sea [530].
1. 4. 2. 4. Receptores de VEGF-A 'y PIGF

El VEGF-A y el PIGF constituyen una familia caple controlar la formacién de
vasos sanguineos y su permeabilidad al interaagipriacipalmente, con dos receptores
de tipo tirosina quinasa endoteliales, VEGFR-1-{fly VEGFR-2 (KDR/FIk-1) [502].
Estos dos receptores estan formados por 7 domidmstipo inmunoglobulina
extracelulares, una regién transmembrana y un domile tipo tirosina quinasa

citoplasmatico, interrumpido por un dominio de negén a quinasas [530].

La unién del VEGF-A con uno de estos receptorestige tirosina quinasa
(VEGFR-1 y -2) desencadena la dimerizacién del pirey su posterior auto-
transfosforilacion. De esta forma, se transduceil, diferente en cada tipo de receptor
[484]. La mayoria de las funciones biol6gicas mmigis por VEGF-A se transmiten a
través del VEGFR-2, pese a que el VEGFR-1 tienenagor afinidad por el VEGF-A.

El PIGF se une especificamente al VEGFR-1, no alGWE-2, induciendo su
autofosforilacion [532, 533].

Mientras que el VEGFR-2 se localiza exclusivamearidas células endoteliales
[534], el VEGFR-1, ademas de en las células endt#el[535] también se encuentra en
otras localizaciones como en células muscularess li636], células mesengliales
intraglomerulares [537], monocitos [538], trofoltas[539] y osteoblastos [540].

El PIGF, ademas de translucir su propia sefal\&srae su receptor, regula la

comunicacion intra- e intermolecular entre los ptoees de tipo tirosina quinasa
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VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR/Flk-1) [541]. El Pk activa al VEGFR-1
produciendo una transfosforilacién intermoleculat YEGFR-2, amplificando de esta
forma la angiogénesis inducida por VEGF-A a trasiés VEGFR-2. Aunque tanto el
VEGF-A como el PIGF son capaces de unirse al VEGFBSIo el PIGF estimula la
fosforilacion de residuos de tirosina especificoeste receptor, activando la expresion
de distintos genes diana. Es mas, el heterodim&GFYA/PIGF, ademas de actuar
directamente sobre el receptor homodimérico VEGFRs30], puede inducir la
formacion de receptores heterodiméricos VEGFR-1/ME@, activando una

comunicacion intramolecular del receptor [541].

Por otra parte, el VEGFR-1 tiene una isoforma deluproducida por splicing
alternativo, que carece del séptimo dominio de tipounoglobulina y de las regiones
transmembrana y citoplasmatica, pero que retiermpacidad de unioén al sus ligandos,

con lo que actla capturando las formas solublégde-A y PIGF [542].

1. 4. 3. POLIMORFISMOS -460C/T (rs833061), +405C(32010963) y 936C/T
(rs3025039) DEL GEN DEL VEGF-A EN LA ENDOMETRIOSIS.

Se han descrito distintos polimorfismos en el genMEGF-A. Alguno de ellos -
460C/T (rs833061), +405G/C (rs2010963) y 936C/Bq25039), se han asociado con la
variacion en la produccién de proteinas [543, 5#4e han implicado con diversas

enfermedades en las que esté implicada la angisiggbd5-547].

Distintos grupos han investigado la posible relaaé estos polimorfismos con la
endometriosis en distintas poblaciones. El polimord -460C/T se ha estudiado en una
poblaciéon de mujeres chinas [548], el polimorfisk#®5G/C en mujeres italianas [549],
los polimorfismos -460C/T y +405G/C se estudiamarnjeres del sur de la India [550],
coreanas [551], y japonesas [552]. En este Ultimopa también se estudié el
polimorfismo 936C/T. Existe gran controversia ers lesultados obtenidos en los

distintos estudios.
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Aunque el grupo de Hsieh y col [548], en mujeresat indica que la presencia
del alelo -460T estd asociado con una mayor subdijatd a sufrir endometriosis, el
resto de grupos que estudié este polimorfismo [E&E-no encontré asociacion entre
este polimorfismo y la endometriosis. Ademas, mantue las mujeres de la India con
endometriosis mostraron una mayor frecuencia db al405G [550], en los grupos de
mujeres italianas [549] y coreanas [551] con endoass se encontrdé una mayor
frecuencia del alelo +405C. Por otra parte, elddstaon mujeres japonesas no encontro

diferencias entre las pacientes con endometriosiggupo control [552].

En cuanto al polimorfismo 936C/T se ha descrito asaciacion positiva entre el
alelo 936T del gen VEGF-A y la severidad de la enéglad en poblacion japonesa
[652], aunque en mujeres coreanas con endometnmsise encuentraron diferencias
[553].

En ninguno de estos estudios se investigo la inflizede esos tres polimorfismos
funcionales del gen del VEGF-A sobre sus niveleexigresion, a nivel de mRNA y

proteico, en tejido endometrial y a nivel protegroliquido peritoneal.

La hipédtesis de nuestro grupo es que estos polisnoss pueden contribuir a
incrementar la expresion del VEGF-A en tejido endtial y/o en liquido peritoneal de
mujeres con endometriosis, facilitando la supemndie de las lesiones endometridsicas

una vez adheridas.

1. 4. 4. INHIBIDORES DE LA ANGIOGENESIS
1.4.4. 1. Latrombospondina de tipo 1 (TSP-1)

Las trombospondinas son una familia formada pwocproductos génicos distintos,
las TSP-1, -2, -3y -4 y COMP (“cartilage oligonwematrix protein”) [554].

La trombospondina de tipo | (TSP-1) es una glictgina trimérica, con subunidades
de 180 KDa unidas mediante puentes disulfuro, gueesreta y se asocia a la MEC e inhibe

la adhesién, migracion, proliferacion y formaciée dasos de las células endoteliales,
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actuando como un potente factor antiangiogénick][5Be hecho, la inhibicion de la

actividad de la TSP-1 incrementa la angiogénnsigro.

La TSP-1 es una proteina multifuncional de la MEE.identificd inicialmente en
los granulos alfa de las plaquetas, pero mas aeéek comprobd que se produce y
secreta en distintos tipos celulares, como célatedoteliales, fibroblastos, células de
musculo liso y pneumocitos de tipo Il [555, 556 kbera de las plaquetas tras su

activacion, teniendo un papel importante en lagapi®n plaquetar [557].

En un modelo de ratén KO para la TSP-1 se obsemnvéewe incremento de la
densidad vascular en distintos tejidos, lo que esagique, durante el desarrollo, la
angiogénesis puede modularse sutiimente por estésinas [558]. En consecuencia, los
ratones transgénicos que sobreexpresaban TSPalepidérmis mostraban un retraso en la

curacion de heridas, caracterizado por una disndinn la vascularidad [559].

Curiosamente, aunque el modelo de ratén KO paraSR-2 mostraba un gran
incremento de la densidad vascular durante la iGurate heridas [560-562], el KO doble
para TSP-1 y TSP-2 producia una vasculatura nafarahte la curacion de heridas [563].
Una posible explicacién es que tanto los ratonespiéfa la TSP-1 como los KO para la
TSP-1/TSP-2 tenian un menor reclutamiento de magoéfen el lecho vascular, los cuales
son importantes durante las primeras etapas derdeién de heridas al proporcionar un

estimulo angiogénico [555].

La compleja estructura de dominios de la TSP-lelenge unirse a una enorme
variedad de moléculas, entre las que se incluyempooentes de la MEC, receptores
proteicos y (glicolipidos de superficie celular, tpasas y factores de
crecimiento/citoquinas [555], por lo que es congdic discernir la interaccion (o

interacciones) responsables del efecto antiangicgén

El dominio N-terminal de uni6on a heparina (HBD) te TSP-1 se une a
proteoglicanos de tipo heparan sulfato de la sigier€elular, los cuales actian como
correceptores para la “proteina relacionada comeetptor de lipoproteinas de baja

densidad tipo 1" (LRP-1, LDL receptor-related pnotd). EI LRP1 es un receptor
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scavengegue elimina los complejos formados por la TSP+1leoVIMP-9 o el VEGF-A
del ambiente pericelular de las células mesenqesnfi64, 565]. La reduccién de la
actividad proteolitica tiene un efecto inhibidor lanangiogénesis [566] e influye en la
estructura de la MEC [557FI dominio N-terminal de la TSP-1 también interaoe con

distintas integrinas que tienen diferentes efeetoka respuesta angiogénica.

Las repeticiones de tipo | median interaccionesontgmtes de la TSP-1, entre las
gue se incluyen las interacciones con el compignte TGH31, que es activado tras la
interaccion [558, 567], y con el CD36 [568, 569].

Las repeticiones de tipo Il y Il parecen ser lkesponsables de la adhesion de las
TSPs a las células endoteliales, una propiedadsguwa atribuido principalmente a la
secuencia RGD presente en la Gltima repeticiétipdel de unién a C&. Sin embargo,
otros autores [570] no han podido confirmar estabgos y sugieren que el principal
mecanismo de union de la TSP-1 con la superficiagleélulas endoteliales se debe a la
interaccion del dominio N-terminal de la TSP-1 das integrinag31l de la superficie
celular. Las repeticiones de tipo Il de la TSRxhbién parece ser el punto de unién con
el bFGF [571], previamente identificado en las tiggenes de tipo | [572]. La TSP-1
evita la union del bFGF libre a la MEC y ademasmreve la movilizacion del bFGF
unido a la membrana. Asi, consigue formar un cojp@&GF:TSP-1 con una menor
capacidad de inducir proliferacion en las céluledogeliales [573]. Como en el caso del
bFGF, la TSP-1 también es capaz de unirse al VEGEFA] y al factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF) [575] unidos a la MEC, formar complejo con ellos y
movilizarlos. De esta forma, la TSP-1 puede actoano un scavenger para los factores

angiogénicos asociados a la MEC, modificando salilacion y funcion.

La TSP-1 interacciona con distintas serin protegdd8/Ps, de forma que pueden
regular la angiogénesis mediada por proteasas, dandegradacion de la membrana
basal, la movilizacién de factores de crecimienta liberacién de fragmentos cripticos

de moléculas de la MEC.

76



La interaccion mejor caracterizada es con CD36, prieina de membrana
perteneciente a la familia de receptoseavengerde tipo B [576], localizada en las
células endoteliales [568]. CD36 inhibe las sefiglesangiogénicas inducidas por
factores de crecimiento que median proliferacioncéilas endoteliales, migracion y
formacion de vasos y genera sefiales antiangiogenjga llevan a la apoptosis [568,
569]. La interaccion de la TSP-1 con CD36 tieneefatto antiangiogénico. De hecho, el
uso de anticuerpos monoclonales neutralizantesefieei€D36 bloquea la habilidad de la
TSP-1 para inhibir la angiogénesis, de forma qu@&mMedia, al menos una gran parte,
de la actividad antiangiogénica de la TSP-1 [588gntras que otros ligandos de CD36
mimetizan los efectos de la TSP-1. Ademas, ratsi@para CD36 son refractarios a los
efectos inhibidores de la TSP-1 [569].

La glicoproteina rica en histidina (HRGP) es capazregular a la TSP-1, al
interaccionar con ella por el mismo sitio de unire CD36 [577], evitando asi la unién
de la TSP-1 con CD36. De esta forma es posiblelajaetividad de la TSP-1 mediada
por CD36 se pueda atenuar por proteinas plasmatioagjemplo en situaciones en las
gue hay liberacién de plasma, como en heridastoreares [555].

1. 4. 5. FISIOPATOLOGIA DE LA ANGIOGENESIS

La pérdida de la regulacién de la angiogénesis eudal lugar a diversas
patologias como la artritis reumatoide, retinopalibética, psoriasis y hemangiomas
juveniles [524, 578]. Ademas, el crecimiento tunhorala metéstasis son altamente
dependientes de la angiogénesis, ya que un tummeeimiento necesita una extensa red
de capilares para proveerse de alimentos y oxigenademas, los nuevos vasos
sanguineos intratumorales proporcionan la via tladsm a circulacién sanguinea, lo que

permite a las células tumorales entrar en circotagi metastatizar a érganos distantes
[524].

En concreto, el VEGF-A desempefia un papel fundaahemt varios canceres

humanos, en la retinopatia diabética, en la artdtiimatoide y en la aterosclerosis [484].
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También contribuye a la formacién de vasos sangsirm el tumor y promueve su
supervivencia [525], estando implicado de esta &#n el crecimiento tumoral. Se ha
observado que, en el cancer de tiroides, la eleeageesion del VEGF-A es un mal
pronostico, ya que ademas de permitir el crecirig¢nmoral incrementa el riesgo de

metastasis [579].

Las mujeres embarazadas que desarrollan preeclmpssentan niveles
incrementados de sVEGFR-1 y disminuidos de VEGFRAGF libres [580], lo que priva
al endotelio de las sefiales de mantenimiento yrepacia que generan estos factores
de crecimiento. Como consecuencia de ello se pupaetucir edemas y aumento de la

presion sanguinea, ya que el VEGF-A es un vasadibat

1. 4. 6. CAMBIOS DE LA ANGIOGENESIS EN LA ENDOMETRDSIS

El endometrio sufre cambios de crecimiento y régredurante el ciclo menstrual
gue dependen de los niveles de las hormonas eltasoy es una fuente de factores de
crecimiento angiogénicos, incluyendo el VEGF-Acwahl induce proliferacion de células

endoteliales, migracion, diferenciacion y formacitincapilares [581].

Se ha demostrado que el crecimiento del endontdhirante el ciclo menstrual esta
intimamente ligado al crecimiento y maduracionaledsculatura. De hecho, el bloqueo

de la angiogénesis reduce o restringe la prolifé@nadel endometrio [582].

Diversos estudios indican que la angiogénesisiegificada en la endometriosis,
observdndose un incremento en los niveles de VEGERAla endometriosis y
sugiriéndose que también juega un papel important& progresion de la enfermedad
[10, 65, 473, 583-587].

Se ha observado expresion de mRNA de PIGF en séNika uterinas [588] y
también se ha descrito un incremento en los niveteteicos de PIGF en el liquido
peritoneal de mujeres con endometriosis frenteealmdijeres con adenomas quisticos

[589], lo que nos indica que el PIGF puede teneural papel concreto en la
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endometriosis. Pese a que el PIGF es conocidonpansificar la actividad del VEGF-A,
no hay estudios previos de expresion de PIGF edosejde pacientes afectadas de
endometriosis, por ello nos decidimos a estudiaexuresion en muestras de tejido

endometrial y en liquido peritoneal.

Se ha descrito que la TSP-1 se expresa en el etritofia®6, 590], y alteraciones
en la expresion de TSP-1 podrian contribuir a @seanormalidades del ciclo menstrual
de la mujer [590]. Aunque Tan y col. [585] estudiafa expresion de mRNA de VEGF y
TSP-1 en la endometriosis, no se han descritoilades proteicos de TSP-1 en liquido
peritoneal y extractos de tejido en la endomesijogor ello también nos decidimos a
estudiar su expresion. La angiogénesis dependesditeracciones controladas entre
células y MEC, y una proteolisis extracelular colatla es un requerimiento para la
formacion de nuevos vasos. La mayoria de los emziexracelulares relevantes
pertenecen a los sistemas fibrinolitico y de lasR4M591]. Se ha estudiado el papel de
estos dos sistemas en la endometriosis [8, 1A®467, 468, 592, 593]. Nuestro grupo
ha descrito niveles incrementados de uPA y MMP-3erdometrio de mujeres con
endometriosis [14, 95], sugiriendo que este incrémepuede contribuir al potencial

invasivo de las células endometriales.

Aunque varios estudios indican que la angiogéresignportante en la patologia
de la endometriosis, no se ha descrito la evalnagimultanea de factores angiogénicos y
antiangiogénicos y su relacion con componentesodesistemas fibrinoliico y de las
MMPs en la endometriosis, por ello nos decidimogvaluar estos parametros en

conjunto.
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1. 5. INTERACCION ENTRE EL SISTEMA FIBRINOLITICO Y DE LAS

METALOPROTEASA N LA ANGIOGENESI

Para iniciar la formacion de nuevos capilaresckdalas endoteliales de los vasos
sanguineos preexistentes deben degradar la membemah subyacente e invadir el
estroma del tejido vecino [594]. Estos procesomdasion y de migracion de las células
endoteliales requieren de la cooperacién de losmsés de activacion del plasmindégeno y
de las MMPs.

Los activadores fibrinoliticos, uPA y tPA, sonriseproteasas que convierten el
plasmindbgeno en plasmina. La actividad fibrinolétien la sangre se regula
principalmente por el tPA, mientras que la actigacde plasmindégeno en tejido es
regulada por la uPA [524, 594]. La interaccién a@aPA con su receptor puede, por un
lado, concentrar la actividad enzimatica en lomédldos “sitios focales de acoplamiento”,
localizados en la superficie celular y, por otraucir la migracién y la invasién de la
célula [595].

La plasmina tiene amplia especificidad de sustyatiegrada varios componentes
de la MEC, incluyendo fibrina, fibronectina, vitegtina, laminina, y el core proteico de
los proteoglicanos [524, 594], siendo incapazelgadar otros componentes importantes
de la MEC como el colageno y la elastina, degraslgoor las MMPs. Ademas de
degradar directamente diversos componentes de @, MdEplasmina es capaz de activar
varias proMMPs como la proMMP-1, -3, -9, -10 y {B534-356, 596-598]. La plasmina
también posee una accion proteolitica sobre losPEINB99]. Asi pues, la plasmina
contribuye a la accion proteolitica de las MMPs iaet su activacion, la facilitacion de
su acceso al colageno (tras la degradacion desdisvejlicoproteinas de la MEC) [107] y
la degradacién de sus inhibidores (Figura 1.173%. M&MPs activadas pueden, a su vez,

activar otras proMMPs, dando lugar asi a mecanigtaagstroalimentacion positiva.
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DEGRADACION DE LA MEC

Figura 1. 17. Interrelacion entre el sistema fibraditico y de las metaloproteasas matriciales
(MMPs). La plasmina ejerce su accion proteolitica sobrdMIEC tras su activacion por la uPA, de
forma directa o indirectamente al aumentar los l@gsede MMPs, facilitando asi su acceso al
colageno de la MEC. uPA: activador del plasminégdipm uroquinasa; TIMPs: inhibidores

tisulares de las MMPs; MEC: matriz extracelular (Matti y Rifkin [600]).

Las MMP-3, -7, -9 y -12 pueden convertir el plasdgeno, por hidrélisis de los
cuatro kringles del extremo aminoterminal, en asigitina, un potente inhibidor de la
angiogénesis. Estudioin“vivd’ han demostrado que la angiostatina es capazdiein
la apoptosis en células endoteliales, pudiendoésée el mecanismo de su efecto
antiangiogénico [601]. También se han descrito rMgtos derivados de las
trombospondinas, producidos por accién proteolitites cuales presentan mayor

actividad antiangiogénica que la molécula comdgaa].

Ademas, las MMP-3 y -7 son capaces de convertir sciuPA en una forma de
menor masa molecular [603]. La MMP-3 también hideolespecificamente a la uPA
produciendo un fragmento amino terminal de 17 Kdg contiene intacta la secuencia

de unién al receptor, y un fragmento carboxiterinitea32 KDa que contiene el dominio
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serin-proteasa. Por lo tanto, la MMP-3 es capaglidanar la parte N-terminal del uPA,
a través de la cual se une al uPAR, sin alterapeysiedades enzimaticas [604]. Todo
ello sugiere una doble funcién de la uPA. Por wrdepactiva a la proMMP-3 a través de
la generacion de plasmina. Por otra parte, ungka@eolizada por la MMP-3, la uPA sin
el dominio N-terminal no puede unirse a su recepRor lo tanto, la interaccion
uPA/MMP-3 puede tener un papel en la regulaciérniadecélulas con una actividad
asociada a uPA y puede representar el mecanismcelpoual son controladas las

funciones de uPAR dependientes e independientaBAle

La MMP-3 también interacciona especificamente comibidores del sistema

fibrinolitico. Asi, es capaz de degradardgantiplasmina, evitando la formacion de

complejos con plasmina y con plasmindgeno y, pototasu inactivacién. Ademas, la
MMP-3 es capaz de degradar el PAI-1, tanto libreconido a vitronectina, dando lugar
a un PAI-1 inactivo e incapaz de unirse a la vitaima. Asi pues, la inactivacién de
PAI-1 por la MMP-3 puede constituir un mecanismo dieminucién de la actividad
inhibitoria del PAI-1y, por lo tanto, de la migié&e y la adhesion celular mediado por el
PAI-1 unido a vitronectina [599].

Por otro lado, aunque tanto la uPA como las MMR®ei sus respectivos
inhibidores (PAIs y TIMPs), el nivel de integracide ambos sistemas llega a tal punto
que cambios en la expresion del PAI-1 determinanbéas de actividad de las MMPs,
dependientes de su activacion a través del sisfémiaolitico e independientes de los
niveles de TIMPs [374]. De esta forma, los sistefitaolitico y de las metaloproteasas
cooperan en la degradacién de la MEC [605, 606fa Hegradacién permite que las
células endoteliales “lider” comiencen a migraravés de la MEC degradada. Estas
células son seguidas por células endoteliales ferafites, que son estimuladas por

distintos factores de crecimiento, algunos de lades se liberan de la MEC degradada.

Como muchos otros factores de crecimiento, el VG une a las moléculas de
la MEC. Esta interaccién se regula por “splicindtemativo, que genera una gran
variedad de isoformas del VEGF-A con distintasidfides para proteinas especificas de

la MEC. Ademas, la interaccion del VEGF-A con la ®Embién puede alterarse post-
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traduccionalmente por procesamiento proteolitice. Hecho, todas las isoformas del
VEGF-A (incluyendo VEGF-Aj) pueden ser escindidas por la plasmina tras el
aminoacido 110 y por distintas MMPs, incluyendo N#gIP-3, -7 y -9 (en presencia de
heparina) y la MMP-19, tras el amino&cido 113, riipelo el fragmento bioactivo del

factor de crecimiento (dominio de union al receptial sitio de anclaje a la MEC [607].

Aunque tanto las formas unidas a la MEC como ldsbses (escindidas o no)
pueden inducir la fosforilacion en los dos receggqurincipales (VEGFR-1 y -2), parece
ser que el VEGF-A unido a la MEC y el VEGF-A sokilolan lugar a distintos tipos de
sefializacion. Por ejemplo, el anclaje a la MECdlevla agrupacion del VEGFR-2 y
aumenta la internalizacion del receptor y su ciaétie fosforilacion, lo que contribuye a
distinguir las respuestas endoteliales [608]. Dehbgeestas diferencias entre VEGF-A
soluble y unido a la MEC dan lugar a diferentesnfas de expansién vascular. Mediante
el uso de formas de VEGF-A modificadas se ha obslergue una versiéon que imita al
VEGF-A de 113 aa soluble produce lechos vasculaoss baja densidad vascular y
ramificacion pobre. En contraste, un VEGF-A mutamdédo a la MEC vy resistente al
corte producido por la plasmina o las MMPs, indaciermacién de vasos muy delgados
y con una ramificacion abundante, que facilitargpéafusion tisular y el crecimiento
tumoral [607]. Asi, el VEGF-A soluble induce hipkrgia vascular, mientras que el

VEGF-A unido a la MEC induce la formacién de nuevasos.

Asi, estos eventos proteoliticos pueden modulaniesles de VEGF-A soluble y
VEGF-A unido a la MEC en los tejidos y, de estarfar producir tanto elongacién como
ramificacion por formacion de nuevos vasos. De esémera, el nimero de células
inflamatorias puede modular la unién del VEGF-AaaMEC, regulando la actividad de

estos factores de crecimiento.

La interrelacion existente a nivel endometrial @rér angiogénesis y los sistemas
fibrinolitico y de las MMPs hace necesario su @stednjunto en situaciones patologicas,

como es el caso de la endometriosis.
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2.- HIPOTESIS DE TRABAJO Y
OBJETIVOS
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“No hay nada que limite mas la innovacién que uision dogmatica del mundo”.

Stephen Jay Gould.
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Hipétesis

La endometriosis es una enfermedad ginecoldgicaigh&n de etiologia
desconocida, en la que tiene lugar una proteddisa extracelular, semejante a la que se
produce en los procesos malignos, y que pueder lieva proceso de degradacion de la
matriz extracelular del peritoneo o del ovariogllee determina la implantacién del tejido
en localizaciones ectoOpicas. Por otra parte, existe formacion de nuevos vasos en el
lugar de implantacion, lo que conlleva la formacé®la lesion endometridsica inicial.
Diversos factores se han implicado como causa deneetriosis, incluyendo alteraciones
del sistema inmunolégico, de la angiogénesis, ddébiente peritoneal, predisposicion
genética y alteraciones endometriales. Esta meiitifial y multicompartimental
patogenia, unida a la heterogeneidad clinica, éadar una confusién de datos que limita

el consenso de un mecanismo unificado.

Previamente a este estudio, nuestro grupo comfienexistencia de alteraciones
de la expresion tisular de diversos componentessidtéma fibrinolitico y de las
metaloproteasas en la endometriosis a nivel pféit]. Ademas, como la relacién entre
niveles de proteina y cantidad de mRNA es un eleammdamental para entender los
cambios de la expresion génica, nos decidimos lezantila técnica de la RT-PCR
cuantitativa en tiempo real para cuantificar loselds de mMRNA de estos componentes
del sistema fibrinolitico, de las MMPs y de la agginesis en la endometriosis. Con este
proyecto se amplia el nUmero de pacientes y saliasta nivel de mRNA y proteico,
diversos factores del sistema fibrinolitico de fasetaloproteasas y, ademas, diversos
factores implicados en la angiogénesis. Nuestrétégis es que hay una expresion
alterada de estos componentes en la endometri@gie ylgunos polimorfismos pueden

influir en dicha expresion.

los componentes de estos sistemas en la endoneetarsel fin de delimitar el papel de
los mismos en la patogenia de esta enfermedadajiggca de gran prevalencia y su

posible implicacion en el proceso de proliferaciahesion y lisis celular.
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Por ultimo, también hipotetizamos con la posibilidie que el liquido peritoneal
de las mujeres con endometriosis puede modificaxpaesion de diversos componentes
de estos sistemas proteoliticos y de la angiogeresilos fragmentos endometriales,

favoreciendo la implantacién y la angiogénesis.

El desarrollo de este proyecto se define sobresena de objetivos concretos a
realizar en las muestras de tejidos obtenidos diemies con endometriosis y de mujeres

normales consideradas como controles.

Objetivos
Los objetivos planteados son los siguientes:

1.- Puesta a punto de la técnica de RT-PCR cutiwiten tiempo real para la
determinacién de mRNA de los distintos factoreaagiehados con el sistema fibrinolitico
(uPA, PAI-1) sistema de las metaloproteasas (MMPFBMP-1) y angiogénesis (VEGF-
A, PIGF y TSP) en endometrio ectépico y eutdpiconugeres con endometriosis y

endometrio control.

2.- Analizar los niveles antigénicos de diversomponentes del sistema fibrinolitico
(uPA, PAI-1), del sistema de las MMPs (MMP-3 y TIMPy de factores angiogénicos
(VEGF-A, PIGF, TSP), tanto en tejido como en liqujgeritoneal. Con estos datos se
obtendrd el estado proteolitico y angiogénico disyl peritoneal, lo que nos permitira
analizar el posible papel de la proteolisis y lgiagénesis en el proceso de implantacion

y progresion de los fragmentos endometriales tngroceso de menstruacion retrograda.

3.- Estudiar la variacion de los componentes dstesia fibrinolitico y de las

metaloproteasas y angiogénesis en funcién delieddada enfermedad.

4.- Correlacionar los factores angiogénicos corctimmponentes del sistema fibrinolitico
y de las metaloproteasas (UPA, PAI-1, MMP-3 y TIl)Pen endometrio ectopico y

eutopico de mujeres con endometriosis y endomeoinidrol.
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5.- Analizar el polimorfismo 4G/5G de la regiéon pratora del gen del PAI-1, el
polimorfismo 5A/6A de la MMP-3 Y los polimorfismesd60C/T , +405G/C, y 936C/T
del gen del VEGF-A y su influencia sobre la exgiadisular de dichos componentes en
la endometriosis. Identificar el valor de estosimpolfismos como marcadores de
enfermedad.

6.- Estudiar en un modeio vitro de cultivos primarios de células estromales prouede
de mujeres con o sin endometriosis para valoranflaencia del liquido peritoneal
normal y patolégico sobre diversos componentes silgema fibrinolitico y de la

angiogénesis.
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3.- MATERIAL Y METODOS
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“Para investigar la verdad es preciso dudar, en oteasea posible, de todas las cosas,

una vez en la vida”.

Rene Descartes
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3. 1. GRUPOS CLINICOS

Las mujeres incluidas en este estudio se reclutrdas servicios de ginecologia del
Hospital Arnau de Vilanova y en el Hospital Univienso La Fe de Valencia. En todos los
casos se obtuvo el consentimiento informado, si¢odias las pacientes mayores de edad y
todos los procedimientos fueron llevados a caboadgerdo con los principios de la

Declaracién de Helsinki [609].

El diagnéstico de la endometriosis se realizd nedita valoracion macroscopica
sistematica durante una cirugia por via laparosedge toda la anatomia genital y del
resto de la cavidad abdominal. Se analizaron etiwvauosente las caracteristicas del
guiste anexial y su contenido en los casos en lesagtaba presente. Se realizé una
busqueda minuciosa de implantes peritoneales,niesiatipicas, defectos peritoneales o
adherencias para realizar un correcto estadiaja dafermedad, realizando una biopsia
de cualquier zona sospechosa de enfermedad. Postente se comprobd en todos los
casos, mediante examen anatomopatol6gico, la miasda glandulas endometriales y
estroma en las muestras extraidas. Las mujeresasgrecha de endometriosis pero sin

confirmaciéon anatomopatolégica de la enfermedaekskiyeron del estudio.

El grupo total de pacientes estaba formado por m8feres diagnosticadas de
endometriosis (167 mujeres con endometriosis mddecasevera, estadios IlI-IV y 19
mujeres con endometriosis leve, estadios I-lluisigdo la clasificacion segun la
clasificacion revisada de lamerican Fertility Society610], con una edad media: 32.9

afos; rango 18-53.

El grupo control de mujeres sin endometriosis lomron 220 mujeres sin
endometriosis (edad media 34.2 afios; rango 17-b&j3. indicaciones quirlrgicas
incluyeron dolor pélvico (3,6 %), esterilidad (144 o esterilizacion tubarica (81,8 %).
Para detectar la presencia de lesiones sospedf®salometriosis se realiz6 un examen
minucioso del peritoneo, ovarios, intestino y digfna. Las biopsias sospechosas de

endometriosis fueron negativas en las mujeresitteduen el grupo control.
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Las mujeres con menorragia, hipermenorrea o quiahastado embarazadas o en
periodo de lactancia en los 6 meses previos senexdn del estudio. Ninguna mujer

habia recibido tratamiento hormonal al menos 3 mastes del estudio.
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3. 2. MUESTRAS
3. 2. 1. MUESTRAS DE SANGRE

La extraccion de sangre se realizo por punciéraereha cubital y se anticoagulé
con EDTA para obtener posteriormente el DNA en p86ientes diagnosticadas de

endometriosis y 220 controles.

3. 2. 2. MUESTRAS DE TEJIDO ENDOMETRIAL Y ENDOMETRDSICO

Las muestras de endometrioma ovarico se obtuviedenla capsula del
endometrioma en 71 pacientes con endometriosiadjestlll-1V). En la mayoria de los
casos la técnica quirdrgica laparoscopica perméidizar una quistectomia siguiendo el
plano de diseccion entre el endometrioma y el ganéma ovarico sano, por lo que se
tomd una muestra significativa del endometriomariogaEn los casos en que se realizé
una anexectomia que incluia el endometrioma, ielotegjvarico adyacente fue separado

de forma macroscopica mediante bisturi frio inmtediente tras la intervencion.

Se remiti6 un fragmento de este tejido endomet@dai laboratorio de anatomia
patolégica para confirmar, mediante examen histotgda presencia de endometriosis

mediante la identificacién de glandulas y estromdoenetrial.

En 54 de las pacientes con endometriosis se oltumbién una biopsia de tejido
endometrial (endometrio eutdpico) en el transculsain procedimiento quirdrgico, bajo
anestesia general, mediante una canula de aspiewitbmetrial. En 40 de estas pacientes
se evaluaron los distintos pardmetros estudiadosueistras pareadas de tejido endometrial
y tejido de endometrioma ovarico. Las 14 muestestantes se utilizaron para realizar

cultivos de células estromales endometriales.

Adicionalmente se obtuvieron muestras de implap@stoneales activos y de
endometrio eutdpico en 13 mujeres con endometriodisima-leve (estadios I-Il),
mediante la seccion en frio del implante macros@mion minima manipulacion del

mismo durante el procedimiento quirdrgico. Se ipeton lesiones rojas con aspecto
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macroscoépico activo, descartdndose las lesioneguast o atipicas, con el objeto de
analizar las caracteristicas de la lesién inicraleafermas con estadios precoces de la

enfermedad.

En 56 mujeres sin endometriosis se obtuvo muesréejilo endometrial por el
mismo procedimiento (endometrio control). 50 m@esstte endometrio control se evaluaron
los distintos pardmetros estudiados y en 6 muestautilizaron para realizar cultivos de

células estromales endometriales.

3. 2. 3. MUESTRAS DE LiQUIDO PERITONEAL

Ademas de las muestras de tejido, se obtuvo liquedtoneal de las pacientes (n=66)

y controles (n=35), cuando existia un volumen §iativo de liquido en la pelvis menor.

Tras acceso laparoscopico a la cavidad peritonediamte un sistema de trocares, se
procedi6 a separar el paquete intestinal para lizauaorrectamente la pelvis menor e
identificar la presencia de liquido peritoneal. Lrasestras de trasudado peritoneal se
recogieron cuidadosamente del fondo de saco del@oyglel espacio vesicouterino, tal
y como se describe en estudios previos [611]. Slezéeuna aspiracion del mismo con un
sistema cerrado con una canula laparoscoépica eatzeatuna jeringa estéril. Se desecharon
las muestras en las que se evidencidé contaminata@noscopica del trasudado peritoneal
con restos hematicos durante el acceso quirarbioose realizaron lavados peritoneales
previamente a la recoleccién de las muestras npdam se utilizé anticoagulante. El

procedimiento utilizado fue similar para los dogpgs de pacientes estudiados.

Para los experimentos de cultivos de células entliates tratados con liquido
peritoneal se utilizaron 10 muestras de liquidoitgezal de pacientespdgol de

endometriosis) y otras 10 muestras de contrplasl control).

3. 2. 4. PROCESADO DE LAS MUESTRAS

Las muestras de sangre se mantuvieron a 4 °Clhastaaccion de DNA.
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Las muestras de tejido endometrial y endometriésictavaron en tampén fosfato
salino, pH 7,4 (PBSY guardaron en nevera hasta el final del proceditniguirtirgico.
Una parte de la muestra fue rapidamente congeladanittégeno liquido donde
permanecio hasta que se realizé la extraccion akeipas o de RNA. Otra parte se fijo
durante toda la noche en paraformaldehido a 4 % gmbebié en bloques de parafina.
Posteriormente se realizaron cortes del tejido metital para comprobar, mediante
microscopia Optica, la fase del ciclo menstrual gl tkjido endometriésico para el

diagnéstico, mediante la presencia de glandulasrgrea.

Ademas, se utilizaron algunas muestras de tejidoreatrial para realizar estudion
vitro en cultivos celulares. El procesado de estas magest describira en el apartado 3.6

(Cultivo de células endometriales).

Las muestras de liquido peritoneal se guardarameeara hasta la finalizacion del
procedimiento quirdrgico. El liquido peritoneal centrifugd inmediatamente después a
1.500 x g a 4 °C durante 30 minutos con el finafgmgar las células y el sobrenadante. El
sobrenadante se almacend en alicuotas a -80 °€dwapbsterior cuantificacién proteica.
Los sobrenadantes de los liquidos peritonealesogsenl los experimentos de cultivos se
filtraron a través de una membrana con tamarfio degm0,2 um antes de almacenarse a
-80 °C. La mezcla de los distintos liquidos pestas se realiz6 a partir de las distintas

alicuotas, descongeladas inmediatamente antesmiimento.

Tabla 3.1. Resumen del nimero de muestras procasad

Sangre Endometrio Lesion Muestras pareadas Liquido
endometridsica de endometrioma Peritoneal
- - (n) ovarico y (n)
™ ) endometrio
(n)
Pacientes 186 67 84 40 66
(total)
"-1v 167 40 71 (endometrioma 40 53
+ 14 (cultivo) ovarico)
-1 19 13 13 - 13
(implante peritoneal)
Controles 220 50 - - 35
+ 6 (cultivo)

97



3.3. TECNICAS PARA LA CUANTIFICACION DE ACIDOS NUC LEICOS.

La cuantificacion del mRNA tiene como principal plema la inestabilidad de la
propia molécula. Ademas, es degradado por lasuitleasas (RNasas), enzimas ubicuas,
extremadamente estables, altamente resistentakal @activas en un amplio rango de pH

y que no requieren de cofactores [612].

Esta técnica se realizd tanto en los extractodatissi como en lo extractos de

cultivos de células endometriales.

3. 3. 1. EXTRACCION DEL RNA

La extraccion de RNA se realiz6 mediante cromafégide adsorcién en columna
de silicagel, con el kit comercial RNeasy de Qiagemmero se lisa y homogeneiza el
tejido en presencia del tampén RLT, que contiepeiamato de guanidinio (un agente
desnaturalizante que inactiva las RNasas para segjuaislamiento del RNA intacto) y
B-mercaptoetanol (que contribuye a la desnaturafimaproteica por rotura de puentes
disulfuro de las RNasas). Luego se afiade etanoh paporcionar las condiciones
adecuadas de unién del RNA a la membrana de sliciyada en una columna, y se
introduce la muestra en esta columna. Los posdadetaminantes se eliminan a través de
sucesivos lavados con los tampones RW1 y RPE, ajubién contienen isocianato de
guanidinio. Finalmente el RNA se eluye de la colanson un minimo de 3@l de agua

libre de RNasas.
El protocolo seguido fue el siguiente:

1. Se corta una pieza de tejido, almacenado en nitodtiguido, de unos 30-40 mg de

peso y se le afiade 600 del tampdn RLT cof-mercaptoetanol al 1 % (v/v).

2. Se lisa y homogeniza la muestra con el homogermizaltra-turrax T-50 (IKA-
WERKE).
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3. Una vez la muestra adquiere un aspecto homogémeentifuga a 13.000 rpm durante

3 min.

4. Se recupera el sobrenadante, se lleva a un tuleo@mp nuevo, se le afiade un volumen
igual de etanol al 70 % y se incuba durante diewitos a temperatura ambiente en un

agitador orbital.

5. La solucion se introduce en la columna de silicgged centrifuga a 10.000 rpm durante

15 segundos.

6. Se lava la membrana, que contiene el RNA adherioio 700 uL de tampén RW1

centrifugando a 10.000 rpm durante 15 segundos.

7. Se lava la membrana dos veces coni0@le tampon RPE centrifugando a 10.000 rpm
durante 15 segundos. Finalmente, se elimina cwalgesto de tampén que pueda

interferir en la posterior elucion, centrifugandd3000 rpm durante 1 min.

8. Se transfiere la columna al tubo de elucién, sdafi@0uL de HO libre de RNasas y

se centrifuga a 10.000 rpm durante 2 min.

9. La concentracion y pureza del RNA obtenido se deter espectrofotométricamente
utilizando el NanoDrop ND-1000, que mide las abandias a 260 nm y a 280 nm.
Sabiendo que una absorbancia de 1 unidad a 260mesponde a 4(i)g de RNA por
ml (relacién sélo vélida en agua), la concentraciérRNA la calcula el software del
NanoDrop automaticamente siguiendo la ecuacionA/RN/I)] = Az (UA) x 40. El

RNA purificado se almacené a —80 °C en agua librBNasas.

3. 3. 2. TRATAMIENTO CON DNasa

No hay ningin método de purificacion de RNA queagtice que el RNA esté
completamente libre de DNA gendmico, aunque novisthale en gel de agarosa. Por lo
gue para evitar interferencias del DNA en la RT-PGR digieren los restos de DNA

gendmico con una DNasa libre de RNasas.
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El protocolo seguido fue el siguiente:

1. En un tubo de microcentrifuga de 0,5 ml libre deaB& se introducellg de RNA
de las muestras a valorar, en un volumen maxim® e ajustando el volumen con
agua libre de RNAsas (tratada con DEPC) hasta |ds Bn una de las muestras se
realiza esta operacion por duplicado para obtdrargrol negativo de la RT. A esta
muestra no se le afiadir4 posteriormente la RTuémprmitira comprobar que solo
amplifica el cDNA y no el DNA gendmico. También gga una muestra sélo con
agua que seguira todo el proceso posterior (tre@mi con DNasa vy

retrotranscripcion) y servira de control negatieotado el proceso de la RT-PCR.

2. A continuacién se afiadell del tampdn de reaccion 10X (Invitrogen), formamto
Tris-HCI 200 mM (pH 8,4), MgGI20 mM, KCI 500 mM. Y por ultimo, Jl de la
enzima DNasa | Amp Grade (4W) (Invitrogen).

3. La mezcla se incuba a temperatura ambiente duEhtenin, para que actle la
DNasa.

4. A continuaciéon la DNasa | se inactiva térmicametites la adicion de il de EDTA
25 mM (pH 8,0) e incubacién a 65 °C durante 10 rirego se deja enfriar en hielo

de forma que la muestra ya estd lista para seaugath RT.

5. Las muestras se mantienen en hielo y se contimdadimtamenete con la RT, o bien

se guardan a -80 °C.

3. 3. 3. RETROTRANSCRIPCION (RT)

La retrotranscripcion genera una copia de DNA cemgintario a la hebra de RNA

(cDNA) estable al calor y que sera amplificadalporaq polimerasa.

La transcripcion reversa se llevo a cabo con lanenzomercial Superscript

Revese Transcriptase RNasg(@ibco BRL).
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El protocolo seguido fue el siguiente:

1. Las muestras de RNA tratadas con DNasa (1 ug de &NAO ul) se mantienen en

hielo (o se descongelan en hielo) mientras se padaaiguiente mezcla de reaccioén:

Componente Volumen Concentracion final
H,O-DEPC 5,50l

Tampon RT 1 strand 5X 6l 1X

DTT (0.1M) 3yl 10 mM

RNaseOUT (40Uil) 1,50 2U/

oligo (dT)s (6QuM) 1,5ul 3uM

dNTPs mix (10mM) 1,54 0,5 mM
SuperScript RT RNasekR0o0oULul) 1yl 6,67 U/pl

2. A cada muestra de RNA tratada con DNasa, asi cdncordrol con agua, se le
afiade 2Qul de la mezcla de reaccion. Al control negativda®T (DNasaRT-) se
le afiade 1@l de la mezcla de reaccion, antes de afiadir ehren8uperScript RT

RNaseHy 1ul de agua.

3. Las muestras se incuban a 42 °C durante 1 homagparactue la enzima, y luego se
inactiva térmicamente incubandola a 95 °C durant@riutos. Despues se enfria la

muestra en hielo.

4. El producto de la RT se diluye 1/10 con agua desil(5ul en 45l de agua) y se

congela a -20 °C hasta su uso.

3. 3. 4. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) laradi$ el grupo de Kary
Mullis [613-615]. Permite la amplificacion enzindin vitro de un segmento especifico
de DNA situado entre dos oligonucledtidos que sirtemo cebadores para una serie de

reacciones de sintesis catalizadas por la polimedss DNA. El proceso tiene una
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sucesion de ciclos de temperatura en los que stu@rodesnaturalizacién del DNA
molde, hibridacién de los cebadores con el DNA mgldextension de los cebadores por
la DNA polimerasa, usando desoxinucleétidos trdts{dNTPs). Como los productos de
un ciclo pueden usarse como molde para el cicloieige se produce acumulacion
exponencial de fragmentos de DNA cuyos extremas&stdefinidos por los extremos 5’

de los cebadores[616].

La técnica de PCR cuantitativa en tiempo real esefinamiento de la reaccion de
PCR original. El grupo de Higuchi [617, 6X8¢ el primero en llevar a cabo la técnica de
la PCR en tiempo real, usando una videocamaradedeatar la acumulacién de producto
de PCR en cada reaccién, median el incremento fiigol@escencia de bromuro de etidio,
que aumenta su fluorescencia en presencia de dspldwitiendo asi combinar la
amplificacion, la deteccién y la cuantificacion deidos nucleicos. Esta técnica se
caracteriza por ser altamente sensible, cinco éslda magnitud mayor que las técnicas
de blotting, y por permitir trabajar con un granga dindmico, de hasta 10 érdenes de
magnitud. Todo ello hace que esta técnica seaateutilidad para la cuantificacion de la

expresion génica.
Seguimiento de la PCR en tiempo real

La PCR en tiempo real es como una PCR convencipeal,realizada en presencia
de fluoréforos que se unen al DNA (de forma indeleme de secuencia o forma
especifica a una secuencia concreta) emitiendoegencia y en un termociclador con
sensores que detectan la fluorescencia tras exacésatos fluoréforos con una longitud de

onda apropiada.

El termociclador en tiempo real utilizado fue eghiCycler (Roche Molecular
Biochemicals, Manheim, Germany). La PCR se llevdabo en pequefios capilares de
vidrio, que se introducen en un rotor tipo carrugede calientan y enfrian por corrientes
de aire [619, 620EIl carrusel rota haciendo pasar un haz de luzdzudl70 nm emitido

por un diodo a través de los capilares, y la flsoeacia se lee por diodos de
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fotodeteccion. Esta sefial se analiza por el soétwWeersion 3.5), permitiendo seguir la

reaccién en tiempo real y la cuantificacion deldurcio amplificado.

El fluoréforo utilizado fue el SYBR Green |, que @isolucion emite poca
fluorescencia, pero al unirse al surco menor def@i doble cadena (dsDNA) de forma
independiente de secuencia, su fluorescencia aam&it de 100 veces [62&initiendo

luz verde Ama= 522nm) al ser excitado por luz azi{=488nm).

Durante la reaccion de PCR la sefial de fluoresaesecmide al final de cada etapa
de elongacion, permitiendo el seguimiento de laaiéa de PCR en tiempo real. En la
desnaturalizacién, el SYBR Green | no unido emiteapfluorescencia. En la fase de
hibridacion de los cebadores, unas pocas moléddhg$luoréforo se unen a la doble
cadena de cDNA-cebador (y producto de PCR cebadi@nyo lugar a un ligero aumento
de la fluorescencia. Y es al final de la etapa diémerizacion cuando hay un mayor
namero de moléculas de SYBR Green | que se unepraaucto de PCR recién
sintetizado. Tras una nueva desnaturalizacionddes hebras del producto de PCR se
separan, liberandose el fluoréforo y cayendo demisefluorescencia a la sefial de fondo
[622].

El seguimiento de la PCR en tiempo real (midieradmiensidad de fluorescencia
en cada ciclo con el LightCycler) permite identifidacilmente los ciclos en los que se
produce la fase de crecimiento exponencial, emlas la eficacia de amplificacion de
cada reaccion es constante. El incremento de lal sgdducido en esta fase se
corresponde directamente con el incremento en eh BNplificado, lo que permite
realizar una cuantificacion con exactitud. Sin egwmiento de la reaccién en tiempo
real es dificil identificar estos ciclos [623]. Agues, esta monitorizacion permite la
determinacién de los puntos de corte o Cf£eogsing points”) en la fase exponencial de
la PCR. EI Cp es el ciclo en el que se asume qllegsea la misma cantidad de producto
en cada curva, considerandose el punto mas exagorpional a la concentracion inicial
[623]. La recta estandar la calcula el softwareldghtCycler automaticamente mediante

el método del maximo de la segunda derivd8adond Derivative Maximum Method”
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El principal problema del SYBR Green | es que se arcualquier dsDNA, dando
sefal de productos especificos, pero también ddupros inespecificos y de dimeros de
cebadores. Este problema se evita optimizandoaeci@n de PCR y utilizando kits de

Fast-Taq para realizar un “hot-start”, lo que ayadevitar la formacién de dimeros de
cebadores.

Ademas, el LightCycler permite un andlisis de lasvas de fusion de los
productos de la reaccion. Lo que nos permite ewtalizar un andlisis de los productos
de PCR una vez se ha optimizado la técnica.
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Figura 3.1. Seguimiento de la reaccion de PCR enseftware del LightCyclerLas lineas
continuas con figuras geométricas se corresponddasaestandares, las lineas continuas sin
figuras a las muestras y las lineas discontinuassacontroles.
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Figura 3.2. Andlisis de la curva de desnaturalizaol En la parte superior se muestran las

“curvas de desnaturalizacion” al representar la ditescencia frente a la temperatura. Y en la
parte inferior los “picos de desnaturalizacion” aépresentar la derivada de la fluorescencia con

respecto a la temperatura frente a la temperatles lineas continuas con figuras geométricas se
corresponden a los estandares, las lineas contirsiasfiguras a las muestras y las lineas

discontinuas a los controles. Observamos que tigaontroles negativos que dan sefial en la
Figura 3.1 (lineas discontinuas) como una de lasgtnag dan productos distintos al deseado,

produciendo uno o varios “picos de desnaturalizatidesplazados a la izquierda, con lo que

dan lugar a productos de PCR distintos. Asi pues,ugglen distinguir las muestras en las que
haya formacion de otros productos de PCR distintateakado.
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Cuantificacion relativa a un gen “housekeeping” coestandares externos

En este tipo de cuantificacion los resultados ggessan como cociente del mMRNA
en estudio, o mMRNA diana, frente al mMRNA de un d¢bousekeeping” (0 de
mantenimiento), de expresion constitutiva y no lagdp, con un nimero constante de
copias en todas las muestras. De esta forma sealivam las diferencias presentes de
muestra a muestra. En nuestro caso, determinamasuladancia de los transcritos que
deseamos cuantificar con respecto a un gen desnefar laB-actina, que codifica para

una proteina del citoesqueleto.

Para realizar este tipo de cuantificacién se negesinto del mRNA diana como
del mMRNA de referencia, un estandar externo (seecemn distintos capilares que las
muestras), exégeno (no esta de forma natural sruéstra) y de secuencia homéloga (se
amplifica con el mismo juego de cebadores que lasstmas). En nuestro caso, se usa
como estandar un producto de PCR purificado y digatdo. Con estos estandares, de
concentracion conocida, se realiza una serie deidiles seriadas (antes de cada uso) y
se amplifican en la misma carrera del LightCycléa ®ez que las muestras de cDNA. La
recta estandar, calculada por regresion lineala gas los puntos generados en una
gréfica en la que se representa el Cp, de cadadlldel estandar, frente al logaritmo de
su concentracion. Se deben usar unos 4 o 5 pur@s l|cer una recta estandar,
cubriendo el rango esperado del mRNA diana. Ewso# del LightCycler calcula los
Cp’s para los estandares y las muestras y realidastlos calculos necesarios para
generar la recta estandar, representando los sattgeCp frente al logaritmo de su
concentracion inicial. Luego, se obtiene la cormemndn de las muestras al interpolar sus
Cp’s en la recta estandar [628].analisis de los datos, para calcular la coneeitin de
los genes diana y referencia, lo realiza automatcde el software del LightCycler. Pero
el calculo del ratio mRNA diana/ mRNA referencia, @da muestra, se ha de realizar

manualmente o con la ayuda de un programa de oaouto el MS Excel.
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Figura 3.3. Recta estandar obtenida automaticamerer regresion lineal, con el software del
LightCicler. El software también calcula la eficacia de la re@ecide amplificacion y cuantifica
las muestras.

Preparacion de los estandares de cDNA

Se obtuvo un estandar de cada uno de los genedizaarfuPA, PAI-1, MMP-3,
TIMP-1, VEGF-A, PIGF, TSP-1) y otro para Bactina, el gerfhousekeeping”’usado
para normalizar la expresion. Cada uno de estésdmtes se obtuvo tras realizar una
retrotranscripcion seguida de una PCR en distintasstras de mRNA procedente de
tejido endometrial. La amplificacion se realizé maete una PCR de tipthot-start”,
para evitar amplificaciones de productos inespmasfi (sobre todo de dimeros de
cebadores) debidas a la hibridacién inespecifidagieebadores a bajas temperaturas (de
4 a 25 °C) antes del comienzo de la amplificaciara hacer esta PCR se utilizé la
FastStart Tag DNA polimerasa (Roche), que permaimeaiva durante todo el periodo

de preparacion de la mezcla de reaccion.

La reaccién de PCR, para cada muestra, contepla de cDNA (diluido 1:10),
200 uM dNTPs, 2 mM MgG, 0,5uM de cada cebador, 1X del tampdn de reaccién sin
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MgClI, (Roche), 1 unidad de FastStart Tag polimerasah®og agua hasta un volumen
final de 50uL. La PCR se llevo a cabo en un termociclador cooemal de Eppendorf

con las siguientes condiciones:

1) Se realiza un paso de desnaturalizacién iniciaDd¢A y de activacion de la

polimerasa, modificada quimicamente, calentand® ®@durante 6 minutos.

2) Se realizan 35 ciclos con las siguientes condicione

Temperatura (°C) Tiempo (s)

Desnaturalizacion 95 30
Hibridacion 62 30
Elongacién 72 60

3) Extension final a 72 °C durante 10 min.

Para obtener suficiente cantidad de estandar, gada uno de los genes, se
hicieron varias amplificaciones. Se us6é una algude 1 pl para realizar una
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 7efotampdén TBE pH 8,0, a fin de
confirmar la presencia de una sola banda del tareafierado. El resto del producto de
PCR se corrié en un gel de agarosa al 1% en tampénpH 8,0, se cortd la banda de
interés con una cuchilla visualizandola con luzawvibleta (UV) y se purificé mediante
cromatografia de absorcion (Qiaquick PCR Purifmatit, de Qiagen). Posteriormente
se cuantific6 mediante la reaccion con picogream(®iT PicoGreen dsDNA Reagent,
de Invitrogen) [624]fluoréforo que permite cuantificar hasta 50 pg ddéADde doble
cadena en un volumen de ensayo de#00on una gran especificidad, usando un lector
de fluorescencia con microplacas. Después, estndsst altamente concentrado se

almacena en alicuotas a -80 °C para evitar su disgjcm.
Condiciones de reaccion

Para la cuantificacion génica @eactina, uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3, TIMP-1,
VEGF-A, PIGF y TSP-1 se empled el kit LightCycleasEStart DNA Master SYBR
Green | (Roche). Este kit usa el SYBR Green | pardeteccion del DNA de doble
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cadenay una Taq polimerasa que se activa por, ¢alonal minimiza la amplificacion de

productos no deseados.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volunmet éie 10ul, conteniendo 1,5
pL de cDNA (diluido 1:10), 3 mM MgGJ 0,3 uM de cada cebador en el caso d@-a
actina y 0,5uM para el resto (Tabla 3.2) yl. de la mezcla de LightCycler® Fast-Start
DNA Master SYBR Green | (10X). Esta mezcla contiehenzima FastStart Taqg DNA
polimerasa, tampon de reaccion y una mezcla de dAA@TPs, dGTPs y dUTPs (estos

altimos sustituyen a los dTTPs). El volumen finasta 1Qul se complet6 con agua.

La mezcla de la reaccién se introdujo en los casldLightCycler Capillaries,

Roche) por centrifugacion a 3.000 rpm durante foiseos.

Los capilares con la mezcla de reaccion se colacaro el rotor, y éste en el
termociclador en tiempo real LightCycler de Rodthende se realiz6 la PCR cuantitativa

en tiempo real. Las condiciones de reaccion fuEresiguientes:
1. Calentamiento inicial, a 95 °C durante 10 min, émje se desnhaturaliza el
cDNA vy se activa la FastStart Tag DNA polimerasa.

2. Se realizan 40 ciclos de desnaturalizacion, hibifalay elongacion (al final del

cual se detectaba la intensidad de fluoresceneoia)as siguientes condiciones:

Desnaturalizacion Hibridacién Elongacion
B-actina 95 °C/ 15 seg 62 °C/ 5 seg 72 °C/ 18 seg
uPA, PAI-1, PAI-3, 95 °C/ 15 seg 60 °C/ 5 seg 72 °C/ 18 seg
MMP-3 y TIMP-1
VEGF-Ay PIGF 95°C/ 10 seg 60 °C/ 10 seg 72 °CHeip
TSP-1 95 °C/ 10 seg 62 °C/ 10 seg 72°C/ 12 seg

3. Se genera una curva de desnaturalizacion, medirdalentamiento a 95 °C e
inmediato enfriamiento a 65 °C, manteniéndose testgeratura durante 15 s,
tras lo cual se realiza un aumento paulatino dergeratura desde los 65 °C
hasta los 95 °C, a una velocidad de 0,1 °C/s, ndd&e la fluorescencia de

manera continua.
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Controles usados en la real-time RT-PCR

En cada una de las reacciones, ademas de los a&tgnd de las muestras, se
incluyé una serie de controles. Un control negatieda RT-PCR (agua; DNasa+, RT+),
en el que se usa agua, en lugar de mRNA, tantedddchtamiento con DNasa, como en
la RT y en la posterior PCR. Este control sirveapardicar si hay algun tipo de
contaminacién durante todo el proceso. Un conteglativo de la RT (RNA muestra;
DNasa +, RT-), en el que se usa una de las muasfi@iendo todo el proceso, pero no se
le afiade enzima SuperScript para la RT. Este domi® permite comprobar que soélo
amplifica el cDNA y no el DNA. Y un control positivde referencia (RNA muestra;
DNasa +, RT+), en el que se utiliza una muestraigmente usada. Este control nos
permite comprobar que no se ha cometido ningam err@®l ensayo, asi como estimar la

variabilidad interensayo.
Disefio de cebadores para la amplificacion por PCR

Los cebadores se disefaron flanqueando intron@sguéar contaminaciones con
DNA genodmico, dificultando su amplificacién debidiogran tamafio del fragmento, y en
el caso de que se produjesen poder detectar sanpr@spor andlisis de la curva de
desnaturalizacion o mediante electroforesis. Ades@safiade un control negativo de la

RT, que no debe amplificar.

En la Tabla 3.2 se muestran las caracteristicadoslecebadores utilizados,
sintetizados por Gibco-BRL, para el andlisis deekpresion de uPA, PAI-1, PAI-3,
MMP-3, TIMP-1, VEGF-A, PIGF, TSP-1 f-actina. Los cebadores eactina, uPA,
PAI-1, TIMP-1, VEGF y PIGF se obtuvieron de lafétura (ver referencias en la tabla).
El resto de cebadores se sintetizaron usando tmasefespecifico “Oligo 4.0.” (PAI-3 y
MMP-3) y “Primer3” (TSP-1). Para asegurarnos de btpsecebadores escogidos eran
especificos, sus secuencias se compararon mediahteprograma BLASTN

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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Tabla 3.2. Caracteristicas de los cebadores utilizmpara el andlisis de la expresién génica

Gen y nimero de la Nombre del cebador y Secuencia del oligonucleétido Longitud % GC Tm Masa

secuencia de referencia del 5—» 3’ (Cebadory (Cebadory (Cebador Molecular

MRNA del NCBI (Referencia) Producto de Producto de y Producto (Producto
PCR) PCR) de PCR) de PCR)

UPA (PLAU) uPAex8_F: CACGCAAGGGGAGATGAA [93] 18nt/ 341pb 56% /53% 51°C /86°C 210278 Da

NM_002658.2 uPAex10_R: ACAGCATTTTGGTGGTGACTT 21nt 43% 52°C

PAI-1 (SERPINEL) PAl-lex4_F: TGCTGGTGAATGCCCTCTACT [93] 21nt/399pb 52% /57% 54°C /87°C 244272 Da

NM_000602.2 PAl-1ex6_R: CGGTCATTCCCAGGTTCTCTA 21nt 52% 54°C

MMP-3 (STROMELYSIN1) MMP-3ex7_F: AGCAAGGACCTCGTTTTCATT [95] 21nt/261pb 43%/43% 53°C /82°C 161693 Da

NM_002422.3 MMP-3ex9_R:GTCAATCCCTGGAAAGTCTTCA 22nt 45% 52°C

TIMP-1 TIMP-1ex2_F: CTGTTGTTGCTGTGGCTGATA [625] 21nt/481pb 48% /56% 54°C /87°C 296155 Da

NM_003254.2 TIMP-1ex6_R: CCGTCCACAAGCAATGAGT 19nt 53% 52°C

VEGF VEGFex2/3F: ATCACGAAGTGGTGAAGTTC [626] 20nt/265pb 45% /52% 50°C / 86°C 163778 Da

NM_003376.4 VEGFex4R: TGCTGTAGGAAGCTCATCTC 20nt 50% 53°C

PIGF (PGF) PIGFex4F: CCTACGTGGAGCTGACGTTCT [627] 21nt/78pb 57%/60% 57°C /83°C 48307 Da

NM_002632.4 PIGFex5/6R: TCCTTTCCGGCTTCATCTTCT 21nt 48% 54°C

TSP-1 (THBS1) THBSex3_F: TGTGAAAAGATGGAGAATGCTG [10] 22nt/ 275pb 41% /54% 53°C /86°C 169482 Da

NM_003246.2 THBSex5_R: TTGTGGCCAATGTAGTTAGTGC 22nt 45% 53°C

B-actina (ACTB) B-ACTINex4_F: CGTACCACTGGCATCGTGAT [628] 20nt / 452pb 55% / 60% 54°C / 88°C 278095 Da

NM_001101.3 B-ACTINex5_R: GTGTTGGCGTACAGGTCTTTG 21nt 52% 53°C

En la tabla se indican las caracteristicas dedbadpres. Entre corchetes se proporciona la refarda la técnica (modificada para su optimizacién)
y de los cebadores utilizados. El % GC y la Tmaedalculado con el Oligo Calculador (http://mbici.tarvard.edu/docs /oligocalc.html). En cada

columna de caracteristicas (longitud, %GC y Tna) iaduierda estan los datos de cada cebador gemdaha los del producto de PCR.
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3.4. TECNICAS PARA LA CUANTIFICACION DE PROTEINA S
3. 4. 1. EXTRACCION PROTEICA

La extraccion proteica se realizé en los extradms$ejido endometrial y de lesién

endometridsica.

Los extractos citosélicos de las muestras se adrtoripor homogeneizacion del
tejido en tampdn Tris-HCI 10 mM, pH 7,4, que coiieBDTA 1,5 mM y 10 % de
glicerol. La suspension se centrifug6é a 100.000 x gna temperatura de 4 °C durante 15
minutos, para separar la fraccion citosdlica (soddente) de la fraccion de membrana
(precipitado opelle). El sobrenadante se almacené en alicuotas a Gg§629]. Los
extractos de membrana se obtuvieron por solubifimadel pellet obtenido en la etapa
anterior,en tampon Tris-HCI 20 mM, pH 7,4, que contenia NBZ3 mM y Triton X-100
al 1 %, se incubaron toda la noche a 4 °C y seiftegdron a 100.000 x g, a 4 °C durante

15 min. El sobrenadante (extracto de membrandjrsgcano en alicotas a -80 °C [629].

3. 4. 2. CUANTIFICACION PROTEICA
3. 4. 2. 1. Cuantificacion de proteinas totales

Para poder normalizar los niveles antigénicos ddidenen los extractos de tejido
endometrial y endometridsico, se determiné la dadtitotal de proteina en las muestras

utilizando el ensayo de proteina BCA (BCA assagrd@i, Rockford, IL).

La técnica consiste en una reaccion colorimétiéraja que los resultados de la
muestra se interpolan a los obtenidos con una pattédn de concentracion conocida de
albumina de suero bovinB$A fraccion V Sigma. El ensayo combina la reduccién del
cation cuprico (Ct) a cuproso (C) que se produce en las proteinas en medio basico,
con la propiedad de deteccion del cation cuprosapécido bicinconinico (BCA) [630].

El BCA es un reactivo de deteccion de”Gaation cuproso) altamente sensible y El
producto de la reaccion coloreada de este ensayorsea por la interaccion de dos

moléculas de BCA con una de catién cuproso’\d&ste complejo es soluble en agua y
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exhibe una fuerte absorbancia a 562nm (pUrpura)ynipendo una cuantificacion
espectrofotométrica de la proteina en soluciéon semudanto las muestras como los
controles se determinaron por duplicado para cob@rda reproducibilidad de la

cuantificacion.
3. 4. 2. 2. Cuantificacion proteica mediante ELISAs

Los niveles proteicos de los distintos componedéeka angiogénesis y del sistema
fibrinolitico y de las metaloproteasas se determoimaen los extractos tisulares
(citosdlicos y de membrana), en el liquido perigdng en los sobrenadantes de los

cultivos mediante técnicas de enzimoinmunoensaytSé).

La descripcion inicial del ELISA (“enzyme-linked imunosorbent assay”) tiene
casi 40 afios [631] y representd un gran avanceli&gico con aplicaciones cientificas

tanto basicas como clinicas.
Deteccion de Antigenos solubles mediante ELISA ige Sandwich

Este tipo de ELISA es el mas usado, ya que es aé eces mas sensible que
aguellos en los que el antigeno se une directaneméefase solida. Para detectar el
antigeno, los pocillos de las microplacas (conaawapacidad de unidn a proteinas), se
incuban con un exceso de anticuerpo especificoagtui@, quedando recubiertos por
éste. Cualquier sitio disponible en los pocillodalplaca es bloqueado con el uso de una
proteina irrelevante como la albumina de suerorfm(BSA). Las muestras, estandares y
controles son incubados en la microplaca, paratdgrunién del antigeno de la muestra

al anticuerpo de captura.

El antigeno no unido al anticuerpo de captura & Yase aflade un exceso de un
segundo anticuerpo especifico, generalmente distdgl de captura, llamado de
deteccién, que reconocerd un epitopo diferente adenisma molécula antigénica,
formando el complejo sdndwich. Este anticuerpoeteation puede estar conjugado con
biotina o directamente con un enzima como la pdesa de rabano (HRP) o la fosfatasa
alcalina (AP).
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Tras el lavado para eliminar la fraccion de antipaeconjugado que no se ha
unido al antigeno (y adicién de streptoavidina ggaga y su consiguiente lavado, si
usamos este sistema) se afiadira un sustrato apwopiaa el enzima usado. Tras una
incubacion apropiada, se mide el grado de hidsdtlei sustrato. La cantidad de sustrato
hidrolizado ser& proporcional a la cantidad dereaazinido al pocillo, la cual a su vez es

proporcional a la cantidad de antigeno en la ma¢882, 633].

ELISA tipo sdndwich

Ab captura

Preparacion I Aspiracién- Lavado
de la placa B . i Y Y ! ! Y

Tampdn Bloqueo
Aspiracidn- Lavado

Esténdares y muestras

Aspiracién- Lavado A} Coniugacis
Ensayo| Ap deteccion conjugado ) c::"gﬁ:fmn
Aspiracién- Lavado Sustrate de Color
v ,
Steptoavidina/Enzima t
X X X Aspiracién- Lavado
YYYYY B) Conjugacio il 7 Solucién STOP
njugac :
Complzjo con Biotina i 4
= ey ) j GRS = o
Calculo de 3 .
Resultados
3 “ Ajuste de recta por "
H e 0 Regresién Lineal &4 P
2 / _Lincarizacién ':, Interpolacién :. - c. "
w| o ° o ncentracion
= 7 = _'_/"', = = 23 Ide la muestra
Concentracién Log Conc Log Conc

Figura 3.4. Esquema general de un ELISA tipo sanai
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Técnica de ELISA para la cuantificacion del inhibat del activador del plasmin6geno

tipo 1 ( PAI-1) en extractos tisulares y liquidongeneal

La técnica para cuantificacion proteica de los Ieiwale PAI-1 en los extractos
tisulares y liquidos peritoneales se realizé madian ELISA comercial (Tint Elize PAI-

1, Biopool).

Para aumentar la especificidad de la reaccién dedutel sistema ISAC
(Immunological Specificity and Accuracy Conjrdtara ello cada muestra se deposita por
duplicado en dos pocillos. El pocillo A contiene exteso de anticuerpo en solucién, de
tal manera que todo el antigeno que contenga lastrause unira al anticuerpo en
solucidén y se evita asi que se una al anticuergfijgo a la fase soélida. Este pocillo se
utilizard como blanco de cada muestra, lo que etdquier respuesta inespecifica. El
pocillo N contiene inmunoglobulina inespecifica,rdedo que el antigeno de la muestra

se unird al anticuerpo prefijado al pocillo y n@aticuerpo en solucién.
Basicamente, el protocolo utilizado es el siguiente

1) Se disuelve el vial de tampon PET (PBS/EDTA/@we0) en 1 litro de agua

destilada.

2) Se preparan diluciones de PAI-1 a concentrasidee30, 20, 10, 5,2.5,1, 05y0

ng/ml.

3)  Se reconstituye la placa con J@fpocillo de tampoén PET y se agita suavemente 1
minuto. Es importante evitar la contaminacion datilio N con el contenido del

pocillo A, pues infravalorariamos el valor de PAdid la muestra.

4)  Se afade 2@l/pocillo de cada muestra o estandar al pocillo Ml yadyacente

pocillo A.

5)  Se reconstituye el liofilizado de anti-PAI-1 jetdnal conjugado con peroxidasa

con 6 ml de tampdn PET, y se afiadqub@ cada pocillo.

6) Se incuba 2 horas a temperatura ambiente ceecami (500-600 rpm) y se lava la

placa 4 veces con tamp6n PET.
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7)  Se reconstituye el sustrato ortofenildiaminodihidivoo (OPD) con 22 ml de agua
bidestilada y se afiade, en el momento de utilizatleial de HO,. Se afiade 200
ul de sustrato a cada pocillo. Se incuba 15 minatdemperatura ambiente en

agitacion.

8) Se afiade 5l de solucion STOP (330, 3,3M), se mide la absorbanciaa 492 nm
y se sustrae la absorbancia a 620 nm en un leetorictoplacas MRX Revelation
(Thermo Labsystems, Chantilly VA, EEUU). La coneanion se calcula a partir
de la curva patron obtenida con los valores derbbgcia producidos por los

estandares.

Técnica de ELISA para la cuantificacion del PAI-Inesobrenadantes de cultivos de

células endometriales

Los niveles antigénicos de PAI-1 se determinaron ao ELISA comercial
(Imubind tissue PAI-1, America Diagnostica, EEUB).ensayo detecta PAI-1 libre y en
forma de complejo, pero es insensible al PAI-2. tosficientes de variacion intra- e

interensayo fueron 3-4 % y 6-8 %, respectivamente.

Técnica de ELISA para la cuantificacion del activad del plasminégeno tipo
uroquinasa (UPA) en extractos tisulares, liquidorieneal y sobrenadantes de cultivos

de células endometriales

La concentracion antigénica de uPA se cuantificd po ELISA comercial
(Zymutest uPA, Hyphen Biome®icho ensayo mide con similar eficacia tantaiA
de una cadena (scu-PA) como la uPA de alto pedecolar (HMW-uPA). La uPA de
bajo peso molecular (LMW-uPA) es cuantificada clvededor de un 40 % de eficacia en
relacion a la scu-PA y HMW-uPA. La variabilidadrate interensayo fue de 4 %y 10 %,

respectivamente.
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Técnica de ELISA para la cuantificacion de la metgroteasa tipo 3 (MMP-3) en
extractos tisulares, liquido peritoneal y sobrenades de cultivos de células

endometriales

La concentracion antigénica de MMP-3 se determinédiamte un ELISA
comercial MMP-3 ELISA, OncogeneEl ensayo detecta la MMP-3 libre, pero no los
complejos MMP-3:TIMP. La variabilidad intra- e it@sayo fue de 5 % y 9 %,

respectivamente.

Técnica de ELISA para la cuantificacién del inhibat tipo 1 de las metaloproteasas
(TIMP-1) en extractos tisulares, liquido peritonegl sobrenadantes de cultivos de

células endometriales

Los niveles antigénicos de TIMP-1 se evaluaronymELISA comercial TIMP-1
ELISA, OncogeneEl ensayo reconoce tanto las formas libres clamacomplejadas. La

variabilidad intra- e interensayo fue de 4 % y #éépectivamente.

Técnica de ELISA para la cuantificacién del factode crecimiento del endotelio
vascular de tipo A (VEGF-A) en extractos tisulard&juido peritoneal y sobrenadantes

de cultivos de células endometriales

Los niveles antigénicos de VEGF-A se evaluaron amdi un ELISA comercial
(Human VEGF, IBL International, Germany). No se a@®$ reaccidon cruzada o
interferencia con PIGF. Este ensayo reconoce tderimas humanas del VEGF#A Y

VEGF-As,:. La variabilidad intra- e interensayo fue 4-6 % %0 %, respectivamente.

Técnica de ELISA para la cuantificacion del factate crecimiento placentario (PIGF)

en extractos tisulares y liquido peritoneal

Los niveles antigénicos de PIGF se evaluaron mediamELISA comercial (Human
PIGF, ELISA Development System, DuoSet, RD systdwianeapolis, MN). ). No se

observo reaccion cruzada con el VEGF-A.
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Técnica de ELISA indirecto para la cuantificacionedla trombospondina de tipo 1

(TSP-1) en extractos tisulares y sobrenadantes ulévos de células endometriales

Los niveles de TSP-1 se cuantificaron mediant&lUISA indirecto, previamente

descrito [10]. Basicamente el protocolo utilizade €l siguiente:

1.

Las placas de ELISA (MaxiSorp surface, Nunc) selliacon toda la noche con 100

ul TSP-1 (20-4Qug/ml) obtenida de plaguetas humanas.

Las muestras a valorar y los estandares (400-18IgBP-1, Sigma) se incubaron
toda la noche en tubos de ensayo con un excesotideeapo policlonal de conejo
contra la TSP-1 (TSP-1 Anb-8, NeoMarkers Lab VidBorporation).

Al dia siguiente, se lavo la placa para eliminaargigeno no pegado a la misma.

A la placa lavada se afadieron 100L de las muestras y estandares unidos al
anticuerpo contra la TSP-1 y se incubaron duraoseheras a temperatura ambiente
en agitacién suave (300-600 rpm), para aseguradigtidbucion homogénea en el

pocillo.
La placa se lavé para eliminar el anticuerpo nadaini

Se afiadid 100uL del segundo anticuerpo de cabra anti-lgG de conepjugado
con HRP (Amersham) y se incubé a temperatura ambiente durante 2 haras e

agitacion.

Tras un nuevo lavado de la placa, se afadié¢u2@@ la solucion sustrato (OPD) a

cada pocillo y se incubd la placa a temperaturaems durante 10 minutos.

7.

La reaccién se paré con 50 de una solucién de 80, 4M y se midié la
absorbancia del producto coloreado formado a 490snstrayendo la absorbancia a
620 nm, en un lector de microplacas MRX Revelat{@imermo Labsystems,
Chantilly VA, EEUU).

El coeficiente de variacion intraensayodeé5 %.
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3. 5. TECNICAS MOLECULARES USADAS EN LA DETERMINACI ON DE
POLIMORFISMOS

3.5. 1. EXTRACCION DE DNA

Para la extraccion del DNA se empled Wizard Genomic Purification Kit
(Promega, Madison WI, EEUQUen muestras de sangre periférica anticoaguladas c
EDTA.

Este método de purificacién de DNA consiste ennatgso de cuatro pasos [634].
Primero, los eritrocitos se lisan especificamenggliante una solucién que deja intactos
los leucocitos. Después, los leucocitos y su nustwo lisados y solubilizados. En una
tercera etapa se eliminan, mediante precipitaciiing las proteinas liberadas al medio
al degradarse las estructuras celulares, quedahdoNA gendmico en solucion.
Finalmente, este DNA gendmico es concentrado ylaldsanediante una precipitacion
con isopropanol y, tras un lavado con etanol, egsgendido en una solucién tamponada

gue permite un uso y almacenamiento adecuado.
Bésicamente, el proceso de extraccion fue el sigelie

1) A un tubo estéril de 1,5 ml, conteniendo 30@e una muestra de sangre total, se
aflade 90Qul de una solucién de lisiCell Lysis Solutiofy y se incuba la mezcla

durante 10 minutos en un agitador orbital conretlg lisar los eritrocitos.

2) Luego se centrifuga a 13.000 x g durante unos g0r&mos, para que precipiten los
leucocitos (forman un precipitado blanco en el ol tubo). Y se elimina la

mayor cantidad de sobrenadante posible.

3) Se afade 300 de una segunda solucioén de lidiki€lei Lysis Solutiony la mezcla
se pipetea varias veces para favorecer la lisisosldeucocitos. La solucion se
vuelve viscosa, por lo que se recomienda inculzaBa °C durante 1 hora hasta que
los grumos hayan desaparecido. Si no fuera asiigpafladirse de nuevo 1Q0de

la solucion de lisis y repetir la incubacion.
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

11)

12)

Opcionalmente, se puede degradar el RNA preserie manestra afladiendo 1yb
de RNasa a 4 mg/mPfomega e incubando la muestra a 37 °C durante 15 minutos

Antes de proseguir con el siguiente paso, se delpgparar la muestra.

Para purificar el lisado nuclear se deben sepasgprioteinas de los restos celulares.
Para ello, se afladen 1QDde una solucién de precipitacién de proteirRmtein
Precipitation Solutiohy la mezcla se agita vigorosamente durante 1 tmihasta

obtener grumos de proteinas en la solucién.

Para separar la solucién que contiene el DNA deds®s celulares, la muestra se

centrifuga a 13.000-16.000 x g durante 3 minutos.
El sobrenadante (con el DNA) se recupera y seftemasa un tubo estéril de 1,5 ml.

A esta solucion con DNA se le afiade 300de isopropanol y se incuba en un
agitador orbital, para favorecer la precipitaci@ ENA, durante 2 minutos o hasta

hacerse visible la madeja de DNA.

La muestra se centrifuga a 13.000-16.000 x g deranminuto para recuperar el

DNA en forma de un pequefio pellet blanco.

Se elimina el sobrenadante con cuidado, evitanairer el pellet de DNA. Se
afiaden 30Qu de etanol 70 % y se incuba en el agitador orlditaiminutos para
lavar el precipitado y las paredes del tubo. Segue&hte, la muestra se centrifuga a

13.000 x g durante 1 minuto.

A continuaciéon se elimina el sobrenadante con mualidado y se deja secar el
DNA colocando el tubo invertido sobre un papel sezaurante 10-15 minutos a

temperatura ambiente.

La muestra de DNA se resuspende con {l0@e una solucion de rehidratacion
(DNA Rehydration Solution)ris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) y se incuba a
temperatura ambiente o a 4 °C durante toda unaendch muestra de DNA

resuspendido puede almacenarse a 2-8 °C hasta,su hien congelarse a —20 °C.
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3. 5. 2. TECNICAS DE GENOTIPADO UTILIZADAS

Los polimorfismos estudiados, tanto en pacientas eodometriosis como en

mujeres control, fueron los siguientes:
1) -675 4G/5G del gen del PAI-1 (rs1799768).
2) -1612 5A/6A del gen de la MMP-3 (rs3025058).

3) -460C/T (rs833061), +405C/G (rs2010963) y 936C£BR5039) del gen del
VEGF.

Los numeros de referencia (rs) de los polimorfism@®obtuvieron de la base de

datos del NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov).

El genotipado de los polimorfismos se ha llevadmalao utilizanado dos técnicas

diferentes.

3.5.2.1. El polimorfismo -675 4G/5G del gen del FAde genotipé mediante PCR

especifica de alelo.

3.5.2.2. El resto de los polimorfismos estudiades genotiparon mediante
digestion con endonucleasas de restriccion obtdaigolimorfismos de longitud

de los fragmentos de restriccion (RFLPS).

3. 5. 2. 1. Determinacién del polimorfismo -675 && del gen del PAI-1 (rs1799768)

mediante PCR especifica de alelo

Este método consiste en realizar dos PCR por cadsstra, cada una con un
cebador especifico de un alelo. De esta forma,lar&&CR, la electroforesis en gel y la
tincion con EtBr, se obtiene el genaotipo del indixd por la presencia/ausencia de una
banda especifica del producto de PCR en una posagferminada del gel, segin su

tamano.

Esta PCR se realiza en unas condiciones restscyivaon menos de 30 ciclos de

amplificacion para impedir la amplificacion del eelor inespecifico. Aun asi, en algunas
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muestras puede aparecer una banda de menor im@ndabido a esta amplificacion

inespecifica.

Para asegurar que la banda de menor intensidackls® a una amplificacién
inespecifica y no a un error en el volumen de cdgjael, se utiliza un tercer cebador en
cada reaccién de PCR que hibridard “upstream” emitama hebra que los cebadores
especificos. Este cebador producird un fragmentoaer longitud y que debera tener la

misma intensidad en las dos PCRs (Figura 3.5 yr&ig16).

En la Tabla 3.3 estan las caracteristicas de losdoges utilizados, proporcionados
por MWG-Biotech Roche, Highpoint WC, EEUU Se puede observar que los dos

cebadores directos so6lo se diferencian en el niidtedel extremo 3'.

Se preparan dos mezclas de reaccion en dos tutdodess en hielo, conteniendo
los reactivos necesarios para completar una plac86dpocillos. La primera mezcla
contiene el cebador directo que hibridara y elogarn el alelo 4G (Mix 4G) y la
segunda mezcla contiene el cebador directo qualairy elongara con el alelo 5G (Mix
5G). Las mezclas de la reaccion vienen indicadda &abla 3.4. Estas mezclas se deben

preparar y mantener en hielo hasta su uso.

Se dispensa (il de cada una de las muestras de DNA, por duplicadlana placa
de 96 pocillos. Ademas de las muestras se introdwoatroles positivos para cada
genotipo (muestras de genotipo conocido) y un obnegativo con agua. Posteriormente
se dispensa 19 de una de las mezclas de reaccion (Mix 4G) em 8d& de las muestras
duplicadas y otros 1@l de la otra mezcla de reaccién (Mix 5G) en la oimaestra de
DNA. Se sella la placa, se introduce en un terntedor convencional (Eppendorf) y se

realiza la PCR segun las condiciones indicadaa &albla 3.4.

Tras la PCR, se toman |8 del producto de la PCR y se le afiadgllde la
solucion de carga 6X. Como referencia se incluyemcadores de masa molecular, a
partir de los cuales se clasifican las bandas sporedientes a las muestras problema. Las
muestras se cargan en los pocillos y se sometemaa electroforesis en gel de
poliacrilamida al 7 % con TBE pH 8,0, a 300V dueah®? minutos (Figura 3.6).
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Figura 3.5. Posicion de los cebadores en el promatel gen del PAI-1EI Gltimo nucle6tido de
los dos cebadores especificos es distinto paranemr el polimorfismo (en rojo). El cebador

control debe formar un producto de la misma intdadi en las dos reacciones
independientemente de su genotipo.

1 2 3 4 5 6 7
256-7 pb 300 pb
200 pb
138-9 pb
100 pb
MPM
4G4AG 4G5G 5G5G 100 pb

Figura 3.6. Electroforesis del polimorfismo 4G/5Gekdgen del PAI-1, mediante la técnica de
PCR especifica de alel®a electroforesis se realiza en gel de poliacrildenal 7 % en TBE pH
8,0, a 300V durante 12 minutos. De cada muestraakzan dos PCRs y el producto de cada una
se corre en un pocillo del gel. Los pocillos 3, B estan cargados con muestras cuya PCR se ha
realizado con el Mix 4G vy los pocillos 2, 4 y 6 @rMix 5G. En cada carrera debe aparecer la
banda control de 256 pb y/o 257 pb. La presencidauia de las bandas especificas de alelo
(138 pb y/o 139 pb) indica el genotipo.

El gel se tifie con bromuro de etidio y se fotografia presencia/ausencia de las
bandas del producto de PCR especificas de alelointicara el genotipo de cada
individuo. De tal forma que un individuo homocigdtipara el alelo 4G tendra una banda
de 256 pb (control positivo) en los dos pocillosadega y una banda de 138 pb en el
pocillo de carga del Mix 4G. Un individuo homocigat para el alelo 5G tendra una
banda de 257 pb (control positivo) en los dos pmxille carga y una banda de 139 pb en
el pocillo de carga del Mix 5G. Y un individuo hegeigético tendra una banda de 256-7
pb (control positivo) en los dos pocillos de caygana banda de 138 pb y otra de 139 pb
en los pocillos de carga de los Mix 4G y 5G, respamente.
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Tabla 3.3. Caracteristicas de los cebadores utiliz®para la determinacion de los polimorfismos esados.

Geny Técnica usada Nombre del cebador y Secuencia del oligonucleétido  Longitud % GC Tm
polimorfismo  para la 5 — 3 (Cebador y (Cebadory (Cebador
(nimero de determinaciond Producto de  Producto de y Producto
referencia del el polimorfismo PCR) PCR) de PCR)
SNP del NCBI) (Referencia)
PAI-1 PCR especifica PAI-1_4G_F.GTCTGGACACGTGGGGA 17nt/ 138pb  65%/ 59%  52°C/ 84°C
-675 4G/5G de alelo [234] PAI-1 5G_F:GTCTGGACACGTGGGGG 17nt/ 139pb  71%/ 59%  54°C/ 84°C
(rs1799768) PAI-1_C+ F:AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT 26nt/ 256-7pb 46%/ 58%  58°C/ 86°C
PAI-1 R:TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG 25nt 56% 61°C
MMP-3 PCR-RFLP MMP-3_(-1612) FGATTACAGACATGGGTCACA 20nt/ 110-1pb 45%/ 41%  50°C / 76°d
-1612 5A/6A  (Pdm ) [635] MMP-3 (-1612) RTTTCAATCAGGACAAGACGAA GTTT 25nt 36% 53°C
(rs3025058)
VEGF-A PCR-RFLP VEGF_(-460) FCCTCTTTAGCCAGAGCCGGGG 21nt/ 176pb  67%/ 64% 60°C /87°C
-460C/T (Bsa HI) [547] VEGF_(-460) RTGGCCTTCTCCCCGCTCCAC 21nt 71% 62°C
(rs833061)
VEGF-A PCR-RFLP VEGF_(+405) FCGACGGCTTGGGGAGATTGC 20nt/ 274pb  65%/ 61%  58°C / 88°C
+405C/G (Bsm Fl) [547] VEGF_(+405)_RGGGCGGTGTCTGTCTGTCTG 20nt 65% 58°C
(rs2010963)
VEGF-A PCR-RFLP VEGF_(936) FAGGGTTCGGGAACCAGATC 19nt/266pb  58%/ 53%  53°C / 84°C
936C/T (Nla 1ll) [547] VEGF_(936)_RCTCGGTGATTTAGCAGCAAG 20nt 50% 52°C
(rs3025039)

En la tabla se indican las técnicas utilizadaslestidio de SNPs, la referencia de la técnica psleebadores utilizados y, ademés, cuando lacgcn
utilizada es PCR-RFLP se indica entre paréntesBRautilizada. Las partes de la secuencia de lbadmes subrayadas cambian con respecto a la
secuencia del DNA genomico para que el productB@e pueda ser reconocido por la ER en la digepdterior. La longitud de los cebadores es en
nucledtidos y la de los productos de PCR en paresbhdses. EIl % GC y la Tm se han calculado con eboOlCalculador
(http://Imbcf.dfci.harvard.edu/docs/oligocalc.htmiBn cada columna de caracteristicas (longitud, %GUnY a la izquierda estan los datos de cada
cebador y a la derecha los del producto de PCR.
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Tabla 3.4. Mezclas de las reacciones de PCR y @imries utilizadas.

PAI-1 -675 4G/5G MMP-3 -1612 VEGF -460C/T VEGF +405G/C VEGF 936C/T
(rs1799768) 5A/6A (rs833061) (rs2010963) (rs3025039)
PCR especificade  (rs3025058) PCR-RFLP PCR-RFLP PCR-RFLP
alelo PCR-RFLP
Mezcla de Reaccion de PCR:
H,O 12l 16.8ul 13.9ul 12.9ul 14.9ul
Buffer 10X, con MgGi (20mM) 2 i 2,54l 2,04l 2,0ul 2,04l
Buffer 10X, sin MgC} ---
MgCl, (25 mM) 1 4ul (3,75mM) 2ul (4 mM) --- (2 mM) - (2 mM) --- (2 mM)
Primers (pM/ cada uno) 1yl (0,251M)* 1 ul (0,2 uM) 1l (0,25uM) 1l (0,25uM) 1l (0,25uM)
dNTPs (10mM) g 5 (0,25mM) 0,5l (0,2mM) 0,4ul (0,2mM)  0,4ul (0,2mM)  0,4ul (0,2mM)
FastStart DNA pol Roche,5Wl) ¢ 11 (0,5U) 0,2ul (1U) 0,2ul (1V) 0,2ul (1U) 0,2ul (1U)
DNA (0.120.519) 1y 1pl 1ul 1ul 1ul
VOL TOTAL: o0 254l 20l 20l 20l
Condiciones de la PCR:
Precalentamiento de la tapd 05 °C/ 3min 105 °C/ 3min 105 °C/ 3min 105 °C/ 3min 105 °C/ 3min
Hot Start 95 °C/ 6 min 95 °C/ 6 min 95 °C/ 6 min 95 °C/ 6 min 95 °C/ 6 min
Numero de Ciclas 26 ciclos 30 ciclos 30 ciclos 30 ciclos 30 ciclos
Desnaturalizacion 95 °C/ 30s 95 °C/ 30s 95 °C/ 30s 95 °C/ 30s 95 °C/ 30s
Hibridacion 65 °C/ 30s 53 °C/ 30s 62 °C/ 30s 60 °C/ 30s 54 °C/ 30s
Extension 72 °C/ 75s 72 °C/ 1min 72 °C/ 1min 72 °C/ 1min 72 °C/ 1min
Extension final 72 °C/ 7 min 72 °C/ 7 min 72 °C/ 10 min 72 °C/ 10 min 72 °C/ 10 min
Producto de la PCR: 4G; 256 + 138pb 5A; 110 pb 176 pb 174 pb 266 pb
5G; 257 + 139pb 6A;111 pb

*El cebador PAI-1_C+_F esta a concentraciéqublbquedando a una concentracion final de Q025
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3. 5. 2. 2. Determinacién de los polimorfismos -P63A/6A (rs3025058) del gen de la
MMP-3 y -460C/T (rs833061), +405C/G (rs2010963)368/T (rs3025039) del gen del
VEGF mediante PCR-RFLP

Las bacterias tienen un sistema defensivo basadeneimas metilantes, que
producen metilaciones en secuencias especifi@®ignas de restriccion, que reconocen
esas secuencias y cortan aquellas que no estdadastiya que no las reconocen como

propias (introducidas por infeccion con fagos, gajugacién o por transformacion).

Las endonucleasas de restriccion (ERs) de tipadtiycen el corte, en ambas
cadenas del DNA, en o cerca del lugar de reconeaitmj normalmente simétrico. Esta

cualidad es la que las hace atractivas para landigizcion de polimorfismos.

Primero es necesario realizar una PCR de una ssauda acidos nucleicos que
contenga el polimorfismo en cuestion, en la quabsiene una gran cantidad de producto de
PCR. Después se digiere el producto de PCR corERngue corte especificamente en un
punto dado tras reconocer uno de los dos aleldss Esigmentos de DNA se analizan
mediante una electroforesis en un gel (de agarpséiazrilamida), en la que migraran hacia
el &nodo de una forma proporcional al logaritmesaenasa molecular. Luego son tefiidos
con bromuro de etidio, que se intercala en la dobliee del DNA emitiendo fluorescencia

al exponerlo a la luz ultravioleta.

Aunque estas enzimas son activas y bastante estableondiciones de ensayo
muy diferentes, hay que tener en cuenta una seripadametros que influyen en su
actividad (pureza y caracteristicas del DNA susfréis cationes divalentes, la fuerza
iGnica, el pH del medio de reaccion, la temperatural tiempo de incubacién) para
obtener digestiones de DNA reproducibles y efigenPor todo ello, es importante usar
siempre un control positivo para el corte, ya que digestion incompleta en una muestra
de un individuo homocigoto para el corte con una, BBs puede dar un falso
heterocigoto tras realizar la electroforesis enygsl tincién, ya que nos aparecerd la

banda de la parte de producto de PCR sin digeamblén usaremos un control negativo
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de la PCR con agua, que experimentara todo el swoqera comprobar que no hay

contaminacion.

Se han utilizado distintos cebadores y ERs paraldgerminacion de estos
polimorfismos, obtenidos de distintas fuentes biplaficas (indicadas en la Tabla 3.3).
Para cada una de estas determinaciones se reaizRGR para cada muestra, para un
control positivo (muestra homocigota para el code la ER) y uno negativo (agua). En
la Tabla 3.3 estan las caracteristicas de los oebsdutilizados. Algunos tienen la
secuencia modificada (con respecto a la secuerei@MA diana) para poder ser

reconocidos y cortados por la ER utilizada en cedarminacion.

La mezcla de reaccién se prepara en un tubo estérihielo, los reactivos
necesarios se descongelan en hielo, se agitanrsaate con el vortex, se centrifugan y
se mantienen en hielo hasta el momento de prefzaraezcla de PCR (Tabla 3.4). Se
afiade Jul de cada una de las muestras de DNA, junto cotrales positivos (muestras
de genotipo conocido) y con un control negativo agna. Posteriormente se dispensa la
mezcla de reaccion. Se sella la placa, se introémcen termociclador convencional

(Eppendorf) y se realiza la PCR segun las condésidgndicadas en la Tabla 3.4.

Tras la PCR se procede a la digestién directardeluecto de PCR. En la Tabla 3.5
estan las caracteristicas de las ERs usadas pagooimorfismo y las condiciones de
digestion. La mezcla de reaccién se prepara emhm éstéril en hielo y se dispensa en
una placa de 96 pocillos. Después se afigded8l producto de la PCR y se digiere con

el ER y condiciones adecuadas.

Tras la digestion se toman ubdel producto de la PCR digerido y se le afiagé 1
de solucién de carga 6X. Como referencia se induyarcadores de masa molecular, a
partir de los cuales se clasifican las bandas sporedientes a las muestras problema. La
muestra se somete a electroforesis en un gel dcplaimida al 7 % en TBE pH 8,0, a
300V durante 18 minutos. El gel es posteriormenfiédb con bromuro de etidio y
fotografiado. Se obtiene el genotipo del indivighar la posicion y nimero de las bandas

de cada una de las muestras. En la Figura 3.7 iadidada la posicion de los
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polimorfismos estudiados en el gen del VEGF-A y lenFigura 3.8 tenemos una
fotografia de un gel con los tres polimorfismosudstdos. En la Tabla 3.5 estan
indicados los tamafios de los productos de la P&Rdrdigestion segun el alelo sobre el

gue actuan y por el genotipo del individuo.

Punto inicio Punto inicio
transeripeion traduccion

| |
BVE 30 ey O e ey W OO ey 1O TV - O

i ) A
-460¢€/T '
+4056/C 936C/T

Figura 3.7. Esquema (no a escala) de la localizatide los polimorfismos estudiados en el gen
del VEGF. La nomenclatura de los SNPs viene referida con aspal punto de inicio de la
transcripcion, con signo negativo para los nucldés anteriores y signo positivo para los
posteriores (en rojo) y con respecto al punto deiande la traduccién (en verde).

TT CT CC CC GC GG cc CT TT

MPM
- 460 CIT +405GIC  19ppp 936 CIT

Figura 3.8. Electroforesis de los polimorfismos @6/T, +405C/G y 936C/T del gen del VEGF,
mediante la técnica de PCR-RFLRa electroforesis se realiza en gel de poliacrildenal 7 %

en TBE pH 8,0, a 300V durante 18 minutos. Se hacd’@i seguida de una digestion con una
ER especifica para uno de los dos alelos del polisrod. El producto de esta digestién se corre
en un pocillo del gel. En las posiciones 1, 4 st los homocigotos para la no digestion, en las
posiciones 2, 5 y 9 los heterocigotos y en lasgmss 3, 6 y 10 los homocigotos para la
digestion.
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Tabla 3.5. Caracteristicas de las ERs usadas eRCR-RFLP, condiciones de la digestion y caractecas de los productos de la digestion.

Heterocigoto 5A6A:111+ 87+ 23 pb-460CT: 176 +154 + +405GC:274 +166 +
20 pb 104 pb

MMP-3 VEGF VEGF VEGF
-1612 5A/6A -460C/T +405C/G 936C/T
(rs3025058) (rs833061) (rs2010963) (rs3025039)
ER usada: Pdm | Bsa Hl Bsm FI Nla Il
Casa comercialFermentas New England Biolabs New England Biolabs New England Biolabs|
Tampoén usadol0X Buffer Tango 10X NEBuffer 4 10X NEBuffer 4 10X NEBuffer 4
Unidades 10 Ujl 10 Ul 2 Upl 10 Ul
Reaccién de la Digestién:
H,O 12,51 12,3 12,3 12,34
Tampodn de digestion 10Xy 2ul 2ul 2ul
BSA (10 mg/ml) (10 pg/ml) 0,2ul (100 pg/ml) 0,2ul (100 pg/ml) 0,2ul (100 pg/ml)
Endonucleasa de Restr|c<:|o(|j1,5u| (5V) 0,5p (5U) 0,5ul (1U) 0,5p (5U)
Producto de PCRg ul 5l 5 ul 5l
Incubacién: 37 °C/ toda la noche 37 °C/ toda la noche 65 W @ noche 37 °C/ toda la noche
Productos de la digestion (por alelo):
Sin digerir 6A: 111pb -460T: 176pb +405C: 274pb 936C: 266pb
Digerido 5A: 87+23 pb -460C: 154+20pb +405G: 166+104 pb 936T: 207+55 pb
(extremos cohesivos) (2ntsenb) (4ntsenb) (4ntsen 3)
Productos de la digestién
(por genotipo):
Homocitoto para la no digestioBAG6A: 111 pb -460TT: 176 pb +405CC: 274 pb 936CC: 266 pb
Homocitoto para la digestiorbA5A; 87+ 23 pb -460CC: 154 +20 pb +405GG:166 +104 pb 936TT: 207 + 55 pb

936CT: 266 + 207+54
pb

La Unidad de actividad enzimatica de las ERs sma&dpor convenio) como la cantidad de enzima redaepara digerir completamente
1ug de DNA (de distintas procedencias, indicado d€abita) en un volumen defl) a una temperatura determinada (indicado erbla)tan

una hora.
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3. 6. CULTIVO DE CELULAS ENDOMETRIALES

El cultivo primario de células se realizé segumaeescrito previamente [636] con
pequenias modificaciones. La biopsia endometriains®dujo en tampén PBS que
contenia 50 U penicilina/ml y 5@y estreptomicina/ml (Sigma), a 4°C y se procesteent
2-18 h. El tejido se cortd en piezas de aproximasaenl mmy se incubé a 37 °C
durante 60 minutos en medio DMEM/F12 en preseneixalagenasa IA (2,5 mg/ml,
Sigma) y 50 U penicilina/ml y 5Qg estreptomicina/ml (Sigma). El tejido disociado se

filtr6 a través de una gasa fina para eliminarotisulares sin digerir.

La pureza de las células endometriales estromatesevalué por tincién
inmunocitoquimica, usando anticuerpos frente aguoioatina (proteina que forma el
filamento intermedio del citoesqueleto de célulpgediales y glandulares), vimentina
(proteina que forma el filamento intermedio debesiqueleto de las células estromales) y
CD68 (glicoproteina de membrana plasmatica presantaacrofagos), y fue superior al
95 %.

La suspension de células se centrifugd a 550 xantei5 minutos y el precipitado
se resuspendié en medio de cultivo DMEM/F12 sinoRegnol, en presencia de Suero
Bovino Fetal al 10 % (FBS, Invitrogen), 50 U pelwa/ml y 50 pg estreptomicina/ml
(Sigma). La viabilidad celular se evalu6 medianteresayo de exclusion del colorante
trypan bluey era siempre superior al 95 %. Las células enthiates estromales se
sembraron en un frasco de 12°gyrse mantuvieron en atmoésfera himeda en una mezcla
de aire al 95 % y de GQ@l 5 % a 37 °C. El medio de cultivo se renovd cadiéas hasta
llegar a la confluencia celular en monocapa y Kslas se subcultivaron empleando
tripsina al 0,25 %. Para realizar la exposicionliglido peritoneal las células se
sembraron en placas de 12 pocillos a una densig@&Y@.000 células/pocillo. Todos los

experimentos se realizaron en cultivos confluetmtessel segundo pase.

Los cultivos de células estromales se trataromoedio de cultivo sin FBS durante
4 horas previo al experimento. Posteriormente,eglicmde cultivo se suplementd con una

mezcla de liquido peritoneal (a una concentradidga fle 0 %, 10 %, 25 %) procedente
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de 10 mujeres con endometriosis 0 una mezcla datigperitoneal de 10 mujeres sin
endometriosis, y las células se incubaron por p&dodo de 4 horas. Finalmente, los
sobrenadantes de los cultivos celulares se digiion en viales y se congelaron a -80 °C
hasta su cuantificacion proteica, al igual que éodractos de cultivos de células
endometriales hasta la extraccién de RNA. TodogXperimentos de cultivos de células
endometriales procedentes de catorce mujeres cdometriosis y seis mujeres sin

endometriosis se realizaron por triplicado.
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3. 7. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de los datos se utiliz6 el paqestadistico SPSS 11.5 para
Windows SPSS In¢ Chicago IL, EEUU) y se considerd estadisticamesignificativo

un nivel de p< 0,05.

Primero se comprobd si las variables cuantitatieaslizadas seguian una
distribucion normal, mediante la prueba de bondadijdste de Kolmogorov-Smirnov.
Para comparar las medias de las variables cuardgigaton distribucion normal se utilizé
la prueba t de Student o la del ANOVA, segun el einde grupos analizados. Cuando
la prueba del ANOVA detecté diferencias significai entre las medias, se aplico la
prueba de Bonferroni para establecer qué grupeeptaban diferencias estadisticamente
significativas entre si. En caso de no cumplireciits de normalidad (niveles PAI-1), se
aplicaron pruebas no paramétricas, como la U denMihitney o la de Kruskal-Wallis,

segun correspondiera por el nimero de grupos adaliz

La prueba t de Student para datos pareados y ddgpmp paramétrica de Wilcoxon
se utilizaron para comparar datos de pacientea®iuales se obtuvo simultaneamente

muestra de tejido endometriésico y endometrial.

Para el analisis de correlaciones entre dos vadabe las que al menos una tenia

una distribucion no normal, se aplicé el métodaateelacion de Pearson.

En los estudios de caso-control en los que serditan los genotipos de los loci
polimérficos, se comprobd la existencia del equibbde Hardy-Weinberg en las
poblaciones de estudio (controles y endometriosis)comparar las frecuencias
genotipicas observadas y las esperadas mediaristuchi-cuadradoxf) con un grado
de libertad (mediante MS Excel).

El nimero de muestras necesario para el studi@adie gno de los polimorfismos
se calcul6 por la férmula de comparacion de medagrupos independientes con un
contraste bilateral y fijando los errores tipo lllyen 5 % y 20 % respectivamente.
Considerando la prevalencia media de la variableétiga a determinar, el tamafio

calculado de la muestra fue de 150 casos y 150atestpara los polimorfismos del PAI-

132



1y de la MMP-3 y de 170 pacientes y 170 contrpks el studio de los polimorfismos
del VEGF-A.

También se estudié la asociacion entre un deteduirgenotipo o alelo y la
enfermedad (endometriosis) mediante la prueba diependencia dg®. Ademas, para
cuantificar la magnitud de la asociacion del poliismo con el riesgo de padecer
endometriosis se calculd, para cada genotipo y aeh respecto al de referencia, las

odds ratio(OR) con un intervalo de confianza (IC) del 95 %.

En el caso del VEGF-A, en el que se estudian tmnprfismos, también se
evalud la posible asociacion de los haplotipos rendometriosis.A partir de los
genotipos de las poblaciones control y endomessias infirieron los haplotipos y sus
frecuencias mediante el software Haploview (hitpuiv.broad.mit.edu/mpg/haploview/)
[637].

El desequilibrio de ligamiento se analiz6 mediaateestadistico D’, que es la
desviacion entre la frecuencia haplotipica espefasiamiendo que no existe ligamiento)
y la observada (D'=p- pip2). Siendo py p las probabilidades de los dos alelosyl

probabilidad observada para la pareja de alelos.
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4.- RESULTADOS
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“Si no puedo dibujarlo, es que no lo entiendo”.

Albert Einstein.
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Los niveles proteicos y de mRNA de los diversos pomentes de los sistemas
fibrinolitico, de las MMPs y de la angiogénesisds¢éerminaron en los distintos tipos de
extractos tisulares estudiados (de endometrio dergsicon y sin endometriosis y de
endometrio de localizacién ectopica de las mujeossendometriosis). Por otra parte, los

niveles proteicos también se valoran en el liquddtoneal de las mujeres con y sin
endometriosis.

Durante el analisis de las muestras se observaimpeantidad significativa de los
componentes estudiados (tanto del sistema fibticoly de las metaloproteasas como de
la angiogénesis) permanecian en el extracto de namabde los diferentes tejidos
estudiados. Por ello, la cuantificacion proteicaliios componentes se realizo tanto en
los extractos de la fraccion citosdlica como efidacion de membrana, expresandose los
resultados como la suma de ambos niveles, normdiizs& frente a la cantidad de

proteina total.

Como el tejido endometrial esta altamente influmw las hormonas esteroideas
durante el ciclo menstrual, ademas de estudiadifesencias de expresion entre los
distintos tipos de tejido, también se realizé esteidio teniendo en cuenta la fase del
ciclo menstrual. Por otra parte, también se conptalposible expresion diferencial en
un mismo tejido a lo largo del ciclo menstrual.

Ademas para los ensayos con cultivos de célulasnegitiales se evaluaron los
niveles de mRNA en los extractos de los cultivodoy niveles proteicos en los
sobrenadantes del cultivo tras el experimento.
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4. 1. EXTRACTOS TISULARES

4. 1. 1. ENDOMETRIO EUTOPICO DE MUJERES CON ENDOMERIOSIS
FRENTE A ENDOMETRIO CONTROL

En relacion a los activadores del sistema fibriicai y de las MMPs, el
endometrio eutdpico de mujeres con endometriostaid@s 111-1V) mostré unos niveles
superiores, tanto a nivel de mRNR<0,01) como proteicdPk 0,05), de uPA y MMP-3

en comparacion con el endometrio de las mujeresrslometriosis (control) (Tabla 4.1).

Cuando se evaluaron los niveles de los inhibidoR&I-1 y TIMP-1, no se
encontraron diferencias estadisticamente signifigatentre los endometrios de mujeres

con o sin endometriosis (Tabla 4.1).

Cuando se estudiaron estas diferencias en losadoties proteoliticos, en las
distintas fases del ciclo menstrual, s6lo se maatom las diferencias significativas en la
fase secretora (Tabla 4.2). En esta fase, al c@nghrendometrio de las mujeres con
endometriosis (estadios Il1-1V) frente al endonwetie las mujeres control, se detectaron
unos niveles significativamente superiores, tantaivel de mRNA como proteico, de
uPA (P< 0,01 yP< 0,005, respectivamente) y de MMPF3(0,05).

En relacion a los inhibidores de la proteolisigjsela fase del ciclo menstrual, no
se observaron diferencias estadisticamente sigtiifas en los niveles de PAI-1 entre los
extractos de endometriales de mujeres con y siamettiosis (Tabla 4.2). Sin embargo,
los niveles proteicos de TIMP-1 fueron superiorasek endometrio de la mujer con
endometriosis que en el control en la fase seaef@x 0,01), no encontrandose

diferencias significativas en la fase proliferat{fabla 4.2).
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Tabla 4.1. Niveles de componentes de los sisteiibaimdlitico y de las metaloproteasas en extractissilares de endometrioma ovarico
y endometrio de mujeres con y sin endometriosisi{oales)

Endometrioma ovaricc Endometrio Endometrio Endometrio Endometrioma
(estadios IlI-1V) eutdpico de mujer  de muijer sin eutoépico vs. ovarico vs.
con endometriosis endometriosis | ANOVA Endometrio Endometrio
(n=71) (-1v) (Control) P control eutépico
(n=40) (n=50) P P

uPA 0,334+0,034 0,532+0,006 0,381+0,003 < 0,005 <0,01 NS
MRNA
uPA 2,0+0,2 2,8+0,5 1,7+0,2 < 0,05 < 0,05 NS
prot (ng/mg)
PAI-1 1,747+0,198 0,355+0,002 0,156+0,057 < 0,001 NS 00D,
MRNA
PAI-1 14,743,1 2,2+0,4 1,5+0,3 < 0,001 NS < 0,001
prot (ng/mg)
MMP-3 0,037+0,009 0,156+0,061 0,013+0,004 < 0,005 <0,01 NS
MRNA
MMP-3 3,46+0,43 4,70+0,80 2,65+0,36 < 0,05 < 0,05 NS
prot (ng/mg)
TIMP-1 10,258+1,401 1,630+0,243 1,545+0,249 < 0,001 NS ,08D
MRNA
TIMP-1 93+11 59+14 29+4 < 0,001 NS < 0,001
prot (ng/mg)

Los datos se expresan como metliarror estandar medio. Los niveles de mRNA se sgmtan normalizados frente a los nivelefde
actina (copias de mRNA del pardmetro en estudiidsade mRNA d@-actina) x 100. Los niveles de proteina estan sgmtados como la
suma de los extractos citosélicos y de membranar@igina/mg proteina total). NS, sin diferencsta@isticamente significativas.
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Tabla 4.2. Niveles de componentes de los sistebaisidlitico y de las metaloproteasas en extractissilares de endometrioma ovarico y
endometrio de mujeres con y sin endometriosis (coles), segin la fase del ciclo menstrual

Endometrioma ovarico Endometrio

. Endometrio eutopico de End | Endometrio Endometrioma
(estadios IlI-1V) mujer con endometriosis  de mujer sin endometriosi{  eytgpico vs ovarico vs
(N-1v) (Control) Control Endometrio
P
F. Prolif F. Secret F. Prolif F. Secret F. Prolif F. Secret F. F. F. F.
(n=33) (n= 38) (n= 18) (n=22) (n=23) (n=27) Prolif  Secret Prolif Secret
uPA 0,32+0,04 0,36+0,05 0,47+0,06 0,58+0,10 0,48+0,04 ,30£0,01 NS <0,01 <005 <0,05
mMRNA
uPA 2,0£0,3 2,0£0,2 2,1+0,4 3,4+£0,7 1,7%0,2 1,840,4 NS 0,005 NS NS
prot (ng/ mg)
PAI-1 2,15+0,49 1,23+£0,19 0,20+0,07 0,50+0,16 0,12+0,03 0,13+0,p4 NS NS 0,001 <0,05
mMRNA
PAI-1 17,945,1 11,0+3,1 1,7+0,6 2,5+0,6 1,5+0,4 1,440,4] NS NS <0,05 <0,05
prot (ng/ mg)
MMP-3 0,026+0,006 0,048+0,013 0,078+0,058 0,225+0,091 180,006 0,006+0,003 NS <0,05 NS <0,05
mMRNA
MMP-3 4,32+0,67 2,60+0,42 5,07+£1,04 4,39+1,14 3,11+0,57 ,20£0,42 NS < 0,05 NS NS
prot (ng/ mg)
TIMP-1 10,02£1,99 10,51+1,99 1,19+0,23 2,03+0,39 1,59+0,34 1,51+0,B6 NS NS 0,001 0,005
mMRNA
TIMP-1 7218 112+16 58122 60+11 3148 28+4 NS <0,01 NS <0,05
prot (ng/ mg)

Misma notacién que Tabla 4.1
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Cuando se evaluaron distintos componentes angiomgErse observé que los
extractos de endometrio eutdpico de mujeres cororeettiosis (estadios IlI-1V)
mostraron unos niveles significativamente supesiode VEGF-A, tanto a nivel de
mRNA (10,803+1,10%/s 6,395+0,538,P< 0,001) como proteico (249+43 114+13
ng/mg, P< 0,05) en comparaciéon con el endometrio de lasernagjsin endometriosis
(Tabla 4.3). Sin embargo, no se encontraron diféasrestadisticamente significativas en

los niveles de PIGF entre el endometrio de mujepasy sin endometriosis (Tabla 4.3).

Los niveles del inhibidor de la angiogénesis, laPTlS tampoco mostraron
diferencias significativas al comparar los extracendometriales de los dos grupos
estudiados (Tabla 4.3).

Al examinar la expresion del VEGF-A a lo largo détlo menstrual, en el
endometrio eutdpico de las mujeres con endometriesi detectaron, tanto en la fase
proliferativa como en la secretora, unos nivelggesores de VEGF-A, tanto a nivel de
MRNA (P< 0,05) como proteico (en fase proliferatRa 0,05; en fase secretdpa 0,01)

con respecto el endometrio de las mujeres co(fedlla 4.4).

Sin embargo, no se encontraron diferencias sigtifias ni en los niveles de PIGF
ni de los de TSP-1 entre los endometrios de muges/ sin endometriosis, tanto en la

fase proliferativa como en la secretora.
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Tabla 4.3. Niveles de componentes de la angiogénesiextractos tisulares de endometrioma ovarioengometrio de mujeres con y sin

endometriosis (controles)

Endometrioma ovaricc Endometrio Endometrio Endometrio Endometrioma
(estadios IlI-1V) eutopico de mujer  de mujer sin eutopico vs. OVarico vs.
con endometriosis endometriosis | ANOVA Endometrio Endometrio
(n=71) (N-1V) (Control) P control eutépico
(n= 40) (n=50) P P
VEGF-A 5,20%0,533 10,8031,107 6,39%0,538 < 0,001 < 0,001 < 0,001
MRNA
VEGF-A 83+14 24943 11413 < 0,001 < 0,05 < 0,001
prot (pg/ mg)
PIGF 0,052:0,005 0,0430,003 0,0280,005 NS NS NS
MRNA
PIGF 7912 10322 9911 NS NS NS
prot (pg/ mg)
TSP-1 13,1611,078 2,8810,512 1,97%0,508 < 0,001 NS < 0,001
MRNA
TSP-1 1541154 35238 2727 < 0,001 NS < 0,001
prot (ng/ mg)

Los datos se expresan como metliarror estandar medio. Los niveles de mRNA se sgmtan normalizados frente a los nivelefde
actina (copias de mRNA del parametro en estudiidsode mMRNA d@-actina) x 100. Los niveles de proteina estan sgmtados como la
suma de los extractos citosélicos y de membrana (myproteina/mg proteina total). NS, sin difet@mestadisticamente significativas.
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Tabla 4.4. Niveles de los componentes de la angiegé en extractos tisulares de endometrioma ov@sicendometrio de mujeres con y
sin endometriosis (controles), por fase del ciclemstrual

Endometrioma ovarico Endometrio eutdpico de Endometrio Endometrio Endometrioma
(estadios IlI-1V) mujer con endometriosis de mujer sin endometriosi eutopico vs OVArico vs
(N-1v) (Control) Control Endometrio
(n=71) (n=40) (n=50) P eutépico
P
F. Prolif F. Secret F. Prolif F. Secret F. Prolif F. Secret F. F. F. F.
(n=33) (n=38) (n= 18) (n= 22) (n=23) (n=27) Prolif  Secret Prolif  Secret
VEGF-A 4,942+0,837 5,437+0,688 9,397+1,465 11,954+1,605 85%K:0,656 6,859+0,8094 <0,05 <0,05 <0,01 <0,01
mMRNA
VEGF-A 95+24 69+15 182147 327164 68+12 150+19| <0,05 <0,01 <0,05 <0,001
prot (pg/ mg)
PIGF 0,058+0,007 0,049+0,004 0,050+0,017 0,037+£0,016 32%0,009 0,024+0,004F NS NS NS NS
MRNA
PIGF 76x16 8317 120+£31 87+30 87116 109415 NS NS NS NS
prot (pg/ mg)
TSP-1 12,976+1,734 13,322+1,361 2,621+0,735 3,093+0,7000,510+0,270 2,370+0,91q NS NS <0,001 <0,001
MRNA
TSP-1 1656+218 1395+253 313146 413+63 210+27 317+43 NS NS <0,001 <0,001
prot (ng/ mg)

Misma notacién que Tabla 4.3.
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4. 1. 2. ENDOMETRIOMA OVARICO EN ESTADIOS lIl-IV FRENTE A
ENDOMETRIO EUTOPICO DE MUJERES CON ENDOMETRIOSIS

Los niveles de los activadores proteoliticos, uPAMMP-3 resultaron ser
ligeramente inferiores en los extractos de enddameér ovarico frente a logxtractos de
endometrio de las mujeres con endometriosis (TafllaCuando se evaluaron estos
resultados en relacién a la fase del ciclo menis(iegbla 4.2), se observd una expresion
significativamente inferior en los niveles de mRNMA uPA (en ambas fases del ciclo
menstrual estudiadas) y MMP-3 (en la fase secratera@iclo menstrual), en el extracto
endometridsico con respecto al extracto endomaigalas mujeres con endometriosis
(P< 0,05).

En relaciébn a los inhibidores fibrinoliticos y dasl MMPs, se observo un
incremento significativo en los niveles de mRNA mptgicos, tanto de PAI-1 como de
TIMP-1, en los extractos de tejido endometriésion cespecto a los extractos de tejido
endometrial de las mujeres con y sin endometri@sis0,001) (Tabla 4.1). Al distinguir
por fase del ciclo menstrual (Tabla 4.2), se siguie encontrando diferencias
significativas, en el PAI-1 tanto a nivel de mRN&x (fase proliferativé®= 0,001; en fase
secretora < 0,05) como proteicoP< 0,05, en ambas fases del ciclo menstrual
estudiadas), y en el TIMP-1 tanto a nivel de mRNA fase proliferativéd®< 0,001; en

fase secretorB< 0,005) como proteico (sélo en fase secre®srd®,05).

En relaciéon con la angiogénesis, también se obseradisminucion en los niveles
de VEGF-A, tanto a nivel de mRNA como proteidd<(0,001), en los extractos
endometridsicos con respecto a los endometrialetasienujeres con endometriosis
(Tabla 4.3). Ademas, cuando se distingui6 por $& f@el ciclo menstrual (Tabla 4.4), se
siguieron encontrando diferencias significativas aanbas fases del ciclo menstrual
estudiadas, tanto a nivel de mRNR<( 0,01) como proteico (en fase proliferativa
P< 0,05; en fase secretdea 0,001).
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No se observé ninguna diferencia significativa es tiveles de PIGF entre los
diferentes extractos titulares estudiados (TalB§ 4omo tampoco al diferenciar por la

fase del ciclo menstrual (Tabla 4.4).

Con respecto a los inhibidores de la angiogénesispbservé un incremento
significativo en los niveles de TSP-1, a nivel dB&NA y proteina, en los extractos
endometriosicos con respecto a los endometrialetasienujeres con endometriosis
(P< 0,001). Al distinguir por la fase del ciclo mensil (Tabla 4.4), se siguieron
encontrando diferencias significativas, tanto e&hde mRNA como proteico, en ambas

fases del ciclo menstrual estudiadas 0,001).

En un subgrupo de 40 pacientes se analizaron lastrag pareadas de endometrio
eutdpico y endometrioma ovarico, ya que los datrequlos obtenidos de una misma
paciente son facilmente comparables y eliminarofastexternos de confusién. En este
subgrupo, se confirmaron los resultados obten@o®l grupo total. En los extractos
endometridsicos se observaron unos niveles inBgiale mMRNA y proteina de uPA,
MMP-3 (s6lo a nivel de mRNA) y de VEGF-A que en krmlometriales de las mujeres
con endometriosis (MRNA de uPA 0,253+0,0890,532+0,006P< 0,001; proteina de
uPA 1,43+0,16vs 2,80+0,50 ng/mg,P< 0,01; mRNA de MMP-3 0,030+0,00Vs
0,156+0,061,P< 0,05; proteina de MMP-3 3,63+0,54 4,70+0,80 ng/mg P no
significativa; mRNA de VEGF-A 4,697+0,53% 10,803+1,107P< 0,001; proteina de
VEGF-A 82+20vs 249+43 pg/mgP< 0,001) (Figura 4.1a).

Con respecto a los inhibidores, en los extractafometriosicos se observaron
unos niveles superiores de mRNA y proteina de BAHMP-1 y TSP-1 que en los
endometriales de las mujeres con endometriosis (@nRE PAI-1 2,059+0,480vs
0,355+0,093,P< 0,01; proteina de PAI-1 13,01+2,98 2,13+0,43 ng/mgP< 0,01,
mRNA de TIMP-1 10,286+1,40ds 1,630+0,243P< 0,01; proteina de TIMP-1 93+1/%
59+14 ng/mg ,P< 0,01; mRNA de TSP-1 15,570+2,298 2,881+0,512,P< 0,01;
proteina de TSP-1 1811+185352+38 ng/mgP< 0,01) (Figura 4.1b).
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Figura 4.1a. Niveles de mRNA y proteicos de uPA, AN y VEGF-A en endometrio eutdpico y ectdpico (rstras pareadas) de mujeres
con endometriosisDatos expresados como media + error estandar mé#ie.0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001.
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Figura 4.1b. Niveles de mRNA vy proteicos de PAT1IMP-1 y TSP-1 en endometrio eutépico y ectépicordajeres con endometriosis.
Datos expresados como media * error estandar médits 0,01.
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4. 1. 3. ENDOMETRIO EUTOPICO DE MUJERES CON ENDOMERIOSIS
EN ESTADIOS IlI-IV FRENTE A ESTADIOS I-Il' Y ENDOME TRIOMA
OVARICO (ESTADIOS llI-IV) FRENTE A IMPLANTE PERITONEAL
(ESTADIOS I-II)

Con respecto al tejido endometrial de localiza@atopica, se observé una mayor
expresion, en el endometrio eutdpico de las mugsasendometriosis en estadios -1V
(n= 40) que en el endometrio de las mujeres coediest I-1l (n= 13), sélo a nivel de
mRNA de VEGF-A (10,881,11vs 6,32t1,13 pg/mgP< 0,05) y PIGF (0,048,003vs
0,012:0,003 pg/mgP< 0,01).

Con respecto al tejido endometrial de localiza@étbpica (tejido endometriésico),
se encontrd, a nivel de mRNA, una menor expres@®nRA y una mayor expresion de
PAI-1 en los endometriomas ovaricos (en estadibB/]In= 71) que en las lesiones
peritoneales endometriésicas (en estadios I-Il, n3) (uPA: 0,334+0,034vs
0,751+0,261,P= 0,002; PAI-1: 1,74%0,198 vs 0,43@0,180, P= 0,016). También se
observé esta misma tendencia, no significativa,lan niveles proteicos de PAI-1
(14,72:3,07vs 2,271,16 ng/mgP=0,089).

Ademds, también se apreci6 una menor actividad ogégica en los
endometriomas ovaricos frente a los implantes ertiddsicos (niveles proteicos VEGF-
A; 83+14vs373t168 pg/mgpP< 0,001).
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Tabla 4.5. Niveles de componentes de los sistembsndlitico, de las MMPs y de la
angiogénesis en extractos tisulares de lesioneslogmetriésicas, seguin el estadio de la

enfermedad.
Endometrioma ovarico  Implantes peritoneales| Significacion
(estadios llI-IV) (estadios I-II) estadistica
(n=71) (n=13) P
uPA mRNA 0,334:0,034 0,75%0,261 0,002
uPA prot (ng/mg) 2,01+0,22 2,080,35 NS
PAI-1 mRNA 1,74#0,198 0,430,180 0,016
PAI-1 prot (ng/mg) 14,72:3,07 2,2%0,90 NS
MMP-3 mRNA 0,03#0,009 0,0140,012 NS
MMP-3 prot (ng/mg) 3,46+0,43 2,680,38 NS
TIMP-1 mRNA 10,281,401 2,7980,121 NS
TIMP-1 prot (ng/mg) 93+11 9123 NS
VEGF-A mRNA 5,20#0,533 7,2041,297 NS
VEGF-Aprot (pg/mg) 83+14 373168 < 0,001
PIGF mRNA 0,052:0,005 0,0530,023 NS
PIGF prot (pg/mg) 79+12 12821 NS
TSP-1 mRNA 13,16%1,078 8,8434,100 NS
TSP-1 (ng/mg) 1541154 934143 NS

Los datos se expresan como metliarror estandar medio. Los niveles de mRNA se sgmtan
normalizados frente a los niveleslactina (copias de mRNA del parametro estudiadddsoge
mRNA de B-actina) x 100. Los niveles de proteina estdn reptados como la suma de los
extractos citosoélicos y de membrana (pg o ng prateing proteina total). NS, sin diferencias
estadisticamente significativas.

4.1. 4. EXTRACTOS TISULARES A LO LARGO DEL CICLO ENSTRUAL
Endometrio de mujeres control

En el endometrio de las mujeres sin endometri@sabservaron niveles de mRNA
de uPA significativamente mas elevados en la faséifgrativa frente a la secretora.
(Tabla 4.2) Aunque el resto de parametros estudiado mostraron diferencias

significativas, los niveles de MMP-3 siguieron lssma tendencia.
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Con respecto a los componentes de la angiogénasidiados, en el endometrio
control se observé una menor expresion de VEGFIASR-1, a nivel proteico, en las fase
del ciclo proliferativa frente a la secretoRx (0,001 yP< 0,05, respectivamente), aunque

las diferencias no fueron significativas a nivehtlRNA (Tabla 4.4).
Endometrio eutdpico de mujeres con endometriosis ¢stadios I11-1V)

En el endometrio de las mujeres con endometriosisolsservé una menor
expresion de uPA y PAI-1, a nivel proteico, endsef del ciclo proliferativa con respecto
a la secretoraP< 0,01 yP< 0,05, respectivamente). El resto de parametitoslieslos no

mostraron diferencias significativas. (Tabla 4.2)

Con respecto a los componentes implicados en lgémesis, en el endometrio
de las mujeres con endometriosis, no se apreciiferencias significativas del VEGF-
A, ni a nivel de mRNA ni proteico. Tampoco se ercanon diferencias significativas del
PIGF o la TSP-1 entre las fases del ciclo mensesaldiadas, ni a nivel de mRNA ni

proteico.
Endometrioma ovarico de mujeres con endometriosis

En endometrioma ovérico se observé una mayor edorede PAI-1, a nivel
proteico, en la fase del ciclo proliferativa cospgecto a la secretorB< 0,05). El resto de

parametros estudiados no mostraron diferenciaffisagivas (Tabla 4.2).

Con respecto a los componentes implicados en l@égesis, no se apreciaron

diferencias estadisticamente significativas pdasa del ciclo menstrual.

4. 1. 5. CORRELACION ENTRE COMPONENTES DE LA ANGIOEBNESIS
Y DE LOS SISTEMAS FIBRINOLITICO Y DE LAS MMPS

En los endometrios de las mujeres sin endometrissi®bservé una correlacion
significativa entre los niveles proteicos de VEGFe#n los nivelesde uPA, por una
parte, y con los de MMP-3 por otra (r= 0,592 0,001 y r= 0,329,P< 0,05,
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respectivamente) (Figura 4.2). A nivel de mRNA $&serv6 una correlacion positiva
entre los niveles de TSP-1y TIMP-1 (r= 0,5B%,0,05).

En los endometrios de las mujeres con endometrsasisbservo una correlacion
significativa entre los niveles de uPA y MMP-3,imeh de mRNA y proteina, (r= 0,581,
P< 0,001 y r= 0,454P< 0,05, respectivamente) y ademas, a nivel de mRNt#e los
niveles de uPA y PAI-1 (r= 0,41P< 0,01), los niveles de VEGF-A y TSP-1 (r= 0,577,
P< 0,001) y los niveles de PAI-1 y TSP-1 (r= 0,68, 0,001). En el endometrioma
ovarico, existia una correlacién significativa enltiws niveles proteicos de uPA con los
niveles de VEGF-A, por una parte, y con los de RAder otra (r= 0,410P< 0,01 y r=
0,359,P< 0,05, respectivamente).Y también entre los ng/pleteicos de PAI-1y TSP-1
(r=0,354,P< 0,05).
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Figura 4.2. Correlacion entre los niveles proteicde VEGF-A frente a los de uPA, en extracto
de tejido endometrial de mujeres control.

En cuanto a las correlaciones entre los nivelesn&B®NA con respecto a los
proteicos, en endometrio de las mujeres contr@enobserva correlacién significativa en
los parametros estudiados. Sin embargo, en el estdomde las mujeres con
endometriosis se observa una correlacion positiveo® niveles de PAI-1 (r= 0,688<
0,001) y en el endometrioma ovérico en los nivdesPA (r= 0,539P< 0,001).
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4.2.LIQUIDO PERITONEAL

La Tabla 4.6 muestra los niveles de los distintasimetros determinados en el
liquido peritoneal de mujeres con y sin endomegidsa concentracion de proteina total

en el liquido peritoneal fue similar en mujeres gon53) y sin endometriosis (n= 35).

Tabla 4.6. Niveles proteicos de diversos componedéeos sistemas fibrinolitico, de las MMPs

y de la angiogénesis, en liquido peritoneal de nafecon y sin endometriosis (controles)

Liquido peritoneal de Liquido peritoneal de Significacion
mujer con endometriosis mujer control estadistica
(estadios 1lI-1V) (n= 35) =
(n=53)
Prot total (mg/ml) 42 92 8 413 NS
uPA (ng/ml) 1,76t0,15 1,240,08 <0,05
PAI-1(ng/ml) 25,4+3,9 184 NS
MMP-3 (ng/ml) 51,25,2 325 < 0,05
TIMP-1 (ng/ml) 943+97 664:109 NS
VEGF-A (pg/ml) 317450 184r30 <0,05
PIGF (pg/ml) 35854 31335 NS
TSP-1 (ng/ml) 197+19 14517 NS

Los datos se expresan como metliarror estandar medio. NS, sin diferencias estedisente
significativas.

los niveles de uPA, MMPy3 VEGF-A eran
significativamente mayores en las mujeres con emtlimsis que en las mujeres sin
endometriosis (UPA: 1,7610,351,24+0,08 ng/ml; MMP-3: 51,2+5\% 32,4+5,2 ng/ml;
VEGF-A: 317+50vs 184+30 pg/mlP< 0,05) (Tabla 4.6.) No se encontraron diferencias

En el liquido peritoneal,

significativas al comparar los niveles proteicosPdd-1, TIMP-1, PIGF ni TSP-1, entre

los liguidos peritoneales de las mujeres con esdometriosis.
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No se encontraron diferencias significativas al parar los niveles proteicos de
los componentes estudiados entre las mujeres cdanmairiosis con estadios -1V

(n=53) y aquellas con estadios I-1l (n=13).

En relacion a las correlaciones entre los paramegstudiados en liquido
peritoneal, no se observa ninguna correlacion fgitiva en el grupo control, mientras
que en las mujeres con endometriosis se observacaomealacion entre los niveles
proteicos de VEGF-A y uPA (r= 0,38R< 0,01).
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4. 3. FRECUENCIAS GENOTIPICAS Y ALELICAS DE LOS
POLIMORFISMOS ESTUDIADOS EN MUJERES CON Y SIN
ENDOMETRIOSIS. RELACION CON LOS NIVELES DE LOS

COMPONENTES ESTUDIADOS EN TEJIDO Y LIQUIDO PERITON EAL

El estudio de los polimorfismos genéticos permdemiificar que genes pueden dar

mayor (0 menor) susceptibilidad a desarrollar umfarenedad. Asi pues, la presencia en
un individuo de un determinado genotipo o aleleqmbinaciones) es considerado como
un factor de riesgo (o proteccion) para padecer emi@rmedad. En nuestro caso
estudiamos estos polimorfismos en mujeres con yesmometriosis, no relacionadas
entre si (estudio de caso-control). En estos grupmsestimaron las frecuencias

genotipicas y alélicas y se comprobo6 si cumplianatequilibrio de Hardy-Weinberg.

Se comprobo si hay diferencias en estas frecuegeiastipicas y alélicas entre las
mujeres con y sin endometriosis, es decir, si épofismo de estudio es un factor de
riesgo (o de proteccion). Ademas se cuantifico dgmitud del riesgo calculando @dlds
ratio (OR).

4. 3. 1. POLIMORFISMO -675 4G/5G DEL GEN DEL PAI-{rs1799768)
Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfis#G/5G del gen del PAI-1

Para determinar el papel del polimorfismo 4G/5G deh del PAI-1 en la
endometriosis, evaluamos este polimorfismo en 18fems con endometriosis y 220
mujeres sin endometriosis (grupo control). Ambadblgmones se encontraron en
equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias g@miocas y alélicas de este
polimorfismo no mostraron diferencias significaiventre pacientes con endometriosis y

mujeres control (Tabla 4.7).
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Tabla 4.7. Frecuencia genotipica y alélica del potirffismo 4G/5G del gen del PAI-1 en
mujeres con y sin endometriosis

Mujeres con Mujeres sin OR (IC 95%)
endometriosis endometriosis
(n=186) (n =220)
N Frecuencia N Frecuencia
Genotipos;
5G5G 44 0,237 66 0,300 1*
4G5G 106 0,570 108 0,491 1,47 (0,92-2,35)
4GAG 36 0,193 46 0,209 1,17 (0,66-2,10)
Presencia 4G | 142 0,763 154 0,700 1,38 (0,89-2,16)
Alelos;
5G 194 0,522 240 0,555 1*
4G 178 0,478 200 0,455 1,10 (0,83-1,45)
H-W (x2): 3,745 0,021

* Grupo de referencia. H-V2): valor de chi-cuadrado, con 1 grado de libertad sptac
que las poblaciones estan en equilibrio de Hardjaldéeg cuando el valor es inferior a
3,841 (p> 0,05).

De las pacientes con endometriosis, 167 presentassadios IlI-IV de la
enfermedad y las 19 restantes tenian estadiosTkiito la poblacién con endometriosis
llI-1IV como la de endometriosis I-Il estaban en iqrio de Hardy-Weinberg. Cuando,
dentro del grupo de mujeres con endometriosis,osgpard la frecuencia genotipica y
alélica de este polimorfismo por estadio de laeméglad, no se encontraron diferencias
significativas.

Niveles de PAI-1 en tejido endometrial de mujeremncy sin endometriosis segun el

polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1

Aunque tanto los niveles de mRNA como los proteides PAI-1 en tejido
endometrial eran mayores en el grupo de las muggneendometriosis (pacientes, n=50)
que en el de las mujeres sin endometriosis (ca@syol= 46), estas diferencias no fueron

significativas (Figura 4.3a).
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Figura 4.3a. Niveles de PAI-1 (mRNA vy proteina) egjitlo endometrial de mujeres con y sin
endometriosis (control).Datos expresados como media * error estandar mebioeles de
significacién mediante la prueba de Mann-WhitnesapaRNA (P= 0,063) y proteina (P= 0,095).

También se estudié si el polimorfismo 4G/5G del gieh PAI-1 es capaz de
modular los niveles tisulares de PAI-1, tanto @&hde mMRNA como proteico, para lo que
se cuantificaron estos niveles en endometrio demsijcon y sin endometriosis (Figura
4.3b).

En el endometrio de las mujeres sin endometriasat(ol) se observd que los
niveles de PAI-1, tanto de mRNA como de proteimajnsrementaban al aumentar el
namero de alelos 4G (Kruskal-Wallie= 0,011 yP= 0,038, respectivamente). Asi, las
mujeres control con genotipo 4G4G (n= 13) teniareles de PAI-1 mayores que con
genotipo 5G5G (n= 13), a nivel de mRNA (0,08/0,030,P= 0,014) y proteico (1,98s
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0,21 ng/mg,P= 0,026), incluso las mujeres con genotipo 4G5G 20F tenian unos
niveles de mRNA de PAI-1 mayores a los de las msjeon genotipo 5G5G (0,063
0,030,P= 0,005) (Figura 4.3b). Es mas, el grupo de mujsireendometriosis portadoras
del alelo 4G (con genotipos 4G4G y 4G5G, n= 33)biam tenian niveles de PAI-1
mayores que las no portadoras del alelo 4G (comtipen5G5G, n= 13) a nivel de
mRNA (0,074vs 0,030,P= 0,003) y proteico (0,50s 0,21 ng/mg,P= 0,047) (Figura
4.3c).

En el endometrio de las mujeres con endometri@sishservé la misma tendencia
(a nivel de mRNA y proteina), aunque no significati que en las mujeres sin
endometriosis (Kruskal-Walli®®= 0,517 yP= 0,321, respectivamente). Asi, las mujeres
con endometriosis y con genotipo 4G4G (n= 10) o genotipo 4G5G (n= 28) tenian
niveles de PAI-1 mayores que con genotipo 5G5G IR (Figura 4.3b). También se
encontr6 esta misma tendencia, no significativa, eéngrupo de mujeres con
endometriosis portadoras del alelo 4G (con genst®4G y 4G5G, n= 38) que tenian
niveles de PAI-1 mayores que las no portadoraaldkl 4G (con genotipo 5G5G, n= 12)
(Figura 4.3c).
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Figura 4.3b. Niveles de mRNA vy proteicos de PAI-1 tefido endometrial, de acuerdo con el
genotipo del polimorfismo 4G/5G del promotor del ngdPAl-1, en mujeres con y sin
endometriosis. Kruskal-Wallis para los niveles de mRNA y de protegra mujeres sin
endometriosis (controles) (P= 0,011 y P= 0,038, respamente) y para las mujeres con
endometriosis (P= 0,517 y P= 0,321, respectivameri@yeles de significacion frente a los
niveles del genotipo 5G5G de su grupo corresponéi¢control y endometriosis) mediante la
prueba de Mann-Whitney: *P< 0,05.
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Figura 4.3c. Niveles de mRNA y proteicos de PAI-1 tefido endometrial, de acuerdo con la
presencia (4G+) o ausencia (4G-) del alelo 4G delirporfismo 4G/5G del promotor del gen
PAI-1, en mujeres con y sin endometriosisiveles de significacién frente a los niveles del
genotipo 5G5G de su grupo correspondiente (contrehdometriosis) mediante la prueba de
Mann-Whitney:*P< 0,05.

Niveles de PAI-1 en liquido peritoneal de mujeresncy sin endometriosis segun el

polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1

En el liquido peritoneal, los niveles proteicosRis-1 fueron significativamente
superiores en pacientes (n= 67) que en controte8@h (= 0,003) (Figura 4.4). Con el
fin de evaluar si el polimorfismo 4G/5G del gen Béll-1 modula los niveles proteicos

de PAI-1 en el liquido peritoneal, agrupamos antageres control y a las pacientes de
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acuerdo con su genotipo (4G4G: n=12y n=12; 4G6G12 y n= 39; 5G5G: n=6 y n=
16, respectivamente). No se observéd diferenciasifgigtivas en dichos niveles, al
distinguir por genotipo, entre los liquidos peréales de las mujeres control (Kruskal-

Wallis: P= 0,075), ni tampoco entre los liquidos peritongatke las mujeres con
endometriosis (Kruskal-Walli$= 0,385) (Figura 4.4)

Niveles proteicos de PAI-1 en liquido peritoneal
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Figura 4.4. Niveles proteicos de PAI-1 en liquidorppeneal de mujeres con y sin endometriosis.
En la grafica superior se muestran los niveles deb@ngrupos sin agrupar por genotipo,
mientras que en la inferior los niveles aparecenadeerdo con el genotipo del polimorfismo
4G/5G del promotor del gen del PAI-1. Datos expresamomo media + error estandar medio. Se
realizé una prueba de Mann-Whitney para los nivedes proteina entre mujeres con y sin
endometriosis (Niveles de significacion; ***P< 0B)0 Kruskal-Wallis para los niveles de
proteina por genotipo en mujeres sin endometrigsi@ntroles) y para las mujeres con
endometriosis (P= 0,075 y P= 0,385, respectivamente)
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4. 3. 2. POLIMORFISMO -1612 5A/6A DEL GEN DE LA MMB3 (rs3025058)
Frecuencias genotipicas y alélicas del polimorfisfad/6A de la MMP-3

Para determinar el papel del polimorfismo 5A/6A deh de la MMP-3 en la
endometriosis, se evalu6 este polimorfismo en 188 [(as 186) mujeres con
endometriosis y 202 (de las 220) mujeres contrahs Lpoblaciones control y
endometriosis estudiadas no estaban en equilibgicHdrdy-Weinberg. Adn asi, se
compararon las frecuencias genotipicas y alétleasste polimorfismo entre mujeres con
endometriosis y controles no obteniéndose difeasnsignificativas entre los grupos
estudiados (Tabla 4.8).

Tabla 4.8. Frecuencia genotipica y alélica del potifismo 5A/6A del gen de la MMP-3 en
mujeres con y sin endometriosis.

Mujeres con Mujeres sin OR (IC 95%)
endometriosis endometriosis
(n=153) (n = 202)

N Frecuencia N Frecuencia
Genotipos;
6A6A 37 0,242 64 0,317 1*
5A6A 98 0,640 115 0,569 1,47 (0,91-2,40)
5A5A 18 0,118 23 0,114 1,35 (0,65-2,83)
Presencia 5A | 116 0,758 138 0,683 1,45 (0,90-2,34)
Alelos;
6A 172 0,562 243 0,601 1*
5A 134 0,438 161 0,399 1,18 (0,87-1,54)
H-W (x2): 13,872 7,104

* Grupo de referencia. H-V2): valor de chi-cuadrado, con 1 grado de libertad sptac
que las poblaciones estan en equilibrio de Hardyaldéeg cuando el valor es inferior a
3,841 (p> 0,05).

De las 153 mujeres con endometriosis incluidaslesstedio, 139 estaban en un

estadio IlI-IV de la enfermedad y las 14 restargasestadio I-1l. Al comparar las
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frecuencias genotipicas entre mujeres con estddhibs con aquellas con estadios |-,

no se encontraron diferencias significativas.

Niveles de MMP-3 en tejido endometrial de mujeres g sin endometriosis de acuerdo

con el polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3

El endometrio de las mujeres con endometriosis ZBF mostr6 unos niveles
superiores de MMP-3 a nivel de mRNA, pero no degina, frente al endometrio de las

mujeres control (n= 33) (Figura 4.5a).
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Figura 4.5a. Niveles de mRNA y proteicos de MMP+8tejido endometrial en mujeres con y sin
endometriosis.Datos expresados como media * error estandar mediann-Whitney para los
niveles de mRNA (P=0,019) y de proteina (P=0,164% GF5.
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También se analiz6 si el polimorfismo 5A/6A del ginla MMP-3 era capaz de
modular los niveles tisulares de MMP-3, tanto &hidle mMRNA como de proteina, en el
endometrio de mujeres con y sin endometriosis (Rigubb). De esta forma agrupamos a
las mujeres control y a las pacientes de acuerdosuogenotipo (6A6A: n= 10 y n= 6;
5A6A: n= 17 y n= 19; 5A5A: n= 6 y n= 0, respectivame). No se observaron
diferencias estadisticamente significativas, alirdisir por genotipo, en los niveles de
MRNA y proteina de la MMP-3 ni en el grupo de megesin endometriosis (grupo
control, Kruskal-Wallis:P= 0,866 yP= 0,269, respectivamente) ni en el de mujeres con

endometriosis (pacientes, Mann-WhitnBy 0,899 yP= 0,899, respectivamente).
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Figura 4.5b. Niveles de mRNA y proteicos de MMP+8tejido endometrial, de acuerdo con el
genotipo del polimorfismo 5A/6A del gen de la MMPR-8e mujeres con y sin endometriosis.
Datos expresados como media * error estandar meglioskal-Wallis para los niveles de mRNA
y proteina por genotipo en mujeres sin endomegigsontroles) (P= 0,866 y P= 0,269,
respectivamente) y Mann-Whitney para las mujeras exadometriosis (P= 0,899 y P= 0,899,
respectivamente).
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Niveles de MMP-3 en liquido peritoneal de mujeremcy sin endometriosis de acuerdo
con el polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3

El nivel proteico de MMP-3 era mayor en el ligujokeritoneal de las mujeres con
endometriosis (n= 37) que en el del mujeres siroemtriosis (n= 26) (Mann-Whitney:
P=0,994).

También se analiz6 si el polimorfismo 5A/6A del g la MMP-3 modula los
niveles proteicos de MMP-3 en el liquido peritonddb se observaron diferencias
significativas en los niveles de MMP-3 del liquideritoneal entre los 3 genotipos, ni en
el grupo de mujeres sin endometriosis (6A6A 1,059@D, n= 7 ; 5A6A 0,911+0,251, n=
14; 5A5A 0,372+0,045 ng/mg, n= 5, Kruskal-Walliz= 0,545) ni en el de mujeres con
endometriosis (6A6A 0,906+0,245 , n= 10; 5A6A 7K30,534, n= 18; 5A5A
0,552+0,138 ng/mg, n= 9, Kruskal-Wall= 0,430)(Figura 4.6).
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Figura 4.6. Niveles proteicos de MMP-3 en liquidoentoneal de mujeres con y sin
endometriosisEn la gréfica superior se muestra los niveles dedos grupos sin agrupar por
genotipos, mientras que en la inferior los nivelsarecen de acuerdo con el genotipo del
polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3. Datos expesacomo media * error estdndar medio.
Mann-Whitney para los niveles proteicos de MMPrBaender al genotipo (P= 0,994). Kruskal-
Wallis para los niveles de proteina por genotiponeajeres sin endometriosis (controles) (P=

0,545) y para las mujeres con endometriosis (P=@)43
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4. 3. 3. POLIMORFISMOS -460C/T (rs833061), +405G/@s2010963) y
936C/T (rs3025039) DEL GEN DEL VEGF-A

Frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicasloe polimorfismos del VEGF-A

Para determinar el papel de estos tres polimorseo la endometriosis, se
genotiparon 186 mujeres con endometriosis y 22Ceresjsin endometriosis (control).
Para estos tres polimorfismos tanto la poblacidrirobcomo la de endometriosis estaban

en equilibrio de Hardy-Weinberg.

Las frecuencias genotipicas y alélicas de los mofismos —460C/T y +405G/C

no diferian entre las mujeres con y sin endomegridablas 4.9 y 4.10).

Tabla 4.9. Frecuencia genotipica y alélica del potifismo -460C/T del gen del VEGF-A en
mujeres con y sin endometriosis

Mujeres con Mujeres sin OR (IC 95%)
endometriosis endometriosis
(n=186) (n = 220)
N Frecuencia N Frecuencia

Genotipos;
-460CC 39 0,210 57 0,259 1*
-460CT 97 0,521 104 0,473 1,36 (0,83-2,23)
-460TT 50 0,269 59 0,268 1,24 (0,71-2,16)
Presencia -460T | 147 0,790 163 0,741 1,32 (0,83-2,10)
Alelos;
-460C 175 0,470 218 0,495 1*
-460T 197 0,530 222 0,505 1,11 (0,84-1,46)
H-W (x2): 0,405 0,653

* Grupo de referencia. H-WxR): Valor de chi-cuadrado, con 1 grado de libegadcepta
que las poblaciones estan en equilibrio de Hardyaldéeg cuando el valor es inferior a
3,841 (p> 0,05).
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Tabla 4.10. Frecuencia genotipica y alélica del potirfismo +405G/C del gen del VEGF-A en
mujeres con y sin endometriosis

Mujeres con Mujeres sin OR (IC 95%)
endometriosis endometriosis
(n=186) (n =220)
N Frecuencia N Frecuencia

Genotipos;
+405GG 77 0,416 103 0,470 1*
+405GC 91 0,489 97 0,438 1,26 (0,83-1,89)
+405CC 18 0,095 20 0,092 1,20 (0,60-2,43)
Presencia +405C| 109 0,584 117 0,530 1,25 (0,84-1,85)
Alelos;
+405G 245 0,659 229 0,689 1*
+405C 127 0,341 135 0,311 1,15 (0,85-1,54)
H-W (x2): 1,439 0,174

* Grupo de referencia. H-WkR): Valor de chi-cuadrado, con 1 grado de libedadcepta
que las poblaciones estan en equilibrio de Hardjaldéeg cuando el valor es inferior a
3,841 (p> 0,05).

Sin embargo, las mujeres con endometriosis mostrana mayor frecuencia del
alelo 936T que las mujeres contrBE(0,015) (Tabla 4.11). Ademas, también se observé
una diferencia significativa entre la frecuenciaalelo 936T del gen del VEGF-A en el
subgrupo de 167 mujeres con endometriosis en estédhlV con respecto al grupo de

220 mujeres sin endometriosis (grupo contrief) 0,02).

Tanto el grupo de 167 pacientes con estadios lltdvho el de 19 pacientes con
estadios I-1l estaban en equilibrio de Hardy-Werghgara todos los polimorfismos del
VEGF-A estudiados, excepto la pequefia poblaciorrdometriosis con estadios |-

(n=19) para el polimorfismo -460GC.

Cuando se compararon las frecuencias genotipicaaléljcas de los tres
polimorfismos del gen del VEGF-A estudiados, dentle grupo de mujeres con

endometriosis, de acuerdo con el estadio de laragflad, no se observé diferencias
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significativas entre los subgrupos de pacientesestadio I-11 y aquellas con estadio IlI-
V.

Tabla 4.11. Frecuencia genotipica y alélica del potirfismo 936C/T del gen del VEGF-A en
mujeres con y sin endometriosis

Mujeres con Mujeres sin OR (IC 95%)
endometriosis endometriosis
(n=186) (n = 220)
N Frecuencia N Frecuencia

Genotipos;
936CC 132 0,710 177 0,804 1*
936CT 49 0,263 42 0,191 1,56 (0,98-2,50)
936TT 5 0,027 1 0,005 6,71 (0,77-58,1)
Presencia 936T 54 0,290 43 0,196 1,68 (1,06-2,67)
Alelos;
936C 313 0,841 396 0,900 1*
936T 59 0,159 44 0,100 1,70 (1,12-2,58)
H-W (x2): 0,031 0,808

* Grupo de referencia. H-WxR): Valor de chi-cuadrado, con 1 grado de libedadcepta
que las poblaciones estan en equilibrio de Hardjaldéeg cuando el valor es inferior a
3,841 (p> 0,05).

Se estimd el valor de desequilibrio de ligamienid) (entre pares de SNPs
mediante el software Haploview (Figura 4.7). Secold$ la existencia de desequilibrio de
ligamiento, tanto en el grupo de mujeres sin endosés (control) como en el de
mujeres con endometriosis, entre los polimorfismd860C/T (rs833061) y +405G/C
(rs2010963) (D’= 0,84, en control), pero no entd&0C/T y 936C/T (rs3025039) (D'=
0,24, en control) ni entre +405G/C y 936C/T (D’2®,en control) (Figura 4.7). Por ello,
se realizé un analisis por haplotipo de los polfisoros -460C/T y +405G/C. Se
estudiaron las frecuencias de los cuatro haplotigssitantes y no se encontraron

diferencias significativas entre pacientes y cdag¢Tabla 4.12).
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Figura 4.7. Diagrama de desequilibrio de ligamienttz los tres polimorfismos estudiados en el
gen del VEGF-A.Los nimeros en el interior de los rombos indicanadbr de D’ (en porcentaje).
En ambos grupos (control y endometriosis) observagnedos polimorfismos -460 (1) y +405 (2)
estan fuertemente ligados formando un bloque (atticnediante el color rojo en el rombo entre
ambos polimorfismos). La asignacién de bloque séiz& mediante el método “solid spine” del
programa Haploview, considerando un valor umbraie 0,8.

Tabla 4.12. Frecuencia haplotipica del gen del VE@¥Fen mujeres con y sin endometriosis

Haplotipo del Mujeres con Mujeres sin OR (IC 95%)
VEGF-A endometriosis endometriosis
-460/+405 (n=372) (n=440)
N Frecuencia N Frecuencia
Haplotipo:
CIG 163 0,438 208 0,473 1*
ciCc 12 0,032 10 0,023 1,53 (0,65-3,63)
TIG 82 0,221 95 0,216 1,10 (0,77-1,58)
TIC 115 0,309 127 0,288 1,16 (0,84-1,60)

* Grupo de referencia.
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Niveles de VEGF-A en tejido endometrial de mujers y sin endometriosis segun los
polimorfismos -460C/T, +405G/C y 936C/T del gen WEIGF-A

El endometrio de las mujeres con endometriosisb@)-mostré mayores niveles de
VEGF-A que el de las mujeres sin endometriosis§2); tanto de mRNA (9,83+0,8%
6,43+0,51,P= 0,001) como de proteina (313+58 104+15 pg/mgP= 0,002) (Figura
4.8a).
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Figura 4.8a. Niveles proteicos y de mRNA de VEGFeA tejido endometrial en mujeres con y
sin endometriosisDatos expresados como media + error estandar medi®< 0,005.

Con el fin de evaluar si los polimorfismos del g##l VEGF-A modulaban los
niveles de mRNA (Figura 4,8b) y proteina (Figur@c}.de VEGF-A, en tejido
endometrial de mujeres con y sin endometriosisj@aimos a las mujeres de acuerdo con

sus genotipos. No se observo diferencias signifi@sten dichos niveles, al distinguir por
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genotipo, entre los tres polimorfismos estudiadogn el endometrio de las mujeres con

endometriosis ni en el de las mujeres sin endoostr(Tabla 4.13).

100 x MRNA VEGF-A/ B-actina
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1517 = Endometriosis
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Figura 4.8b. Niveles de mMRNA de VEGF-A en tejidodemetrial de acuerdo con los genotipos -
460C/T, +405G/C y 936C/T del gen del VEGF{atos expresados como media *error estandar
medio.
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Figura 4.8c. Niveles proteicos de VEGF-A en tejidadometrial de acuerdo con los genotipos -
460C/T, +405G/C y 936C/T del gen del VEGF{2atos expresados como media + error estandar
medio.
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Tabla 4.13. Niveles de VEGF-A de acuerdo con losirporfismos del gen del VEGF-A en

endometrio de mujeres con y sin endometriosis.

ENDOMETRIO DE MUJERES CONTROL
Genotipo -460C/T -460CC -460CT -460TT ANOVA
(n=12) (n=24) (n=16)
VEGF-A mRNA 6,98+1,14 6,47+0,59 5,98+0,47 0,668
VEGF-A prot (pg/mg) 118+33 112+22 114+20 0,968
Genotipo +405G/C +405GG +405GG +405GG ANOVA
(n=26) (n=20) (n=6)
VEGF-A mRNA 5,74+0,67 7,81+0,93 4,89+0,66 0,094
VEGF-A prot (pg/mg) 111+18 120+27 104432 0,930
Genotipo 936C/T 936CC 936CT 936TT ANOVA*
(n=39) (n=12) (n=1)
VEGF-A mRNA 6,73+0,63 5,54+0,85 5,59 0,339
VEGF-A prot (pg/mg) 102412 156+47 180 0,113
ENDOMETRIO DE MUJERES CON ENDOMETRIOSIS
Genotipo -460C/T -460CC -460CT -460TT ANOVA
(n=15) (n=25) (n=15)

VEGF-A mRNA 9,42+1,21 10,28+1,48 9,47+1,88 0,901
VEGF-A prot (pg/mg) 255463 256+68 4704135 0,184
Genotipo +405G/C +405GG +405GG +405GG ANOVA

(n=27) (n=25) (n=3)
VEGF-A mRNA 9,63+1,07 10,84+1,53 3,11+0,60 0,159
VEGF-A prot (pg/mg) 329483 235457 566+137 0,287
Genotipo 936C/T 936CC 936CT 936TT ANOVA*
(n=42) (n=12) (n=1)
VEGF-A mRNA 9,99+1,00 8,55+2,07 18,3 0,510
VEGF-A prot (pg/mg) 351463 250+101 130 0,438

Los datos se expresan como Media + Error EstandarioMedlos niveles de mRNA se
representan normalizados frente a los nivelgs-detina (copias mMRNA de estudio/100 copias
MRNA [-actina). Los niveles de proteina estan represesitedmo la suma de los extractos
citosolicos y de membrana (pg proteina/ mg prottita). * En el ANOVA del polimorfismo
936C/T no se utiliza el grupo de individuos con dgmo936TT.
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Niveles de VEGF-A en liquido peritoneal de mujeresn y sin endometriosis segun los
polimorfismos -460C/T, +405G/C y 936C/T del gen WEBIGF-A

En el liquido peritoneal, el nivel proteico de VE®&Rue significativamente mayor
en mujeres con endometriosis (pacientes, n= 60pnuendometriosis (controles, n= 30)
(8,44+1,70vs 4,50+0,89 pg/mgP= 0,043) (Figura 4.9a).
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Figura 4.9a. Niveles proteicos VEGF-A en liquido nteneal de mujeres con y sin
endometriosis (control)Datos expresados como media + SEM. *P< 0,05.

También se estudi6 si los polimorfismos del gen\@&GF-A modulan su nivel
proteico en el liquido peritoneal. No se enconsidcacion entre estos tres polimorfismos
y los niveles proteicos de VEGF-A ni en el liquigeritoneal de las mujeres con

endometriosis ni en el de las mujeres sin endoosetr{Figura 4.9b y Tabla 4.14).
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Figura 4.9b. Niveles proteicos VEGF-A en liquido nteneal de acuerdo con los genotipos -
460C/T, +405G/C y 936C/T del gen del VEGFatos expresados como media * error estandar
medio.
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Tabla 4.14. Niveles de VEGF-A de acuerdo con losirporfismos del gen del VEGF-A en

liquido peritoneal de mujeres con y sin endometigos

LIQUIDO PERITONEAL DE MUJERES CONTROL

Genotipo -460C/T -460CC -460CT -460TT ANOVA

(n=3) (n=16) (n=11)

VEGF-A prot (pg/mg) 6,73+4,65 4,86+1,23 3,37+1,23 0,536

Genotipo +405G/C +405GG +405GG +405GG ANOVA
(n=13) (n=15) (n=2)

VEGF-A prot (pg/mg) 4,25+1,37 4,69+1,33 4,71+3,15 0,972

Genotipo 936C/T 936CC 936CT 936TT ANOVA*
(n=24) (n=6) (n=0)

VEGF-A prot (pg/mg) 5,17+1,09 1,82+0,95 - 0,133

LIQUIDO PERI

TONEAL DE MUJERES CON ENDOMETRIOSIS

Genotipo -460C/T -460CC -460CT -460TT ANOVA
(n=11) (n=34) (n=15)
VEGF-A prot (pg/mg) 11,08+4,04 9,25+2,62 4,69+1,33 0,415
Genotipo +405G/C +405GG +405GG +405GG ANOVA
(n=27) (n=28) (n=5)
VEGF-A prot (pg/mg) 9,74+2,49 8,11+2,73 3,33+0,54 0,603
Genotipo 936C/T 936CC 936CT 936TT ANOVA
(n=46) (n=12) (n=2)
VEGF-A prot (pg/mg) 7,48+1,59 12,67+5,95 5,33+1,84 0,456

Los datos se expresan como Media + Error EstandarioMedlos niveles de mRNA se
representan normalizados frente a los nivelgs-detina (copias mMRNA de estudio/100 copias
MRNA [-actina). Los niveles de proteina estan represesitedmo la suma de los extractos
citosolicos y de membrana (pg proteina/ mg prottdta). * En el ANOVA del polimorfismo
936C/T no se utiliza el grupo de individuos con dgmo936TT.
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4. 4. CULTIVOS DE CELULAS ENDOMETRIALES

Uno de los objetivos del presente trabajo era evaki algun o algunos
componentes presentes en el liquido peritoneal {iePlas mujeres con endometriosis
podian modular la expresion de diferentes compesetanto del sistema fibrinolitico
como de las metaloproteasas o de la angiogéness,|@ que se estudio el efecto del
liquido peritoneal de mujeres con endometriosisELP sin endometriosis (controles,

LPC) sobre cultivos de células endometriales deeregjcon y sin endometriosis.

Para ello, se prepararon dos mezclas de LP, urallate formada por liquidos
procedentes de 10 mujeres con endometriosis yrémezcla formada por otros 10
liquidos de mujeres sin endometriosis, todos refusgien la fase secretora del ciclo

menstrual.

4. 4. 1. EXPERIMENTOS PREVIOS PARA OPTIMIZAR LA
CONCENTRACION DE LIQUIDO PERITONEAL UTILIZADO EN LOS
CULTIVOS DE CELULAS ENDOMETRIALES

Para analizar el volumen méaximo de liquido periébripie se podia afadir a las
células endometriales en cultivo sin afectar aighiNdad, se incubaron estas células con
distintas concentraciones de la mezcla de LP ywaki@ la viabilidad celular mediante el
analisis de exclusién con el colorantg/pan blué. Una concentracién de LP de hasta el
25% del total de liquido de cultivo utilizado (centracion final en el medio) no tenia

efecto sobre la viabilidad celular.

Como se indica en material y métodos, las céluimmales fueron primero
preacondicionadas en medio libre de suero bovitad {EBS) durante un periodo de 4
horas. A partir de entonces, se cambid el medioupor suplementado con LP, a una

concentracion final de 0%, 10% y 25%, y se incubé@udte otro periodo de 4 horas.

Cuando se trataron las células endometriales cationfiere de FBS y LP al 0%,

10% y 25%, el nivel proteico de VEGF-A y uPA ensebrenadante de los cultivos
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aumentaba conforme aumentaba la concentracién dg-igBra 4.10). De acuerdo con
estos resultados preliminares, las células end@testr se trataron con medio

suplementado con LP al 25% durante 4 horas en tod@xperimentos posteriores.
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Figura 4.10. Niveles proteicos de uPA y VEGF-A, ohitdos a partir de los sobrenadantes de
cultivos de células endometriales de mujeres cord@netriosis, tratados con LPEDatos
expresados como media * error estandar medio. H&vele significacion frente a cultivos sin
liquido peritoneal (LP0): *P< 0,05; **P< 0,01; ***P<0,001. Y niveles de significacién frente a
LPE 10%: #P< 0,05.
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4. 4. 2. EFECTO DEL LIQUIDO PERITONEAL SOBRE LOS NVELES DE uPA,
MMP-3 Y VEGF-A, EN CULTIVOS DE CELULAS ENDOMETRIAIES DE
MUJERES CON Y SIN ENDOMETRIOSIS

Las células endometriales se obtuvieron mediantagia laparoscopica en
pacientes (n= 14) y en mujeres control (n= 6) tahtante la fase proliferativa (n=5y

n= 2, respectivamente) como durante la secreter® gnn= 4, respectivamente).

Los cultivos de células endometriales de mujeras yosin endometriosis se
trataron con medio libre de suero y LP procedeatendjeres con endometriosis (LPE) o
sin endometriosis (LPC) a una concentracion firdl25% (v:v) durante 4 horas, o bien

con medio libre de suero y sin LP en las mismaslicanes (medio control, LPO).

El medio suplementado con una mezcla de LP, protedanto de mujeres con
endometriosis (LPE) como de mujeres sin endom&riggsPC), inducia en el cultivo
endometrial de mujeres con y sin endometriosisngnemento significativo de uPA vy
VEGF-A, a nivel de mRNA y de proteina, comparada eb inducido por el medio
control (LPO). (Figura 4.11a y b). Ademas, el mayeremento en los niveles de uPA 'y
VEGF-A se observé en los cultivos endometrialesnd@geres con endometriosis tratados

con medio suplementado con LP de mujeres con ertdosis (LPE).

En el caso de la MMP-3, el medio suplementado d®ntanto de mujeres con y
sin endometriosis (LPE y LPC), indujo un incremet¢dos niveles proteicos de MMP-3
en los sobrenadantes de los cultivos endometrildesiujeres con y sin endometriosis.
Sin embargo, no se observaron diferencias sigtifees en los niveles de mRNA

obtenidos a partir de los extractos celulares seldtivos. (Figura 4.11ay b).
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Figura 4.11a. Niveles de mRNA de los activadores Ids sistemas fibrinolitico y de las
metaloproteasas (UPA y MMP-3) y de la angiogénes\dEGF-A), en cultivos de células
endometriales tratados con LPC y LPPatos expresados como media * error estandar medio.
Niveles de significacidn frente a cultivos sin idquperitoneal (LPO0): *P< 0,05; **P< 0,01.
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Figura 4.11b. Niveles proteicos de los activadorés los sistemas fibrinolitico y de las
metaloproteasas (UPA y MMP-3) y de la angiogéneSiEGF-A), en sobrenadantes de cultivos
de células endometriales tratados con LPC y LPBatos expresados como media + error
estandar medio. Niveles de significacién frenteiltivios sin liquido peritoneal (LP0): *P< 0,05;
**P< 0,01; **P< 0,001.
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4. 4. 3. EFECTO DEL LIQUIDO PERITONEAL SOBRE LOS NVELES DE
PAI-1, TIMP-1 Y TSP-1, EN CULTIVOS DE CELULAS ENDOMTRIALES
DE MUJERES CON Y SIN ENDOMETRIOSIS

Mientras ambos tipos de medios suplementados caiRB y LPC) indujeron un
incremento en los niveles de PAI-1, a nivel de mRNgroteina, en cultivos de mujeres
control, no se observé un efecto significativo @ndultivos derivados de las mujeres con

endometriosis. (Figura 4.12a y b).

Tampoco se observaron diferencias significativaslosnniveles de TIMP-1 al

estudiar los distintos cultivos suplementados dstinios medios.

En relacion al inhibidor angiogénico, TSP-1, alizder medio suplementado con
LPE se observé un incremento en los niveles pradeite TSP-1 en el sobrenadante del
cultivo, aunque no asi en los niveles de mRNA dé&leto celular. Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas entre lodivo al usar medio suplementado con
LPC. (Figura 4.12ay b).
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Figura 4.12a. Niveles de mRNA de los inhibidores tes sistemas fibrinolitico y de las
metaloproteasas (PAI-1 y TIMP-1) y de la angiogénegiESP-1), en cultivos de células
endometriales tratados con LPC y LPBatos expresados como media * error estandar medio.
Niveles de significacién frente a cultivos sin léiuperitoneal (LPO): *P< 0,05; **P< 0,01.
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Figura 4.12b. Niveles proteicos de los activadords los sistemas fibrinolitico y de las
metaloproteasas (PAI-1 y TIMP-1) y de la angiogéne@i§P-1), en sobrenadantes de cultivos
de células endometriales tratados con LPC y LPBatos expresados como mediaetror
estandar medio. Niveles de significacion frenteléivos sin liquido peritoneal (LPO): *P< 0,05.
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4. 4. 4. CORRELACIONES ENTRE LOS PARAMETROS ESTULDDDS
TRAS EL TRATAMIENTO CON LIQUIDO PERITONEAL

En los cultivos de células endometriales de mujsimesendometriosis se observo
una correlacioén positiva entre el porcentaje debtamn los niveles de mRNA de VEGF-
A con los de uPA y MMP-3 (r= 0,65P= 0,020; r= 0,778P= 0,003, respectivamente) y
entre los niveles proteicos de VEGF-A con los da ymwMP-3 (r= 0,745,P= 0,005; r=
0,602,P= 0,038, respectivamente) (Figura 4.13). En lotvad de células endometriales
de mujeres con endometriosis también se observ&amalacion positiva significativa
entre el porcentaje de cambio en los niveles proseile VEGF-A y uPA (r= 0,588<

0,05) (datos no mostrados).
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Figura 4.13. Correlacion entre el porcentaje de chim en los niveles de mRNA y proteina de
VEGF-A frente a uPA, en cultivos endometriales de jemes sin endometriosis tras el
tratamiento con liquido peritoneal (25%), comparadon el cultivo sin liquido peritoneal.
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5.- DISCUSION
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“Las opiniones son como los culos. Cada uno tidrseigo.”

Clint Eastwood
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La endometriosis es una enfermedad ginecolégicaghanpero de importante
repercusion clinica y cuya etiologia permanece \i@eddesconocida a pesar de varias
décadas de estudio en este campo. La teoria dglantacion, basada en un proceso de
menstruacion retrograda, supone la existencia dejislo endometrial con capacidad de
adhesion e invasion del tejido peritoneal y ovadebido a su capacidad proteolitica
sobre la matriz extracelular, procesos en los gs&neimplicados los sistemas
fibrinolitico y de las metaloproteasas [13, 638{lefnas, este tejido, para poder crecer y
sobrevivir, tiene unos requerimientos metabodlicoe ge veran satisfechos mediante la

generacion de nuevos vasos que lo irriguen.

Los sistemas fibrinolitico y de las MMPs en la emdetriosis

Varios estudios sugieren que el endometrio eutépleo las mujeres con
endometriosis tiene una expresion alterada de stigecomponentes de los sistemas de
activacion del plasmindgeno y de las MMPs, indicagde estos sistemas pueden jugar

un papel importante en la patogénesis de estareedaxd [14, 41].

Se ha sugerido que una mayor concentracion de nRA endometrio eutdpico de
las mujeres con endometriosis podria producir fexgos endometriales con mayor
potencial para degradar la MEC tras su implantaeibiugares ectépicos [13, 94, 592,
638].

En el presente trabajo observamos que el endomed&iolas mujeres con
endometriosis tiene niveles mayores, de mRNA ygbnat de uPA y MMP-3 frente a las
mujeres sin endometriosis (Tabla 4.1), lo que puaderecer la capacidad invasiva de
este tejido. Previamente se ha observado que ehetdo eutdpico de las mujeres con
endometriosis mostraba un incremento en los niveteseicos de la MMP-3 [464] y
elevados niveles de mRNA de la MMP-9 [468]. Sin argb en un modelo murino, el
MRNA de la MMP-3 fue detectable en los implantedoametriésicos pero no en tejido
uterino eutépico [467]. El problema de estos maslélovivo, es que los roedores no

desarrollan espontaneamente la endometriosis,dongplica que no tendran alteraciones
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bioguimicas en su tejido endometrial, a diferert®@alo que ocurre en las mujeres con
endometriosis. Esto explica la ausencia de altnasi proteoliticas en el endometrio
eutopico de las ratakas diferencias en los niveles de MMP-3 en el eratdmeutépico
entre nuestro estudio y los modelos animales spori@ntes e implican a la MMP-3 del

endometrio de las mujeres con endometriosis eattzggnesis de la enfermedad.

Los estudiosin vivo indican que la progesterona es un potente inhibitdo la
expresion a nivel de mRNA de la MMP-3 y tambiénsdesecrecion proteica [460]. Las
estromelisinas, como la MMP-3, se expresanivo durante el remodelado asociado a la
proliferacibn pero no durante la fase secretora adelo menstrual, dominada por

progesterona [382].

Al distinguir por fase del ciclo, las diferencias expresion de la uPA y la MMP-3
entre el endometrio eutdpico de las mujeres cooraettiosis y sin endometriosis sélo se
mantuvieron durante la fase secretora, tanto d dvenRNA como de proteina (Tabla
4.2). Estos hallazgos pueden indicar un fallo dertagesterona o factores producidos
localmente para suprimir estos enzimas en mujeneendometriosis y puede facilitar la
implantacion de los fragmentos endometriales ttagaso retrogrado a través de las

trompas de Falopio.

En relacién a las lesiones endometridsicas, esuyttievios [593] han descrito un
incremento en la expresion de mRNA de uPA en tepdoometridsico frente al
endometrio eutdpico. Sin embargo, en nuestro estuglise observd ningln incremento
de los niveles de mRNA de uPA en endometriomasiangirDe hecho, los niveles de
endometrio eutépico eran mayores que los nivelesriometrioma ovarico (Tabla 4.1).
Las diferentes caracteristicas de las muestragmeetddsicas pueden ser la causa de esta
discrepancia en los resultados. Como se ha sugamdiamente, la endometriosis parece
ser una enfermedad progresiva, de forma que ediestavanzados se produce una
reduccion en la actividad de las lesiones endoasétas [639]. Nuestros resultados
muestran que los niveles de mRNA de la uPA son nmeayen los implantes
endometriosicos que en los endometriomas ovéariéakemas, los endometriomas

ovaricos mostraron unos niveles de mRNA de PAl-fiesores al de los implantes
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peritoneales (Tabla 4.5). De esta forma, el ra@é/®PAl-1 fue superior en los implantes
peritoneales que en los endometriomas ovaricososEstsultados sugieren que los
implantes peritoneales se corresponden con undnlesidometriésica activa, mientras

que los quistes endometriosicos ovaricos presemtaractividad proteolitica inferior.

También observamos un incremento en los niveleBAlel y TIMP-1, tanto de
mRNA como de proteina, en endometrioma ovarico evagn con los del endometrio
eutdpico de las mujeres con y sin endometriosisléra&.1). El incremento en la
expresion de PAI-1 y TIMP-1 en el endometrioma m¢épuede reducir el potencial

invasivo del tejido endometriésico en estadios ageos de la enfermedad.

En el caso del PAI-1, el incremento de los nivelegeicos fue mayor que el de los
niveles de mRNA. Una posible explicacion es quelosnendometriomas ovaricos, los
bajos niveles de proteasas como la MMP-3, la casiabpaz de hidrolizar especificamente
al PAI-1 [599], pueden dar lugar a una menor deapigheh de la proteina PAI-1, dando
lugar a un aumento en sus niveles proteicos. Bsternento en los niveles proteicos del
PAI-1, en los endometriomas ovaricos, puede cantréblimitar el potencial invasivo del
tejido endometriésico en estadios avanzados denflerreedad, lo que explicaria la
presencia de tejido ovarico sano en la periferlagdeste endometriosico que puede ser

preservado durante la cirugia del mismo.

El incremento en los niveles de mRNA y proteina T&P-1 en tejido
endometridsico ya se habia descrito previamente44I]. Sin embargo, otros autores
han descrito una disminucién de la expresion de PFiMen tejido endometriésico al
compararlo con el tejido endometrial [640]. Lasidees endometridsicas sintetizan y
secretan la proteina TIMPif vitro, mientras que los niveles proteicos de TIMP-1 son
inferiores en el liquido peritoneal de las mujezes endometriosis [477]. El incremento
en la expresion de TIMP-1 observado en el endoom&iovarico, en nuestro estudio,

puede producir una inhibicién adicional de la adad proteolitica en esta localizacion.

Respecto al liquido peritoneal, en el presente dastuse encontrd niveles

superiores de uPA, y MMP-3 en el liquido peritongallas mujeres con endometriosis
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(estadios 11l y 1IV) que en el de las mujeres cdnfii@abla 4.6). Este incremento de la
actividad proteolitica en el liquido peritoneal padalterar la reparacién normal del
peritoneo y su funcibn como barrera, facilitando pebceso de implantacién de

fragmentos endometriales y el desarrollo de l@fesndometridsica.

En conclusién, la sobreexpresion de la uPA y la MdIBbservada en el
endometrio de las mujeres con endometriosis puedengportante, al potenciar la
capacidad invasiva y el crecimiento del tejido endtial fuera del utero. Este proceso
puede llevar a la formacion de lesiones endométaétempranas. Una vez se desarrolla
el quiste endometriésico ovarico, se produce uremento de la expresion del PAI-1y el
TIMP-1, de forma que la actividad proteolitica disuye. Esta observacién puede
explicar el frecuente hallazgo clinico de un qu&idometridsico aislado sin invasién del

tejido ovarico periférico.

Angiogénesis y endometriosis, su relacion con listesnas fibrinolitico y de las MMPs

Se ha descrito que el endometrio eutdpico de Igsrasicon endometriosis tiene
una expresion alterada de diversos componentesa dandiogénesis, indicando su
importancia en la endometriosis [584-587]. Sin emgbano hay estudios previos a este
trabajo que estudien la expresién simultanea dailedes de mRNA y de proteina de
VEGF-A, PIGF y TSP-1 y su correlaciéon con algunosnponentes de los sistemas

fibrinolitico y de las MMPs en tejido y liquido fneal de mujeres con endometriosis.

Aunque algunos estudios previos indican que haymangor expresion de mRNA
de VEGF-A en endometrio de mujeres con endomesrigse en controles [585, 587].
Print y col. [641] encontraron una producciéon de GFEA similar en cultivos de
endometrio provenientes de mujeres con y sin enttmsis. En el presente estudio
observamos un incremento en los niveles de VEGHR#tp a nivel de mRNA como de
proteina, en el endometrio de las mujeres con eettmsis, una condicion que puede
contribuir a la progresion de esta enfermedad. Aargrint y col. [641] indican que la

discrepancia de resultados puede deberse al ariteriseleccion de pacientes, este no
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debe ser el caso, ya que los criterios de selecdruestro grupo son similares. Es mas,
los cultivos de endometrio no pueden reproducicexaente las condicionds vivo, es
decir, carecen de las modulaciones ambientaleasdedrmonas, factores de crecimiento
0 citoquinas, que estan normalmente presentes tadi@sin vivo, de forma que esta

limitacion puede influir en los resultados.

En relacion a las lesiones endometridsicas, Takepaml. [587] encontraron un
incremento en la expresion de mRNA del VEGF-A giddeendometridsico (en estadios
tempranos) frente al endometrio eutdpico de estaferes con endometriosis. Sin
embargo, en nuestro estudio no detectamos ningiientento en los niveles de mRNA
de VEGF-A en endometriomas ovaricos (estadios M)I-IMas bien al contrario,
observamos una disminucion en los niveles de mRNoyeina de VEGF-A en tejido
endometriosico llI-1V frente al endometrio eutdpide las mujeres con endometriosis
(Tabla 4.3). Las caracteristicas de las muestrdgnaeetriésicas pueden ser la razén de la
discordancia entre estos resultados. Tal y comumas@dicado, la endometriosis parece
ser una enfermedad progresiva y se ha observadoracccion de la actividad
angiogénica de las lesiones endometridsicas emliestavanzados de la enfermedad
[639]. Los implantes endometridsicos peritoneates|esiones con un elevado potencial
invasivo de la MEC y angiogénico, mientras que ép&lometriomas ovaricos son
manifestaciones avanzadas de esta enfermedad qaefizecapacidad de remodelacion
del tejido circundante. De hecho, observamos unaomexpresion proteica de VEGF-A

en el endometrioma ovarico frente a la lesion eratngsica de tipo I-1l (Tabla 4.5).

También se ha descrito que, ademas del VEGF-Anddraetrio humano expresa
MRNAs que codifican para otros factores de crecitbiecomo el PIGF [588]. De
cualquier forma, no se ha descrito previamente Xpresion de PIGF en tejido
endometriosico. Aunque se ha sugerido que el PI@fribuye a la angiogénesis en
condiciones patologicas [531], en el presente joalt@ se encontraron diferencias
significativas en los niveles de mRNA y proteicad BIGF en extractos tisulares de

pacientes y controles (Tabla 4.3).
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En relacién a los inhibidores angiogénicos, seugaisdo que las alteraciones de la
expresion de la TSP-1 pueden contribuir a distiamlogias vasculares del tracto
reproductivo [590]. En el presente estudio se aldsana disminucién en los niveles de
VEGF-A y un incremento en los de TSP-1 en endowratii ovarico frente a endometrio
eutdpico de las mujeres con endometriosis (Tal3la Bos niveles de mMRNA concuerdan
con los descritos previamente por Tan y col. [586hque no hay estudios previos de los

niveles proteicos de la TSP-1 en endometriosis.

El incremento de los niveles de TSP-1 puede sporssible de la reduccion de la
actividad angiogénica en el endometrioma ovarieajue puede contribuir a la pequefia
capacidad invasiva de este tejido. Se ha desamgol@s niveles de TSP-1 en muestras
endometriales son mayores en la fase secretorarglaeproliferativa, y que la expresion
de TSP-1 esta regulada por progesterona [556]. diisonancia con estos datos, en
nuestras muestras de endometrio de mujeres comdrobién se detectaron mayores
niveles proteicos de TSP-1 en la fase secretorau& proliferativa. Sin embargo, estas
diferencias no fueron significativas en el endoimete las mujeres con endometriosis.
Todo ello sugiere que puede haber una respuesteaddt a la progesterona en el
endometrio eut6pico de las mujeres con endometritisgue podria estar en relacion con
una menor receptividad endometrial en esta faseiclel que tendria como consecuencia

una menor capacidad fértil, observada con frecaestieste grupo de pacientes.

Los pasos iniciales de la angiogénesis requiereteglisis extracelular y entre las
proteasas implicadas se encuentran las de lossistde activacién del plasminégeno y
de las MMPs [591, 599, 642]. Por lo tanto los ativs niveles de uPA y MMP-3, a nivel
de mRNA y proteina, observados en el endometridagemujeres con endometriosis
pueden contribuir a la angiogénesis y favoreceptapiedades invasivas del tejido. Es
mas, estudios con microarrays han descrito diféaeren el sistema de las MMPs entre
los endometrios de mujeres con y sin endometrif@l8]. Ademas, en el presente
trabajo, se ha observado una correlacion signiizgamntre los niveles de uPA y VEGF-A
(Figura 4.2).
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Por otra parte, como se ha indicado en el apadad@sultados, al distinguir por
fase del ciclo menstrual, sélo en la fase secretietaciclo menstrual los niveles de
MmRNA y proteina de la uPA y la MMP-3 continuabaensio significativamente
superiores en endometrio de mujeres con endomstrgpge en endometrio control,
confirmando resultados previos [14, 95, 464, 644b{a 4.2). Las diferencias en los

niveles de VEGF-A continuaban siendo significatieare estos dos tejidos (Tabla 4.4)

Estudios previos sugieren que tanto los factoredoreetriales como los
peritoneales promueven la angiogénesis en la ertdosige [584, 645]. Respecto al
liquido peritoneal, previamente se habia descrittharemento en los niveles del VEGF-
A en las mujeres con endometriosis [65, 473, 583, 646]. En nuestro estudio también
hemos encontrado mayores niveles proteicos de VE®R-el liquido peritoneal de las
mujeres con endometriosis (estadios Il y IV) qoneskde las mujeres control (Tabla 4.6).
Aparte del incremento en los niveles de uPA y MMM8 se observaron diferencias
significativas en el resto de los pardmetros eatladi. Aunque también se ha descrito un
incremento en los niveles de PIGF en el liquidoitpeeal de las mujeres con
endometriosis en estadios iniciales [589], en moesstudio no se observaron estas
diferencias, las cuales podrian deberse a los iestayanzados de las pacientes en
nuestro estudio. El incremento de VEGF-A pueder estacionado con la endometriosis,
de forma que permitiria al tejido ectdpico sobraven la cavidad peritoneal y desarrollar

una lesién endometridsica.

Hull y col. [647] describieron que los agentes amgiogénicos inhibian el
crecimiento de los explantes en un modelovivo de endometriosis al interrumpir la
formacion de vasos, y que este efecto se podrieaap la enfermedad humana. Estos
hallazgos sugieren que el uso de agentes antiggoms puede ser una nueva

aproximacion terapéutica para el tratamiento dmtiometriosis [648, 649].

En conclusién, el incremento de VEGF-A sin un inoeato significativo de la
TSP-1 en el endometrio eutépico de las mujeresermometriosis puede indicar una
mayor actividad angiogénica, la cual puede coniribuincrementar la capacidad de

implantacion de las células endometriales en ligaotdpicos. El incremento de uPA,
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MMP-3 y VEGF-A en el liquido peritoneal de las nrej con endometriosis puede
permitir la invasion de tejido endometrial en lizationes ectdpicas y permitir, mediante
la formacién de nuevos vasos, el desarrollo y siysmcia de las lesiones

endometriosicas. Un exceso de angiogénesis endahyefreritoneal nos sugiere que los

agentes antiangiogénicos se podrian usar comddqraga la endometriosis.

Polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 y la endometis

El incremento de la actividad fibrinolitica en eldemetrio de las mujeres con
endometriosis puede contribuir al establecimiergdadlesion endometridsica [14, 95],
pero otros factores genéticos y ambientales puededular la severidad de la
enfermedad. Se ha descrito que los individuos emtipo —675 4G4G del gen del PAI-
1 poseen niveles plasmaticos de PAI-1 més elewadoa menor actividad fibrinolitica que
los individuos con genotipo —675 5G5G, mientras meeheterocigotos poseen niveles
intermedios [231-234]. Asi pues, resultaba interesastudiar si el polimorfismo —675

4G/5G del gen del PAI-1 se asocia con la predisgside sufrir endometriosis.

La hipétesis de partida es que las mujeres poriadiel alelo 4G pueden producir
mayores cantidades de PAI-1 (Figura 4.3c), dandarla una mayor inhibicién de la
fibrinolisis. La persistencia de la fibrina poddar lugar a que en el peritoneo puedan
guedar confinados fragmentos endometriales, locguaéribuiria al inicio de las lesiones

endometridsicas.

En un trabajo previo, Bedaiwy y col. [650] obseorague la frecuencia del alelo
4G del gen del PAI-1 en 75 mujeres con endometsssisignificativamente superior a la
observada en 43 mujeres control. Sin embargo, @nesknte estudio no se observaron
diferencias significativas en este polimorfismo ebmparar 170 mujeres con
endometriosis frente a 219 mujeres control (Tabfd B51]. En un estudio posterior,
realizado por Gentillini y col. [652] se observéuigera asociacion en el sentido opuesto
que Bedaiwy y col. [650], de forma que las muje@s genotipo 4G4G tenian un menor
riesgo de desarrollar la enfermedad. Estos autgresnocen que, dada la limitada

contribuciéon del polimorfismo a la susceptibilidaé la enfermedad, se necesitaria
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realizar un estudio con un mayor tamafio muesti@dkdas, concluyen que, en poblacion
caucasica, la posible asociacion de una variacdética del sistema fibrinolitico con la
predisposicion de sufrir endometriosis no impli¢gpalimorfismo 4G/5G del gen del

PAI-1, confirmando nuestros resultados [651].

La discrepancia de nuestros resultados con losiolot® por Bedaiwy y col. puede
deberse a algun sesgo en el grupo control (n=é3sdudio anterior [650], posiblemente
debido a que las poblaciones estudiadas son mwefiag para un estudio de asociacion.
De hecho, aunque la distribucion del polimorfisn®/3G en los controles varia a lo
largo de distintos estudios [653-656], la frecuandiel genotipo 5G5G siempre ha
resultado ser inferior a 0,340 y la del genotipeat@Giempre ha resultado ser superior a
0,180. En contraste, la distribucién descrita ped&wy y col. [650] en el grupo control
fue 0,560 para el genotipo 5G5G y de 0,120 paréGG. Tampoco parece que las
diferencias del fondo genético tengan importan@ague las mujeres en los tres estudios

pertenecen al mismo grupo étnico.

En nuestro trabajo, también estudiamos si el pafisroo 4G/5G del gen del PAI-
1 modula los niveles endometriales de PAI-1 en regjeon y sin endometriosis. En
mujeres control, encontramos que los niveles de-IPAdndometriales aumentan
significativamente con el nimero de alelos 4G. 8mbargo, en las mujeres con
endometriosis, aunque se observd esta misma teaddas diferencias no fueron
significativas (Figura 4.3b). El significado de ee$techo en la endometriosis adn debe

aclararse.

Es mas, los niveles de mRNA y proteicos del PAéiddian a ser mayores en el
endometrio de las pacientes que en el de las nsugengtrol, aunque sus diferencias no
resultaron significativasPe 0,063,P= 0,073) (Tabla 4.1). La ausencia de significacion
estadistica para estas diferencias se puede delretaanafio muestral insuficiente en el

estudio.

El liquido peritoneal parece jugar un papel impudaen el proceso de

implantacion y el desarrollo de las lesiones endoésicas de las pacientes con
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endometriosis [645, 657]. En el presente trabajs,riveles proteicos de PAI-1 en el
liquido peritoneal estaban significativamente nlagaslos en pacientes que en controles.
Es mas, pacientes y controles con genotipo 4G4(arteniveles superiores de PAI-1,
aunque no significativos, que aquellos con gendii@dG (Figura 4.4). El incremento en
los niveles proteicos de PAI-1 en el liquido perétal de las pacientes puede deberse a la
inflamacién de bajo grado descrita previamenteaeendometriosis [657]. Estos niveles
elevados de PAI-1 en el liquido peritoneal puedentriouir al empeoramiento de la
fibrinolisis peritoneal, lo que facilita la forméa de adhesiones debidas a la reducida
eliminacion de fibrina. Este hallazgo podria alirieas terapéuticas que permitieran el
uso de sustancias profibrinoliticas a nivel peengue utilizadas en el postoperatorio

contribuyeran a la prevencion de formacion de nsi@dierencias.

En conclusién, las frecuencias genotipicas delmmofismo 4G/5G no varian
significativamente entre pacientes y controles. lndgeles de PAI-1 en el tejido
endometrial de las mujeres control parecen estaniadns con el polimorfismo 4G/5G.
El aumento de los niveles proteicos de PAI-1 olz#ws en el liquido peritoneal de los
pacientes puede contribuir a incrementar las lesioperitoneales observadas en la

endometriosis.

Polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3 y la endomesis

Como se ha comentado previamente, las células exdales estromales expresan
varias MMPs y la expresién alterada de esas prdgasede llevar al establecimiento y
progresion de la endometriosis. Ademaslirporfismos genéticos localizados en la
region promotora de los genes de las MMPs puededupir un incremento en la
expresion génica de estas MMPs, pudiendo confedr mayor predisposicién a sufrir

endometriosis.

Distintos grupos han observado alteraciones ennlesles de MMP-3 en el
endometrio eutopico de las mujeres con endomedriosnte al de las mujeres control
[10, 14, 61, 95, 386] (Tabla 4.1) y por otro ladbpolimorfismo de insercién/delecion
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de una adenina (5A/6A) en la posicion -1612 deelgiGn promotora de la MMP-3
modifica la actividad transcripcional de forma edfiea de alelo, de forma que el alelo
5A esta asociado con una mayor actividad transonptin vitro, aproximadamente el
doble que el alelo 6A [387]. Por ello, nuestromgrise decidio a estudiar la asociacion de

este polimorfismo con la predisposicion de sufnid@mnetriosis.

Hay varias publicaciones en las que se estudiapsdiimorfismo con resultados
contradictorios. Por un lado Shan y col. [394] obae un mayor riesgo para las mujeres
portadoras de los alelos -1607 2G (de la MMP-11612 6A (de la MMP-3). Sin
embargo, Ferrari y col. [398], en poblacion itatiay Borghese y col. [399], en
poblaciones con distinto origen étnico, siendodalacién caucéasica la mas abundante,
no encuentran ninguna relacion entre estos dospdismos (-1607 1G/2G de la MMP-

1y -1612 5A/6A de la MMP-3) con una predisposiaj@mética a sufrir endometriosis.

En nuestro trabajo no encontramos diferencias fiigtivas entre ambos grupos
(Tabla 4.8). Sin embargo, no se puede tomar ningonalusién de nuestro estudio, ya
gue la poblacion de individuos control no se engoeh equilibrio de Hardy-Weinberg.
Pese a esto, las frecuencias alélicas de los temtobtenidas por nuestro grupo (5A=
0,399; 6A= 0,601) no son muy diferentes a las abganen otro estudio en poblacién
espafiola (5A= 0,476; 6A= 0,524) [658].

También analizamos si el polimorfismo 5A/6A del genla MMP-3 era capaz de
modular los niveles tisulares de MMP-3, tanto &hidle mMRNA como de proteina, en el
endometrio de mujeres con y sin endometriosis (Bigli5b), asi como los niveles
proteicos en el liquido peritoneal (Figura 4.6). Enguno de los casos encontramos
diferencias significativas, de forma que, al meeastejido endometrial y en liquido
peritoneal, el polimorfismo 5A/6A del gen de la MANBMo parece afectar a sus niveles
de expresion. Sin embargo, observamos un incremanta expresion de la MMP-3, a
nivel de mRNA y proteico (Tabla 4.1), en el endamede las mujeres con endometriosis
frente al de las mujeres control. Respecto aldigieritoneal, también se observé que la
expresion de MMP-3 era mayor en las mujeres comraettiosis que en las mujeres
control (Tabla 4.6).
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Polimorfismos del gen del VEGA-A y endometriosis

En el presente trabajo evaluamos tres polimorfisfuogionales del gen del
VEGF-A (-460C/T, +405G/C y 936C/T) en mujeres conity endometriosis y, ademas,
correlacionamos estos polimorfismos con la expredi®) VEGF-A en tejido endometrial

y liquido peritoneal [659].

No encontramos diferencias significativas, ni es fecuencias genotipicas ni
alélicas, entre las mujeres con y sin endometrjuesia los polimorfismos -460C/T (Tabla
4.9) y +405G/C (Tabla 4.10) del gen del VEGF-A. @mbargo, los pacientes con
endometriosis mostraron una mayor frecuencia add &#36T que los controles (Tabla
4.11).

Este es el primer trabajo en el que se estudiaoteelacion entre estos tres
polimorfismos y los niveles de VEGF-A en extractm&lometriales y liquido peritoneal

de mujeres con y sin endometriosis.

Aunque en la mayoria de trabajos tampoco se erreuasciacion entre el
polimorfismo -460C/T y la endometriosis [550-552606663], Hsieh y col. [548]
describieron que la presencia del alelo -460T a@mfena mayor susceptibilidad de sufrir
endometriosis. Esta discrepancia puede deberseealagdlistribucion genotipica del
polimorfismo -460C/T en la poblacién de controles dicho estudio [548] no se
encontraba en equilibrio de Hardy-Weinbefg 0,00006).

En relacién al polimorfismo +405C/G, no observanasociacion entre este
polimorfismo y la endometriosis, o que concuerda tos resultados de otros grupos
[652, 660, 661], pero estd en desacuerdo con ttabsjos [549-551, 662, 663]. Sin
embargo estos Ultimos trabajos también difiereswenresultados, de forma que, segun
los grupos de Bhanoori y col. [550] y Altinkaya gl.c[662] hay una mayor frecuencia
del alelo +405G en mujeres con endometriosis, maenmjue en los estudios de Kim y
col. [551], Gentilini y col. [549] y Attar y col.663] hay una mayor frecuencia del alelo
+405C y/o del genotipo +405CC en las mujeres aflastaEsta discrepancia a lo largo de

los diferentes estudios puede deberse a las diésrgroblaciones estudiadas: Sur de la
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India [550], Corea [551], Japdn [552], Italia [548lustralia [660] China [661] y Turquia
[662, 663]. Pero también hay que tener en cuerstaetoores experimentales, asi por
ejemplo, en el estudio en poblacién Turca de Idsnoofismos —460C/T y +405G/C,
realizado por Altinkaya y col. [662] en 98 mujemm endometriosis y 94 controles, se
observo una mayor frecuencia del alelo +405G yodaénotipos portadores de este alelo
en mujeres con endometriosis que en las mujeresoto8in embargo, la ausencia de
individuos homocigotos para el corte de estos desotipos en controles (usaron
endonucleasas de restriccion para el genotipads)hace pensar que estos autores han
sufrido un error de disefio experimental. Sus frecias genotipicas y alélicas (-460C
1,1% y +405G 5,3%, en controles) se alejan de dasudlquier estudio previo e incluso

de estudios de su propia poblacién [663].

En relacion al polimorfismo 936C/T del VEGF-A, ent@mos una asociacion
positiva entre el alelo 936T del gen del VEGF-Aayehdometriosis. Este resultado esta
en consonancia con un trabajo realizado en poblakEponesa [552] en el que hay mayor
frecuencia del alelo 936T en mujeres con endonsitriEen estadios IlI-1V que en mujeres
control, aunque otros tres estudios no encuentfaredcias significativas en poblacién
Coreana [553], Australiana [660] y China [661]. &kia claro si el polimorfismo 936C/T
esta asociado con la expresion del VEGF-A. Aungerenir y col. [544] describieron que
el genotipo 936CC esta asociado con mayores niypddssnaticos de VEGF-A que los
genotipos 936CT y TT, Awata y col. [664] no encéntinguna correlacién significativa

entre los polimorfismos del VEGF-A y los nivelesisgés del VEGF-A.

La presencia del haplotipo -460C/+405G parece asskicon una mayor actividad
promotora y, por lo tanto, con una mayor expresiénVEGF-A, comparada con el
haplotipo -460T/+405C [665]. Sin embargo, existaacmpancias en cuanto a los

resultados de los distintos grupos.

Aunque nuestro estudio [659] comprobd la existende desequilibrio de
ligamiento, tanto en el grupo de mujeres sin endosés (control) como en el de
mujeres con endometriosis, entre los polimorfismd80C/T (rs833061) y +405G/C

(rs2010963) (Figura 4.7), al analizar las frecuamale los cuatro haplotipos resultantes
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no se encontraron diferencias significativas epéreientes y controles (Tabla 4.12). Ello
concuerda con los resultados de Kim y col. [551je gpese a encontrar una mayor
frecuencia del genotipo +405CC, no encuentran alii@as en las frecuencias
haplotipicas. Ademas, Ikuhashi y col. [552] en poldin japonesa, y Zhao y col. [660] en
poblacién australiana, tampoco encuentran difeasnein las frecuencias alélicas ni
genotipicas de los polimorfismos -460C/T o +405GiCen las frecuencias haplotipicas

derivadas de su combinacion, entre mujeres con grelometriosis.

Sin embargo, otros autores si que encuentran a&s@Tigentre determinados
haplotipos y la endometriosis. Asi por ejemplo Bl@mny col. [550], describen una
mayor frecuencia del genotipo +405GG y del alel65€3 en mujeres con endometriosis
que en controlesPE 0,002), asi como una menor frecuencia del hgquod#60T/+405C
en mujeres con endometriosis que en contrdRes ({,016). Pero Attar y col. [663]
obtienen resultados totalmente opuestos, de fouraegcuentran una mayor frecuencia
del genotipo +405CCPE 0,027) y del haplotipo -460T/+405€<% 0,011) en mujeres con
endometriosis que en controlés=(0,027).

Se ha descrito que tan solo el 16% de los estuiBoasociacion genética se
replican con éxito [666]. En el caso de la endoimgis, se ha investigado la asociaciéon
de distintos genes candidato con la endometriestando la mayoria de ellos implicados
en los procesos de detoxificacion, biosintesissiere@ides y sus receptores y regulacion
del sistema inmunoldégico. Y, al igual que ocurreotras enfermedades complejas, la

mayoria de los hallazgos positivos no se han padigicar [652].

La mayoria de estos estudios no concuerdan debldopasible implicacion de
numerosos genes con efectos modestos, al sesgacodpor el uso de pequefias
poblaciones y ademas por el sesgo en las publitegioya que los investigadores,
editores y revisores tienden a enviar 0 a acepustritos para su publicacion basados

en resultados positivos, siendo los negativosiltificle localizar [652].

No hay trabajos previos al nuestro [659] que estudi influencia de estos tres

polimorfismos del gen del VEGF-A sobre su expresantejido endometrial y liquido
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peritoneal en mujeres con y sin endometriosis. Cberaos indicado previamente [10],
junto con otros grupos [65, 473, 583, 585, 587)epramos un incremento en los niveles
de VEGF-A en el endometrio (Tabla 4.3 y Figura #y8&n el liquido peritoneal de las
mujeres con endometriosis (Tabla 4.6 y Figura 4.9@)que sugiere que hay un
incremento de la actividad angiogénica. Este aunngata angiogénesis puede contribuir
a la capacidad de implantacion de las células eatt@ies en lugares ectépicos,

permitiendo el desarrollo de una lesién endometdds

Sin embargo, no hemos observado diferencias sigtifas en los niveles de
VEGF-A en tejido endometrial (Figura 4.8b, c y T@#l13) y liquido peritoneal (Figura
4.9b y Tabla 4.14) en los tres polimorfismos estdds, tanto en pacientes como en
controles [659]. Se ha demostrado que los macréfagtivados del liquido peritoneal
son una fuente de VEGF-A en endometriosis y quemad, la expresion del VEGF-A
esta regulada por esteroides ovaricos [65]. Se dwarilo que, en la endometriosis,
aumenta el nimero y la activacion de los macréfdgogue podria explicar los elevados
niveles de VEGF-A en el liquido peritoneal de lagjeres con endometriosis [65].
Aunqgue en el presente estudio el VEGF-A parece ed@cionado con la endometriosis,
los niveles de VEGF-A no parecen estar modulados miaguno de los tres
polimorfismos estudiados, ni en pacientes ni enenegj control. Nuestros resultados
[659] indican que estos polimorfismos no son buenascadores de endometriosis y que
el polimorfismo 936C/T del VEGF-A puede estar aadoicon el riesgo de endometriosis
en poblacién caucasica, aunque el incremento emvefes de VEGF-A observados en la

endometriosis no parece estar asociado con esteqofimo.

Influencia del liquido peritoneal en la expresion ed factores angiogénicos y

proteoliticos en cultivos de células endometriales

Varios estudios, incluyendo los resultados delgrstrabajo [11], sugieren que el
endometrio eutdpico y el liquido peritoneal de nageres con endometriosis alteran la

expresion de algunos componentes de los sistemastigacion del plasminégeno y de
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las MMPs y, también, de la angiogénesis, indicasqa® estos sistemas pueden jugar un
papel importante en la patogenia de esta enfermi@jakD, 14, 41, 95, 584-587, 667].
Sin embargo, no hay estudios previos del efectdigi@ido peritoneal, de mujeres con y
sin endometriosis, en la expresion y liberaciordidéintos componentes proteoliticos y
angiogénicos en cultivos de células endometrialesmdijeres con la enfermedad y

controles.

La proteolisis extracelular estd implicada en lostadios iniciales de la
angiogénesis, y entre el grupo de proteasas ing@icae incluyen componentes del
sistema de activacion del plasminégeno y de las BI{2R3, 591, 599, 642]. Dado que el
VEGF-A induce la expresion de uPA [591], parec®nable estudiar simultdneamente la

expresion de los sistemas fibrinolitico, de las MMRle la angiogénesis.

En relacién a los parametros de los sistemas deegmas estudiados en este
trabajo, se observa que el liquido peritoneal, otat mujeres control como con
endometriosis, induce significativamente los nigale mMRNA y proteina de uPA vy los
niveles proteicos de la MMP-3 en los cultivos deile& endometriales (Figura 4.11a y
b). Mientras, ambos tipos de medios suplementadisktliquido peritoneal de mujeres
con y sin endometriosis indujeron un incrementolanniveles de PAI-1, a nivel de
MRNA y proteina, en cultivos de mujeres contral, einbargo no se observd un efecto
significativo en los cultivos derivados de las megecon endometriosis (Figura 4.12a y
b). Tampoco se observaron diferencias significatesa los niveles de TIMP-1 al estudiar

los distintos cultivos suplementados con distimeslios (Figura 4.12a y b) [11].

Por otra parte, se observo que el liquido peritpt@ato de mujeres control como
con endometriosis, inducia un incremento significaten los niveles de mRNA y
proteina de VEGF-A en los cultivos procedentes afe rhujeres con endometriosis
(Figura 4.11a y b), mientras que la TSP-1 solmeezmentaba significativamente en los
cultivos de células endometriales procedentes deresicon endometriosis y tratadas
con liquido peritoneal de mujeres con endometrigBigura 4.12a y b). El elevado

incremento del VEGF-A observado en el endometridademujeres con endometriosis
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puede indicar una mayor actividad angiogénicau$d puede contribuir a la capacidad de

implantacién de las células endometriales en siib§picos [11].

El presente estudio [11] muestra que el liquiddtgesal de las mujeres con
endometriosis es el que induce un mayor incremeatexpresion de mRNA de uPA 'y
VEGF-A (en extracto celular) y un mayor incremedto liberacion proteica de uPA y
VEGF-A (en sobrenadante del cultivo), en cultivesl@metriales de mujeres con la
enfermedad (Figura 4.11a y b). El liquido peritdneantiene distintas citoquinas,
factores de crecimiento, hormonas esteroideas tpré proteoliticos y angiogénicos
[645]. Es mas, en el liquido peritoneal se handaati® distintos tipos celulares como
macrofagos, eritrocitos y células endometriale$]6los macréfagos activados secretan
IL-1B3, que incrementa la expresibn de mRNA del VEGF-A ceitivos de células
estromales humanas de mujeres con endometrios#$. [@8emas, el liquido peritoneal
de las mujeres con endometriosis induce la prodacyi liberacion de VEGF-A por
neutréfilos [646]. De esta forma, algunas citogainafactores de crecimiento presentes
en el liquido peritoneal de las mujeres con endoasét pueden contribuir a incrementar

la angiogénesis en células las endometriales deresugon endometriosis.

También se observé una correlacién positiva sicatifra entre el porcentaje de
cambio en los niveles de uPA y MMP-3 y los nivetles VEGF-A (Figura 4.13). El
incremento en los factores proteoliticos inducidos el liquido peritoneal de pacientes
también puede favorecer la angiogénesis y las @idagies invasivas de este tejido. El
desarrollo de explantes endometriésicos implica $iguientes eventos celulares:
adhesion, invasion, proliferacion y neovasculaiiza Algunos de estos eventos usan
procesos similares, por ejemplo, tanto durantevasion como la neovascularizacion se

utilizan procesos proteoliticos [669].

Los niveles de mRNA y proteicos de de los compaeemnproteoliticos y
angiogénicos pueden reflejar la regulacion trapsmnal y postranscripcional de estos
componentes y la relacién de estos eventos criéinosl desarrollo de la endometriosis.
En el presente trabajo [11] se observé que el dmyperitoneal induce un mayor

incremento en los niveles proteicos de uPA, MMP-BBGF-A que en los niveles de
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MRNA correspondientes. Estos resultados sugieren aigrtas proteinas del liquido
peritoneal de las mujeres con endometriosis regukannivel transcripcional y
postranscripcional, factores proteoliticos y angiigos en cultivos endometriales de

mujeres con endometriosis.

Es mas, los aumentos de las actividades proteolificangiogénica en el
endometrio pueden no ser las Unicas alteraciongsomeables para el proceso de
implantacion en lugares ectopicos. Un ambientetgezal alterado, con capacidad
incrementada para inducir y potenciar alteraciamesl tejido endometrial, puede ser una

condicion necesaria para la patogénesis de lareatiad.

En conclusién, el liquido peritoneal de las mujecess endometriosis induce
mayores niveles de uPA y VEGF-A en cultivos de leSlendometriales de mujeres con
endometriosis que el liquido peritoneal de las regjeontrol. Los niveles mas altos se

observaron en cultivos de células endometrialdasipacientes de endometriosis.

Asi, las interacciones endometriales-peritoneatelsigzen un incremento en los
factores proteoliticos y angiogénicos en las cél@éladometriales, participando de esta
forma en el establecimiento y mantenimiento denldoenetriosis peritoneal. De cualquier
forma, el mecanismo especifico por el cual se medufactores proteoliticos y
angiogénicos en las células endometriales tratadasliquido peritoneal necesita ser

investigado en profundidad.

En la actualidad nuestro grupo de trabajo estadizamalo el papel de diveros
microRNAs relacionados con la angiogénesis y plisisoen la endometriosis, con la
finalidad de saber si una expresion alterada deni®NAs que modulan estos procesos
podria ser la causa del desequilibrio de los misetosa endometriosis [670]. De esta
manera, nuevas estrategias terapéuticas encaminanesiular los miRNAs alterados
(mediante el bloqueo de los sobreexpresados o tengacion de los subexpresados)
[671], podrian suponer un verdadero avance en mbaimiento y en el desarrollo de
nuevas modalidades terapéuticas encaminadas amiestto de la enfermedad

establecida o a la prevencion de recurrenciagtiaatamiento quirdrgico de la misma.
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“Normalmente no rezo, pero si estas ahi, por fagalyame Superman”

Homer Simpson
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. El endometrio de las mujeres con endometriosis gpasega mayor capacidad
proteolitica y angiogénica mediada por un aumemtdod niveles de mRNA y
proteina de uPA, MMP-3 y VEGF-A. Todo ello expligata capacidad de las
células endometriales de degradar la matriz edtrace e implantarse en
localizaciones ectopicas y desencadenar la formad#&la lesion endometridsica

inicial.

. La mayor expresioén de los inhibidores, PAI-1, TIMR-TPS-1 en el endometrioma
ovarico sugiere que se trata de una lesidon conbaije actividad proteolitica y

angiogénica.

. El' aumento de uPA, MMP-3 y VEGF-A en el liquidoifmereal de las mujeres con
endometriosis podria permitir el desarrollo deedn endometridsica. El aumento de
los niveles de PAI-1 en liquido peritoneal de lasipntes podria contribuir al

aumento de las adherencias peritoneales observaekias pacientes.

. La distribucion del genotipo 4G/5G del gen del RA&s similar en pacientes y
controles. Sin embargo, en mujeres control los lesvede PAI-1 en tejido
endometrial y liquido peritoneal se asociaron ciwhal polimorfismo, siendo mas

elevados en las mujeres con genotipo 4G/4G.

. En relacion a los polimorfismos estudiados del g VEGF-A, nuestros

resultados sugieren que el polimorfismo 936C/T pusstar asociado con el riesgo
de endometriosis. Sin embargo, el aumento de leslas de VEGF-A que se
observa en el endometrio eutopico y en el liquiddtgneal de las mujeres con

endometriosis no parece asociarse con este poigmarf
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6. El liquido peritoneal de mujeres con endometriosisice mayores niveles de uPA
y VEGF-A en cultivo de células endometriales deareg con endometriosis que el
liquido peritoneal control. Ello indica que la irgecion endometrio-liquido
peritoneal induce un aumento de factores angiogénycfibrinoliticos que puede

contribuir al desarrollo de las lesiones endomsitas.

7. Los resultados del presente estudio sugieren queaueiento de activadores
proteoliticos y de factores angiogénicos en el emddo de mujeres con
endometriosis podria contribuir al potencial invasile las células endometriales. El
aumento de inhibidores y la disminucion de la a@tdigd proteolitica y angiogénica
observados en el tejido endometridsico podria expél frecuente hallazgo clinico del

quiste ovarico endometriésico aislado sin invadiéirtejido ovarico circundante.

8. La existencia de un desequilibrio proteolitico ygiagénico a nivel endometrial,
peritoneal y en el tejido endometriésico podriaratuevas lineas de investigacion
encaminadas a una mayor comprension de los mecanigmplicados y a la

aplicacion de nuevas terapias.
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BACKGROUND: The plasminogen activator (PA) and matrix metalloproteinase (MMP) systems are implicated in
the establishment of endometriosis. The mechanisms by which these systems are involved in the pathogenesis of
this disease are not well defined and controversial results have been published. The aim of this study was to analyse
mRNA and protein levels of several components of the PA and MMP systems in endometriotic tissue and endo-
metrium from women with and without endometriosis. METHODS and RESULTS: Real-time guantitative
RT-PCR assays were developed to quantify mRNA levels of these components in 57 women with endometriosis
and 32 controls. Endometrium of women with endometriosis showed higher mRNA and antigenic levels of uro-
kinase type-PA (uPA) and MMP-3 than endometrium from controls. In these patients, ovarian endometriotic tissue
had higher mRNA and antigenic levels of PA inhibitor type 1 (PAI-1) and MMP inhibitor type 1 (TIMP-1) than
endometrivm. CONCLUSIONS: The increase in mRNA and protein levels of ul’A and MMP-3 observed in endo-
metrium of women with endometriosis may facilitate the attachment of endometrial tissue to the peritoneum and
ovarian surface, as well as the invasion of the extracellular matrix. This process would lead to the Formation of
early endometriotic lesions. Once the ovarian endometriotic cyst is developed, PAL-1 and TIMP-1 would increase
which could explain the frequent clinical finding of an endometrioma without invasion ol the adjacent ovarian
tissue.

Key words: endometriosis/inhibitors/matrix metalloproteinase/plasminogen activators/quantitative RT-PCR

Introduction

Endometriosis 1s one of the most frequent benign gynaecolo-
gical diseases that affects women of reproductive age with
pelvic pain or infertility (Martinez-Roman et al, 1997;
Giudice er al., 1998; Pellicer er al., 2001). Little 15 known
about the pathogenesis of endometriosis. However, it is
thought that retrograde menstruation may transport endo-
metrial tissue to ectopic locations. By degrading extracellular
matrix, the ectopic endometriom may be able o implant and
invade peritoneum and the surrounding structures ( Spuijbroek
et al., 1992; Kobayashi, 2000). The plasminogen activator
(PA) and mammx metalloproteinase (MMP) systems may be
involved in this process.

The PA system includes a broad spectrum of proteolytic
enzymes with physiological and pathophysiological [unctions
such as fibrinolysis, tissue remodelling and tumor invasion,
and may also be implicated in the reproductive process

(Loskutoff, 1991; Estellés er al, 1994; Gilabert et al., 1995
and 1995b; Andreasen et al, 1997; Murphy et al, 2000;
Castello ef al., 2002). Plasminogen is activated to plasmin by
two types of activators, urokinase-type PA (uPA) and tissue-
type PA (tPA). Whereas tPA is involved in the lysis of fibrin
clots, uPA 1s mainly implicated in cellular proteolysis. The
activity of the PAs is regulated by specific PA inhibitors
(PAIs). The principal PAls are PAI-1. also named endothelial
cell PAL (Loskutoff, 1991), PAIL-2, or placental-type PAI
(Kruithof er al, 1995; Grancha et al, 1996) and PAI-3,
which 15 identical to protein C inhibitor (Heeb et al., 1987).
In additon, PAI-1 plays an important role in signal trans-
duction, cell adherence and cell migration (Harbeck e al.,
2001).

Matrix  metalloproteinases (MMPs) are a family of
enzymes involved in  extracellular matrix remodelling
(Matrisian, 1992), These proteases have been implicated in

272 Human Reproduction vel 20 e, | © Eurapean Society of Human Reproduction and Embryology 2004, all rights reserved
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1. ABSTRACT

Endometriosis is one of the most frequent benign
gynecological diseases that affect women. Litile is known
about the pathogenesis and etiology of endometriosis,
despite the numerous studies performed m this field
Although endometriosis is a benign disease, the
endometrial tissue, after attachment to the peritoneum. has
the ability to grow and mvade the surrounding fissues.
Similar to neoplastic growth, local extracellular proteolysis
might take place, and therefore, the fibrinolvtic system may
be involved. An altered expression of several components
of the fibrinolytic system in the endometrium and
peritoneal fluid of women with the disease has been
suggested as a key factor in the establishment of the
endometriotic lesions. There is evidence of increased
fibrinolytic activity i the eutopic endometrium of these
women, resulting in endometrial fragments with a lagh
potential to degrade the extracellular matrix and facilitate
implantation. The pemtoneum possesses an  inherent
fibrinolytic activity that is responsible for the degradation
of the fibrin deposits onginated after an injury. This
physiological function allows a correct repair of the
mesothelium. and therefore. prevents the formation of
adhestons. Peritoneal fluid of women with endometriosis
and pelvic adhesions hay shown to have an increased
fibrinolytic activity that may be mmplicated in reducing the

1162

formation of new adhesions. Endometriotic nssue has
abnormal proteolytic capacity, which is determined by
meodifications of the fibrinolytic parameters in this tissue.
Proteolytic status 1s determuned by the imbalance between
plasminogen activators and plasminogen  activator
inhibitors, which are expressed differently depending on
the type of lesion considered and the stage of the disease.
The aim of the present study is to review the role of the
plasminogen activator system in endometriosis, consider
the clinical implications and focus on possible further
research efforts and therapeutic applications in this disease.

1. INTRODUCTION

Endometriosis 15 defined by the presence of
endometrial glands and stroma outside the uterus. It is one
of the most frequent benign gynecological diseases that
affect women with pelvic pain or infertility dunng their
reproductive age (1. 2). The etiology and pathogenesis of
endometriosis are far from clear. despite several decades of
research m tlus field.  Little is known about the
pathogenesis of endometriosss. However, it 15 thought that
retrograde menstruation may transport endometnial tissue o
ectopic locations. Several factors have been implicated as
causes of endometriosis mcluding immune system
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The purpose of this study was to evaluate whether high levels and small isoforms of
lipoprotein (a) [Lp(a)] are markers of risk of early myccardial infarction and markers of
the severity of coronary atherosclerosis. Lp(a) levels and small apo{a) isoforms were
higher in 222 patients than in 199 controls (p<0.001). In patients, Lp{a}=30 mg/dL
was associated with the presence of coronary lesions (p=0.007) and the severity of
coronary atherosclerosis (p=0.002). The present study suggests that Lp(a) levels and
small isoforms are markers of early myocardial infarction and that Lp(a) levels =30
mg/dL are associated with severe patterns of coronary atherosclerosis.
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atherothrombosis.
Haematologica 2006; 91:562-565
©2006 Ferrata Storti Foundation

From the Department of Cardialogy
(EZ, MAA, AO, LA; MAP) and
Research Centre, Hospital
Universitario La Fe, Valencia,

Spain (CF, FE, LAR, RC, AE).

Correspondence:

Amparo Estelles, Hospital
Universitario La Fe, Centro de
Investigacion, Av. Campanar, 21.
46009 Valencia, Spain.

E-mail: estelles_amp@gva.es

esides cardiovascular risk factors,
B hemostatic balance may play a role in

the onset and progression of
atherothrombosis. Lipoprotein (a) [Lp(a)], a
part of low density lipoprotein cholesterol,
can exert a pro-atherogenic and hypofibri-
nolytic effect. The size of its glycoprotein
component, apolipoprotein(a) [apo(a)],
varies significantly' as a result of which dif-
ferent isoforms have been identified. Lp(a)
concentration is highly inheritable and there
is no compelling evidence that Lp(a) levels
can be lowered by pharmacological inter-
ventions other than hormone replacement
therapy.® Although there is evidence indicat-
ing that the risk of ischemic heart disease
increases with high Lp{a) levels™ and/or
small apofa) isoforms,’ the specilic mecha-
nisms involved are unknown. Basically, Lp(a)
can promote atherothrombosis either by
decreasing fibrinolytic activity™ or by
enhancing the growth of atheromatous
lesions.® The first effect can be explained by
two different mechanisms: the competition
with plasminogen to bind fibrin® and up-
regulation of the expression of plasminogen
activator inhibitor-1 (PAI-1)." The FAI-1 pro-
moter 4G/5G polymorphism modulates PAI-
1 levels, but whether this palymorphism
influences the effect of Lp{a) on PAI-1 levels
has not yet been investigated.

The relationship between Lp(a) levels and
the severity of coronary atherosclerosis in
patients with unstable angina or acute
myocardial infarction (MI) has been ana-
lyzed in several studies with controversial
results,”™" while the potential value of small
apo(a) isoforms in predicting severe angio-
graphically demonstrable atherosclerosis

haematologica/the hematology journal | 2006; 91(4)
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remain unclear. In this study we simultane-
ously analyzed Lp(a) levels, apo(a) isoforms
and the angiographic pattern
(presence/absence of coronary lesions and
severity of the coronary atherosclercsis) in
young stable survivors of MI. We also deter-
mined PAL-l levels and other fibrinolytic
parameters to provide a preliminary insight
into the mechanism by which Lp(a) may
promote atherothrombosis. These variables
were also analyzed in controls in order to
assess their potential role as markers of
ischemic heart disease in young people.

Design and Methods

Our study included 222 subjects, aged <51
years who had had a MI” (Table 1). None of
them had a previous history of stroke or
malignancy. Blood sampling was performed
in a clinically stable condition =3 months
after the acute coronary event. Coronary
angiograms were analyzed to establish the
absence or presence (luminal narrowing
=70%) of significant coronary lesions and
the severity of coronary atherosclerosis,
which was determined using a stenosis
score.” According to this score, coronary ath-
erosclerasis was graded as absent (0 points),
mild {1-9 points), or severe (=10 points). One
hundred and  ninety-nine  unrelated
Caucasian controls from the same geograph-
ical area as the patients and with a similar
age and sex distribution were enrolled in the
study (Table 1). All contrals were apparently
healthy and none of them had a personal
history of thrombatic disease or malignancy.
Classical cardiovascular risk factors were
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PAI-1; Background: The urckinase plasminogen activator (uPA) systemn has been involved in
PAI-3; cancer cell invasion and in metastasis. uPA activity is controlled by its principal
uPA; inhibitor, the PA inhibitor type-1 (PAl-1), but it can also be inhibited by PAI-3.
Gene expression Increased levels of uPA and PAI-1 are known to be associated with a poor prognosis in

breast cancer. To our knowledge this is the first study of the expression and role of PAl-
3 in human breast cancer tissue.

Materials and methods: Protein and mRNA levels were evaluated for uPA, PAI-1 and
PAl-3 in breast cancer tissues from 70 different patients. The localization of antigen
and mRNA of these proteins was studied by immunohistochemistry and in situ
hybridization, respectively.

Resuits: No significant differences were observed for PAl-3 mRNA or protein levels
between the nodal status groups or the different post-surgical tumor-node-
metastasis (pTNM) stages. However, uPA and PAl-1 mRNA and antigen levels
significantly increased at the pTNM stage and in node-positive patients. PAI-3 antigen
levels were significantly higher in early relapse-free patients, whereas PAl-1 antigen
levels were significantly higher in patients who suffered a relapse. PAl-3 protein and

Abbreviations: PAl-3, plasminogen activator inhibitor type 3; PAl-1, plasminogen activator inhibitor type 1; uPA, urokinase type
plasminogen activator; RT-PCR, reverse transcription polimerase chain reaction.
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Expression of angiogenic factors in endometriosis:
relationship to fibrinolytic and metalloproteinase systems
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BACKGROUND: Endometriosis a highly prevalent, benign disease in which the angiogenic. fibrinolytic and metallo-
proteinase (MIMP) systems may be implicated. The objective of this study is to analyse mRNA expression and protein
levels of several angiogenic factors and to correlate them with several components of the fibrinolytic and MMP
systems in samples from 71 women with endometriosis and 30 controls. METHODS AND RESULTS: Eutopic
endometrium showed higher mRNA expression of vascular endothelial growth factor (VEGE) in patients than in con-
trols. However, ovarian endometrioma had lower VEGF mRNA levels than did the eutopic endometrium of patients.
Similar results were obtained for VEGF protein levels. On the other hand. a significant increase in thrombospondin- 1
(TSP-1) levels was observed in ovarian endometrioma than in eutopic endometrium. The peritoneal fluid from women
with endometriosis showed a significant increase in VEGF, urokinase-type plasminogen activator (uPA) and MMP-3
levels than that of controls. A significant correlation was observed between the levels of VEGFE and uPA in endo-
metrinm and in peritoneal fluid. CONCLUSIONS: Endometrium and peritoneal fluid from women with endometrio-
sis have increased levels of VEGF, uPA and MMP-3 levels. Therefore, the development of endometriotic implants at
ectopic sites may be facilitated, promoting the progress of the endometriosis.

Keywords: endometriosis: angiogenesis; VEGF: fibrinolytic system: metalloproteinase system

Introduction may have an important role in the pathogenesis of endome-

Endometriosis, defined as the presence of endometrium outside triosis, Similarly to tumor metastasis, endometriotic implants
the uterus, is one of the most frequent benign gynecological dis- require neovascularization to proliferate, invade the extracellu-
cases(Martinez-Roman et al., 1997; Giudice et al., 1998; Pellicer ~ lar matrix (ECM) and establish an efndnmetrimjc !ESEO“
et al., 2001). Despite its high prevalence and the incapacitating (Taylor er al, 200X La?'chk‘e et ‘_]'i" 2005). Moreover, it has
symptoms, the exact pathogenetic mechanisms of endometriosis been suggested that antiangiogenic therapy may be a novel
remain unsolved. It is a multifactorial entity in which the angio-  therapeutic approach to endometriosis (Hull e7 al, 2003; Nap
genic, fibrinolytic and metalloproteinase (MMP) systems may be €7 al., 2004; Becker et al., 2005; Laschke ef al., 2006).

implicated. (Donnez et al., 1998; Gilabert-Estelles et al., 2003, Angiogenesis is under the control of numerous inducers,
2005: Bruse ef al.. 2004: Ramén et al.. 2005). including the vascular endothelial growth factor (VEGE)

Angiogenesis playsa major roleinthe pathogenesis of cancer, family and inhibitors, such as thrombospondin-1 (TSP-1)
inflammation, rheumatoid arthritis and other diseases (Folkman, (McLaren er al., 2000). Endometrium undergoes cyclical
1995). Angiogenesis is an important event for endometrial ~ 2rowth and regression during the menstrual cycle, which
srowth and tissue repair (Carmeliet, 2003), and abnormal depends on ovarian steroids levels. It is therefore a rich
angiogenesis may contribute lo several endometrial-related ~ Source of angiogenic growth factors, including VEGF. VEGF
pathologies, such as menorrhagia, endometrial cancer and endo- induces endothelial cell proliferation, migration, differentiation
metriosis (McLaren ef al., 1996; Healy et al., 1998; Girling ~ and capillary formation (Breier er al., 1997). Several studies
have reported an increase in VEGF levels in endometriosis
and it has been suggested that VEGF plays a role in the pro-

- gression of the disease {Donnez er al., 1998; Fasciani er al.,
L .E};ﬂa.wrr-EsreHésnme AL Raman have contributed similarly in the present 2000 Takehara et al., 2004).
darticle.

et al., 2005). Several studies have indicated that angiogenesis

2120 T The Auther 2007, Published by Oxford University Press on behalf of the European Society of Human Reproduction and Embryelagy.
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KEYWORDS Abstract

Morbid obesity;

PAI-1; Introduction: An association between an increase in plasminogen activator inhibitor
Fibrinolysis; type 1 and obesity has been described. It has also been shown that a decrease in
Insulin resistance adiposity has beneficial effects. However, less information is available regarding
syndrome morbid ocbesity and hypofibrinolysis. The aim of the present study was to evaluate the

effect of weight loss and the influence of the plasminogen activator inhibitor type 1
promoter 4G /5G genotype on plasminogen activator inhibitor type 1 levels in severe

and morbid obesity.

Materials and methods: Sixty-seven obese patients were studied before and three
months after a weight reduction program, and compared with 67 controls, We deter-
mined plasminogen activator inhibitor type 1 antigen and activity levels, tissue type
plasminogen activator antigen levels, 4G/5G genotype and biochemical parametersin

both groups.

Abbreviations: PAl-1, plasminogen activator inhibitor 1; BMI, body mass index; VLCD, very low-calorie diet; WHR, waist-hip ratio; t-PA,
tissue type plasminogen activator; HOMA, homeostasis model assessment; IR, insulin resistance; T-Chol, total cholesterol; HDL-Chal, high-
density lipoprotein-cholesterol; VLDL-Chol, very low-density lipoprotein-cholesterol; CRP, C-reactive protein; LDL-Chol, low-density

lipoprotein-cholesterol.
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Summary

This study aimed to assess the fibrinolytic inhibitors and their association with
thrombosis in Behget disease. Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor
(TAFI) (P < 0-001) and plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) levels
(P = 0-022) were significantly higher in 79 patients than in 84 controls. No
significant differences were observed in CPB2 ( TAFT) Thr3251le and SERPINE]
(PAIT) 4G/5G polymorphism distribution between patients and controls. TAFI
activity levelsweresignificantly higher in patients with thrombosis thanin those
without thrombosis (P = 0-024). In conclusion, the increased TAFI levels in
Behget disease could contribute to the increased risk of thrombosis observed in
these patients.

Keywords: fibrinolytic inhibitors, thrombin activatable fibrinolysis inhibitor,
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Behcet disease is a chronic vasculitis characterized by oral and
genital ulceration, and an increased risk of developing
thrombosis (Kog et al, 1992). Although endothelial injury
underlies the thrombotic tendency in Behcet disease, hyper-
coagulability and hypofibrinolysis may be also important
factors in the development of thrombosis (Hampton et al,
1991; Espinosa et al, 2002 Navarro ef al, 2004; Ricart et al,
2006).

Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-1) i the primary
mnhibitor of plasminogen activation in vive and increased
plasma levels of this inhibitor may promote thrombosis.
Furthermore, the levels of PAI-1 were found to be related to
the SERPINE! (PAI1} promoter 4G/5G polymorphism (Segui
et al, 2000). fibrinolytic
activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI) acts by inhibiting the
assembly of the tissue plasminogen activator (t-PA)-plasmin-

Another mhibitor, thrombin

ogen complex on fibrin surface, resulting in a decreased
plasmin formation (Bajzar, 2000). Increased TAFI levels have
been associated with venous thromboembolism (VTE) and
cardiovascular disease, although the role of TAFl remains

First published online 13 March 2008

plasminogen activator inhibitor 1, Behget disease.

unclear (Juhan-Vague et al, 2002; Zorio eral, 2003; Martini
et al, 2006).

Polymorphisms in the gene encoding TAFl (CPB2) could
explain such controversial results, either by assodation of
certain polymorphisms with TAFL antigen (ag) levels, or by
variable antibody reactivity towards TAFI soforms. A recent
report describes a new enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) that seems to be insensitive to TAFI isoforms (Frere
et al, 2005),

To our knowledge, only one study has reported an increase
in TAFlag levels in Behget patients compared with controls,
although no significant differences between Behget patients
with and without thrombosis were observed (Donmez et al,
2005). However, no reports about functional levels of TAFI
and CPB2 polymorphisms have been published. Furthermore,
TAFlag levels were previously evaluated with an assay that was
influenced by CPB2 genotype (Donmez et al, 2005).

The aim of the present study was to evaluate the polymor-
phisms and antigenic and activity levels of fibrinolytic inhibi-
tors in Behget disease and their relationship with thrombosis.

@ 2008 The Authors

daoi:10.1111/.1365-2141.2008.07078.x  Journal Compilation @& 2008 Blackwell Publishing Ltd, British Journal of Haematology, 1841, 716-719
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Fibrinolysis: The Key to New Pathogenetic Mechanisms
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Abstract: The fibrmelvtic system meludes a broad specoum of proteclytic exzymes with physiclogical and pathophysiological fimetions
in several processes. such as hasmostatic balance. tissue r deling. tumor i . angiogenesis and tion.

P

The main enzyme of the plasminogen activator svstem 1s plasmin. which 1s responsible for the degradation of fibrin mte seluble degrada-
tion products. The activation of plasminogen into plasmin is mediated by two types of activators. urokinase-type plasminogen activator
(uPA) and fissue-type plasminogen activater (tPA). The activity of both is regulated by specific plasmmogen activator inhibitors (PATs)
There are 2 types of PATs descrbed so far but the most importan: fibrmolytic inhibitor i vive is PAT tvpe 1 (PAL-1). Among others. the pres-
ence of metabolic syndrome and the —§75 4G/3G promoter polymerphism are known to be modulators of PAI-1 levels. Besides therr fibo-
nolytic profile. plasmin and plasmmogen activators are implicated in tssue proliferation and cellular adhesion. as they can proteolynically de-
grade the extracellular mamix and regulate the activadon of both growdh factors and manix metalloproteinases. By all these means, the fibn-
nolytic svstem is also involved in physiological processes. and m pathelogical sitiations such as thrombosis, arteriosclerosis, endometnosis and
cancer.

PAI-1 has been studied m different settings with thrombotic pathophysiology. such as coronary artery disease and i1schaenue stmoke. Con-
moversial results have been published and concems about study designs or presence of confounders have been claimed to be responsible
of them. Recently. its mvolvement in adverse thrombotic events related to the modem drug-elunng coronary stents has renewed the mter-
estof its study.

PAL-1 also plays an important role in signal wansduction, cell adherence, and mugration. Indeed. stadies of several types of cancers, in-
cluding breast cancer, have shown that mcreased uPA and PAI-1 levels are associated with aggressive tumor behavior and poor progno-
s1s.

Endometriosis is defined by the presence of endometrial glands and stroma cutside the uterus with marked ability to attach and mvade the
peritoneum. It is one of the most frequent benign gynecological diseases that affect women with pelvic pain or mfertility during their re-
productive age. Immune system disorders, genetic predisposition, altered peritonesl environment and endometrial alterations are believed
to increase the susceptibility to endometriosis. The plasmu activator system may be involved in this process, where local extracellu-
lar protealysis plays a crucial role, Altered expression of several components of the fibrinelytic system in both eutopic and ectopic endo-
metrium and peritensal fluid of women with the disease has been implicated not only m the onset, but also in the progression of the en-

dometriotic lesions

Keywords: Fibrinolysis, plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1). plasminogen activator, thrombosis. cancer, endometriosis. drug-eluting

stent thrombosis.

LFIBRINOLYTIC SYSTEM. GENERAL ASPECTS

The fibrinelvtic system includes a broad spectrum of proteolytic
enzymes with physiological and pathophysiological functions in
several processes such as haemostatic balance. tissue remodeling,
fumer invasion, angiogenesis and reproduction [1-8].

The main enzyme of the plasminogen activator svstem is plas-
min, which is responsible for the degradation of fibrin into soluble
degradation preducts (Fig. 1). The activation of plasminogen into
plasmin is mediated by two types of activators. urokinase-type
plasminogen activator (uPA) and tissue-type plasminogen activator
(tPA). The actvity of beth is regulated by specific plasminogen acti-
vator inhibitors (PATs). The principal PATs are PAI type 1 (PAT-1),
nitially called the endothelial cell PAT [1,9], PAI type 2 (PAI-2). also
kmown as placental-type PAI [10-12] and PAT type 3 (PAIL-3), which is
identical to protein C mhibitor [13.14]. Plasmin can be mhibited by
spectfic plasmin inhibitors {mamly op-antiplasmin and also o
macroglobulin). Thrombin activatable fibrnolysis mhibstor (TAFT).
another type of fibrinolytic mhibstor. acts as an inhibitor of tPA-
dependent fibrinolysis [15-17]. Table 1 shows the principal charac-
tenistics of the fibninolytic system components.

Besides their fibrinolytic function, plasmin and plasminogen ac-
fivators are implicated in tissue proliferation and cellular adhesion,
as they can proteolytically degrade the extracellular matrix and
regulate the activation of both, growth factors and matrix metallo-
protemnases. By all these means. the fibrnnelytic system i1s also

*Address comrespondence to this author at the Hospital Universitaric La Fe,
Investizacién, Av. Campanar, 6009 Valencza, Spain: Tel: 34 9638627
981973018; E-matl: estelles_ampidigva =5

0929-8673/08 355.00-.00

mvolved in physiological processes. and in pathological situations
such as thrombosis, arteriosclerosis. endometriosis and cancer.

plasminogen
IPA—..T «—— uPA
PAL PaL-7
PAL-2 PAl-2 Tissoe actions:
PAF-3 | > PAl-3 *ECM protealysis
\ plasmin «Celi prodiferation and adfvesion
TAFia *MMPs activation
Intravascular action:
2 *Profibrineivtic effect
fibrin fdp

hy-antiplasiin
o-macroglobulin

Fig. (1). Simplified diagram of the fibrinolvtic system.

tPA: tissue plasminogen activator; uPA: urokinase plasminogen activator;
PAT: plasminogen activator mhibiter; TAFIa: activated thrombin activatable
fibrinolysis inhibitor; fdp: fibrin degrad products; ECM: extracellular
matrix; MMPs: metalloproteinases.

Plasminogen and Plasmin

Plasminogen 15 a glycoprotein mostly synthesized in the liver.
although other synthesis sites have also been described. including
kidneys. brain testis. heart. lungs. uterus. spleen. thymus and gur
[18]. Plasminogen 1s synthesized as a precursor of 810 amino acids
which 15 then transformed in its mamre form. a protein of 791
amino acids [19, 20] (Table 1)

© 1005 Bentham Science Publishers Lrd,
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KEYWORDS Abstract

Endometriosis;

Fibrinolysis; Introduction: Endometriosis is a benign gynecologic disease with a high prevalence. It
Plasminogen is a multifactorial and polygenic entity in which the fibrinolytic system may be
activator inhibitor-1 implicated. The objective of this study was to evaluate the plasminogen activator
(PAL-1); inhibitor-1 (PAl-1) 4G/5G polymorphism in a group of women with and without
PAl-1 4G /5G endometriosis and to analyze the influence of this polymorphism in PAl-1 expression
polymorphism; in endometrial tissue and peritoneal fluid.

PAI-1mRNA Material and methods: In 389 women (170 patients with endometriosis and 219

controls) PAl-1 4G/5G polymorphism was determined by PCR amplification using
allele-specific primers. Quantitative real-time RT-PCR assay was used to quantify
PAl-1 mRNA and PAI-1 antigen (ag) levels were quantified by ELISA.

Results: The genotype and allele frequencies of PAI-1 4G/5G polymorphism did not differ
significantly between patients and controls. Control women with the 4G/ 4G genotype had
higher endometrial PAl-1ag (P=0.026) and mRNA (P=0.014) levels than those with the 5G/
5G genotype. Control carrying the 4G /4G genotype tended to have higher peritoneal fluid

* Corresponding author. Hospital Universitario La Fe, Centro de Investigacion. Avda. Campanar 21, 46009 Valencia, Spain. Tel.: +34
963862797 fax: +34 961973018.
E-mail address: estelles_amp@gva.es (A, Estellés).
" L.A. Ramén and J. Gilabert-Estellés have contributed similarly in the present article.

0049-3848/5 - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/ j.thromres. 2008.02.010

263



Fisiopatologia del sistema hemostatico en la mujer

A, EsteLLEs!, J. GiLABERT-ESTELLES?, E. Zorio?, L.A. Ram6n!, R. Cosin', F. Espaia!
! Centro de Investigacion. * Servicio de Ginecologia. *Servicio de Cardiologia.

Hospital Universitario La Fe. Valencia.

Introduccion

A lo largo de la vida de la mujer existen diversas si-
tuaciones, tales la anticoncepcién hormonal, la tera-
pia hormonal sustitutiva, la gestacién y el puerperio,
en las que se puede manifestar un estado de hiper-
coagulabilidad y, por tanto, una mayor tendericia a
fendmenos trombéticos. Es mds, ciertas complica-
ciones obstétricas como los abortos de repeticion, el
feto muerto intraitero, el desprendimiento prematu-
ro de placenta normalmente inserta (DPENI) v la pre-
eclampsia grave también podrian considerarse ma-
nifestaciones de trombofilia. Por otra parte, con las
técnicas de reproduccién asistida y, en particular con
la Fertilizacién in vitro, se han descrito cuadros trom-
béticos, fundamentalmente ligados al desarrollo del
sindrome de hiperestimulacién ovarica. Por tanto, es
importante conocer las modificaciones del sistema
hemostéitico en estas situaciones para poder explicar
este aumento de los eventos trombdéticos.

La primera referencia de los efectos trombéticos de
las hormonas sexuales data de 1961!, cuando se pu-
blicé el caso de una paciente con endometriosis que
desarrollé un tromboembolismo pulmonar después
de un tratamiento con estrégenos. Desde entonces
hasta la actualidad se ha constatado que las hormo-
nas sexuales, tanto enddgenas como exdgenas, pue-
den incrementar el riesgo trombético.

Pero el sistema hemostatico, en general, v el siste-
ma fibrinolitico, en particular, no sélo tienen impor-
tancia por su relacién con los cuadros trombohemo-
rrigicos, sino también por su intervencidn en otros
procesos como la angiogénesis, la invasién tumoral v
la reproduccién. Estos procesos pueden ser claves en
patologias tan prevalentes en la mujer como el cincer
de mama v la endometriosis.

Fisiopatologia del sistema hemostatico
durante la gestacion y el puerperio

Cambios hemostaticos durante la gestacion normal

Durante la gestacién normal se producen modifica-
ciones del sistema hemostdtico que tienen como fi-
nalidad fundamental garantizar una correcta hemos-
tasia durante el parto v el alumbramiento®® (Tabla 1).
Dichas modificaciones afectan simultdneamente a

la coagulacién, dando lugar a una hipercoagulabili-
dad, vy al sistema fibrinolitico, produciendo una dis-
minucién de la actividad bbrinolitica. Por todo ello,
se produce un estado protrombético® que tiene como
consecuencia un incremento del riesgo de trombo-
embolismo venoso en la mujer gestante™.

En relacién con la coagulacién, durante la gestacién
normal se manifiestan incrementos de factores pro-
coagulantes como factor Von Willebrand (FvW), fac-
tores VII, VIII, IX, X v fibrindgeno™®. Estas modifica-
ciones protrombdticas no se ven compensadas por los
inhibidores de la coagulacién, pues tanto la antitrom-
bina (AT) como la proteina C (PC) no sufren variacio-
nes significativas a lo largo de la gestacién normal ##.
Ademas, los niveles de la proteina S (PS) disminuyen
de forma progresiva durante la gestacién, reduccién
que puede mantenerse los primeros dias del puerpe-
o™ A todo ello se anade la existencia de una re-
sistencia adquirida a la PC activada (APC) a lo largo
de la gestacién®!. Otros pardmetros que indican una
activacion de la coagulacién, como son los fragmen-
tos 1+2 de la protrombina (F 1+2), los dimeros D, el
fibrinopéptido A (FPA) y complejos trombina:AT (T:
AT) v APC:e antitripsina, se encuentran elevados en
la gestacion®#101,

En la mujer gestante se manifiesta un estado de hi-
pofuncién fibrinolitica debido, fundamentalmente, a
un aumento de los inhibidores fbrinoliticos!>!¢. Los
inhibidores de los activadores del plasminégeno de
tipo 1 y tipo 2 (PAI-1 v PAI-2) se incrementan a me-
dida que progresa la gestacién nommal, siendo el au-
mento del PAI-2 muy superior al del PAI-1. Aunque

Tabla 1. Modificaci del si hemostatico d te la
gestacion normal en comparacion con la mujer no gestante
Parmetros Cambio
Factores VILVIIL Xy X 1
Fibrindgeno y factor Von Willebrand T
Proteina S AL
Antitrombina (AT) y Proteina C =
Resistencia a la Proteina C activada 2
Fragmento 1+2 de la protrombina, dimeros I,

fibrinopéptido A y complejo trombina: AT !
Actividad fibrinolitica i
Inhibidores fibrinoliticos (PAI-1 y PAI-2) T

haematologica/ edicién espafola | 2008; 93 (Extra 1) | 89 |
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genetic and acquired. Major unknowns are why the
incidence is so steeply related to age, and why factors
that are associated with a first event do not predict re-
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Las proteinas son las moléculas biolégicas por exce-
lencia, ya que son los constituyentes caracteristicos
de las estructuras celulares, y son también las espe-
cies que llevan a cabo las funciones celulares mds
importantes. Las proteinas se encuentran codifica-
das en el ADN, pero desde el cddigo genético has-
ta la correcta ejecucién de una funcién celular rea-
lizada por una proteina median muchos pasos que
son objeto de una estrecha regulacién (Tabla 1y
Figura 1.
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Introduccién

El funcionamiento del sistema Hbrinolitico tiene como
base la conversion de una proenzima, el plasmindge-
no, en su forma proteoliticamente activa, la plasmina,
la cual es capaz de degradar la fibrina v, asi, eliminar
el codgulo previamente formado! (Figura 1). La trans-
formacién del plasmindgeno en plasmina se produce
mediante la accidn proteolitica de dos enzimas, deno-
minadas activador tisular del plasminégeno (tPA] y ac-
tivador del plasminogeno tipo urocinasa (uPA).

Cuando la plasmina actia sobre la fibrina, genera
productos de degradacion de la fibrina con residuos
de lisina en posicion carboxiterminal. Estos residuos
constituyen sitios de unién para el tPA y el plasmind-
geno v por ello son responsables de amplificar enor-
memente la cascada de la Abrinolisis. Como en cual-
quier proceso biologico regulado, a esta tendencia
profibrinolitica se opone una actividad antifibrinoliti-
ca, de tal modo que solo un adecuado equilibrio entre
ambas fuerzas dara lugar a un correcto funcionamien-
to del sistema global®.

La inhibicion de la Hbrinolisis se ejerce a varios ni-
veles (Figura 1). Por una parte, estan los inhibidores de
los activadores del plasmindgeno. El principal inhibi-
dor de la fibrinolisis # vive es el inhibidor del actdvador
del plasmindgeno tipo 1 o FAI-1, el cual se sintetiza no
solo en el endotelio vascular sino también en el higa-
do®. Otros inhibidores son el PAI-2, fundamentalmen-
te de origen placentario, del que sélo se detectan nive-
les plasmaticos significativos en mujeres gestantes™, y
el PAL-3, que mas tarde se identificd como el inhibidor
de la proteina C¢, el cual presenta una mayor concen-
tracion plasmatica pero una menor actividad antifibri-
nolitica. También se ha descrito otro mecanismo que
regula negativamente la activacidn del plasmindgeno,
la wia delinhibidor de la fibrinolisis activable por trom-
bina (TAFI). Se sabe que los residuos de aminodcidos
basicos (lisina v arginina) exhibidos en la superficie de
la fibrina parcialmente degradada sirven de anclaje al
plasmindgeno y al tPA. Cuando el plasmindgeno y el
tPA coinciden en la superficie del coagulo de fbrina,
tiene lugar la activacion del plasminogeno en plasmi-
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na. Pues bien, precisamente a ese nivel el TAFL, una
vez activado por la trombina (TAFla), es capaz de eli-
minar los residuos de lisina y arginina de la superficie
de la fibrina, impidiendo la activacién del plasmindge-
no en plasmina y, por lo tanto, limitando la cascada de
la fibrinolisis.

La fibrinolisis tambien se regula una vez que el plas-
mindgeno ha sido ya activado y transformado en plas-
mina (Figura 1). Asi, la actividad proteolitica de la plas-
mina esta regulada por la accidn de |z e-antiplasmina,
su principal inhibidor fisioldgico, v, en menor medida,
por la e,-macroglobulina v el TAFa.

Estos son, basicamente, los Factores implicados en
la fibrinolisis, de tal modo que una correcta hemosta-
sia depende del balance de fuerzas entre todas estas
tendencias opuestas. Por otra parte, el equilibrio entre
ellas se encuentra intimamente relacionado con la coa-
gulacion. Hay que resaltar que no se trata de un equi-
librio estatico, sino tremendamente dinamico y adap-
table a diferentes situaciones tanto fisioldgicas como
patoldgicas.

Fibrinolisis y enfermedades endocrinas

Desde hace tiempo se han asociado diversas enterme-
dades endocrinas con modificaciones del sisterna he-
mostatico, en general, v del sistema fibrinolitico, en
particular. Generalmente, se han observado modifi-
caciones en la coagulacién, las plaquetas, el endotelio
vascular v la Hbrinolisis, que se asocian también con

Plasminégeno

tPA—» 4+—uPA
7 ~
PAI-1 PAI-1
PAl-2 PAl-2
PAI-3 PAI-3
TAFla [__—| Plasmina
Fibrina

o2 antipias&

al macroglobulina

Figura 1. Esquema simplificado del funcionamiento del sistema
fibrinolitico. PAL: Inhibidor del activacor del plasminégeno;

pdf: productes de degradacion de la fibrina; TAFla: inhibidor de
la fibrinolisis activable por trombina activado; tPA: activador
tisular del pl In6geno; uPA: activador del pl. indgeno tipo
urocinasa.
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Vascular endothelial growth factor polymorphisms
(—460C/T, +405G/C, and 936C/T) and endometriosis:
their influence on vascular endothelial growth

factor expression

Raiil Cosin, B.S.* Juan Gilabert-Estellés, M.D., Ph.D.." Luis A. Ramon, B.S..* Francisco Espana,
Ph.D." Juan Gilabert, M.D., Ph.D.° Alberto Romeu, M.D., Ph. D and Amparm Estellés, M.D., Ph.D.*

 Research Center and ® Maternal Hospital Hospital Universitario La Fe and © Gynecology Service, Hospital Amau de Vilanova
Valencia, Spain

Dhjective: To analyze three functional vascular endothelial growth factor (VEGF) polymorphisms (-460C/T,
+403G/C, and 936C/T) in women with and without endometriosis and their correlation with VEGF expression
in endometrial tissue and peritoneal fluid (PF).

Design: Case-control study.

Selting: University-based hospital.

Palient(s): One hundred eighty-six women with endometriosis and 180 controls without the disease.
Intervention(s): Endometrial biopsies were performed by aspiration and PF samples were obtained at laparoscopy.
Main Outcome Measure(s): VEGF polymorphisms (—460C/T, +405G/C, and 936C/T) were determined using
a polymerase chain reaction (PCR)-restriction fragment length polymorphism assay. Quantitative real-time
reverse transcriptase (RT)-PCR assay was used to quantify VEGF-A messenger RNA (mRNA) and YEGF-A
antigen levels were quantified by ELISA.

Result(s): Patients with endometriosis showed a higher VEGF 936T allele frequency than controls. However, the
distribution of genotypes and allele frequencies in the other two VEGF (—460C/T, +-405G/C) polymorphisms was
similar in the endometriosis and control groups. Endometrium and PF from women with endometriosis showed an
increase in VEGF levels. but no association was found between the VEGF polymorphisms studied and VEGF
expression in endometrial tissue and PE

Conclusion(s): These findings suggest that the VEGF 936C/T polymorphism may be associated with the risk of
endometriosis in a Caucasian population, but the increased VEGF levels observed in endometriosis do not appear
to be associated with this polymorphism. (Fertil Steril® 2000;92:12 1420, ©2009 by American Society for Repro-

ductive Medicine.)

Key Words: Endometriosis, endometrium, angiogenesis, VEGF polymorphisms, VEGF mRNA

Endometriosis is a chronic gynecological disease defined as
the presence of endometrium outside the uterus (1) It is
a multifactorial and polygenic disease in which angiogenesis
may be implicated (2-6).
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Angiogenesis is under the control of numerous inducers,
including the vascular endothelial growth factor (VEGF)
family (4). Endometrium undergoes cyclical growth and
regression during the menstrual cycle, which depends on
ovarian steroids levels and is a rich source of angiogenic
growth factors, including VEGE The VEGF induces endo-
thelial cell proliferation, migration, differentiation, and
capillary formation (7). Several studies have reported an in-
crease in VEGF levels in endometriosis and it has been
suggested that VEGF plays a role in the progression of the
disease (3, 6, 8-10).

Several polymorphisms have been described in the VEGF
gene. Some of these variants, —460C/T, +405G/C, and
936C/T, (rs833061, rs2010963, rs3025039, respectively),
have been associated with variation in VEGF protein produc-
tion (11, 12) and have been related to several discases in
which angiogenesis is involved (13-15).

0015-0282/09/$36.00
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Influence of peritoneal fluid on the
expression of angiogenic and
proteolytic factors in cultures of
endometrial cells from women with
endometriosis
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BACKGROUND: Endometriosis, defined as the presence of endometrium outside the uterus, is ane of the most frequent benign gynae-
cological diseases. It has been suggested that both endometrial and peritoneal factors, related to angiogenesis and proteolysis, can be impli-
cated in this disease. The aim of this study was to evaluate the influence of peritoneal fluid on the expression of angiogenic and proteolytic
factors in cultures of endometrial cels from waormen with and without endometriosis.

METHODS: Endometrial cells were isolated, culured and treated with endometrotic or normal peritoneal fluid. Vascular endothelial
growth factor-A (VEGF-A), urokinase plasminogen activator (UPA), matrix metalloproteinase-3 (MMP-3) and their inhibitors incuding throm-
bospondin-1, plasminogen activator inhibitor-| and MMP inhibitor type | (TIMP- 1} mRMNA, levels were evaluated by quantitative RT—PCR,
and protein levels were guantified by ELISA.

RESULTS: Peritoneal fluid from women with endometriosis induced an increase in VEGF-A and uPA protein and VEGF-A mRNA and uPA
mRMNA levels in endometrial cell culture from women with (P << 0.01) and without endometriosis (P < 0.05). The highest levels of VEGF-A
and uPA were observed in endometrial cell cultures from patients with endometriosis and treated with peritoneal fluid from wormen with
endometriosis.

CONCLUSIONS: Peritoneal fluid from women with endometriosis induced more VEGF and uPA expression in endometrial cell culture
from women with endometriosis than did normal peritoneal fluid. Endometrial—peritoneal interactions increased angiogenic and proteolytic
factors in endometrial cells, which could contribute to the development of endometriotic lesions.

Key words: endometriosis / angiogenesis / proteolysis / peritoneal fluid / endometrial cell culture

Introduction

Endometriosis, characterized by the presence of endometrial tissue
outside the uterus, represents one of the most frequent benign
gynaecological diseases (Giudice and Kao, 2004). Although the
pathogenesis of endometriosis remains controversial, Sampson’s

(1927) theory of rewograde menstruation is by far the most
widely accepted. Despite its high prevalence and incapacitating symp-
toms, the exact pathogenic mechanisms of endometriosis rermain
unsolved. It is a multifactorial disease in which beth endometdal
and peritoneal factors, related to angiogenesis and proteclysis, may
be implicated.

R.C. and G-E have contributed equally to this aticke.
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BACKGROUND: Endometiioss &5 a common, mtifactorial disease inwhich angiogeness may be involved in the growth of endometrium
ul.nsédeﬂeu‘rﬁus.nﬂ:mﬁa‘%s{mkﬁﬁs]an:Ir—llmthﬂenm{udl\gmmtmmg&mmaﬂﬁqwmm
In biological processes. The objective ofthis stsdy was to analyze several mifMNAs related 1o angiogenssis and the angiogenic factors, vasaular
endothelial growth factor-A (VEGF-A) and thrombospandin-1 (TSP- |}, in endometniotic lesions (ovarian endometrioma, peritoneal lesion
and rectovaginal nodule) and eutopic endometrium from women with endometriosis.

METHODS: TagMan real-time PUR was wsed 10 assess the expression of the miRMAs {miR- |5h, -16, -17-5p, -20a, -2I, -125a, -2 and
-237), wiile VEGF-A and T5P-| mRMA were assssed by real-time POR, with SYBR Green | and VEGFA and T5P-| protein levels were
quantified by ELISA. Induded in the sudy were 58 women with endometriosis and 38 control women.

RESULTS: In paired samples, ovarian endometnoma showed significantly lower VEGE-A oiRNA (P = 0.02) and protein (P = 0.00Z)
expression than eutopic endametrium and higher expression of miR-[25a (P = 0003} and miR-222 (P < 0.00F). However, ovarian endo-
metrioma had significantly higher expression of the angiogenic inhibitor TEP- | and lower expression of miR-17-5p than eutopic endometrium
(P = 0001} Moreover, a significant inverse comelations between miR-222 and VEGF-A protein levels (—0267, P= 0018} and between
miR-17-5p and TSP- | protein levels (— 0260, P = 002 7) were observed . Paritaneal lesions showed a significant increase in YEGF-A In cam-
panson with ovanan endometrioma (P << Q.01

CONCLUSIONS: BExpression levels of miRMNAs relared 10 angiogenesis were different in ettopic endometrism from thar observed in
ovanan endometrioma. This could influence the expression of anglogendc Brtars and play a rale in the pathogeness of endometriosis.

Key words: microRMA / endomerfosis ¢ angogenasis / VEGF-A / TSP-|

Introduction

Endometniosis, characerized by the presence of endometnal tisaee
outside the uterus, représents one of the maost freguent benign gyme-
colopleal diesases (Balasch et al, 1996 Gradice and ¥ao, 2004}
Despite its high prevalence and the incapacitating symptoms, the
eact pathogenkc mechanisms of endometriosis remain unsohed.
is a muttifactonal and polygenic disease in which angiogenesis may
be involred (Shiffen ot al. 994 Donnez et al, [998; Mclaren,
2000; Tan ef al., 2007; Glabert-Estellés e al., 3007; Cosin ef al,

2009).

Inthe last decade, numerous gens expresion profiling studies have
demarstrated that many genes are deregalated in endometricsis
(Gua, 200%). miRMNAs are 11-13 nudeoctide non-coding RMAs that
requlate gene expression and play fundamental roles in biclogical pro-
ceses, These small molecules bind to targat mAMAs, mediating trans-
latlonal repression and/or mRMA degradation (Barel, 2004}
Functional analyses of miRMNAs have revealed their significant regulat-
ory influence on the expression of targer genes inohed in both
physicloge and pathologie conditions (Ambras, 2004 Bumey ef al,
2009; Ohlsson-Teague at o, 2009, 2010; Kuokkanen et al., 2010).
mRMA espiression & cell-type-specific, with each miRNA. Interacting
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