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ABREVIATURAS  
3’:  extremo 3’ de una cadena de ácido nucleico 

5’:  extremo 5’ de una cadena de ácido nucleico 

 

aa: aminoácido/s  

A:  Absorbancia 

A:  Adenina (base nitrogenada) o Adenosina (nucleósido) 

ADP: Adenosin difosfato (“Adenosine Di-Phosphate”) 

cAMP:  Adenosin monofosfato cíclico (“cyclic Adenosine MonoPhosphate”) 

dATPs: desoxi-adenosina trifosfato (2'-deoxyAdenosine 5’-TriPhosphate”) 

ANOVA:  Análisis de la varianza (“ANalysis Of VAriance”) 

AP: Fosfatasa alcalina (“Alkaline Phosphatase”). 

AP1: Proteína activadora 1 (“Activating protein 1”)  

APC: Proteína C activada (“Activated Protein C”) 

ARE:  secuencia rica en adenina y uracilo (“AU Rich Element”) 

Arg (también R): Arginina 

Asp (también D): Ácido aspártico 

ATF: Factor activador de la transcripción (“Activating Transcription Factor”)  

 

BCA:  ácido bicinconínico (“Bicinchoninic acid”) 

BSA: Albúmina de suero bovino (“Bovine Serum Albumin”) 

 

C: Citosina (base nitrogenada) o Citidina (nucleósido) 

dCTPs: desoxi-citidina trifosfato (2'-deoxyCytidine 5’-TriPhosphate”) 

ºC: grados centígrados 

CD: Antígeno de diferenciación (“Cluster of Differentiation”) 

cm2: centímetro cuadrado 

CO2: dióxido de carbono 

COX-2: cicloxigenasa-2 

Cp (también Ct): Punto de corte (“Crossing-point”)  

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+: catión cuproso 

Cu2+: catión cúprico 

Cys (también C): Cisteína 

 

D (también Asp): Ácido aspártico 

D’:  valor de desequilibrio de ligamiento entre pares de SNPs  

Da: Dalton 

DNA:  Ácido desoxirribonucleico 

DNasa: Desoxirribonucleasa 
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cDNA: DNA complementario  

dsDNA: DNA de doble cadena (“double-stranded DNA”) 

DEPC: Dietil pirocarbonato (“DiEthyl PyroCarbonate”) 

DMEM/F12:  “Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12”  

 

EDTA:  Ácido etilendiaminotetraacético (“EthyleneDiamineTetraAcetic acid”) 

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (“Epidermic Growth Factor”) 

ELISA:  Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (“Enzime-Linked ImmunoSorbent Assay”)   

 

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

FISH:  Hibridación in situ fluorescente (“Fluorescent In Situ Hybridization”) 

bFGF (o FGF-2): Factor de crecimiento fibrobástico de tipo básico (“basic Fibroblast Growth Factor”) 

Flk-1 (también llamado KDR o VEGFR-2): Quinasa de hígado fetal de tipo 1 (“Fetal Liver Kinase-1”) 

Flt-1 (también llamado VEGFR-1): FMS-like tyrosine kinase 1 

FMS (actualmente llamado CSF1R): oncogén homólogo al virus del sarcoma felino de McDonough 
(“McDonough Feline Sarcoma viral (v-fms) oncogene homolog") 

Fos: Factor de transcripción Fos 

 

G (también Gly): Glicina 

G: Guanina (base nitrogenada) o Guanosina (nucleósido) 

dGTPs: desoxi-guanosina trifosfato (2'-deoxyGuanosine 5’-TriPhosphate”) 

g (x): (x) veces la fuerza de la gravedad, unidades de RCF 

GAG:  Glicosaminoglicanos 

%GC:  Porcentaje de bases guanina y citosina 

Glu (también E): Ácido glutámico 

Gly (también G): Glicina 

GPI:  Glicosil fosfatidil inositol (“GlycosylPhosphatidylInositol”) 

 

h: hora/s 

His (también H): Histidina 

“hot-start” (PCR): PCR con inicio a elevadas temperaturas  

“housekeeping” (gen): gen de expresión constitutiva 

HRP: peroxidasa de rábano (“HorseRadish Peroxidase”) 

H-W:  Hardy-Weinberg 

 

IC:  intervalo de confianza 

IL:  Interleuquina  

Ile (también I):  Isoleucina  

ISAC (Sistema): Sistema de control inmunológico de la especifidad y exactitud  (“Immunological Specificity 
and Accuracy Control”) 

 

Jun: Factor de transcripción Jun 

JDP: Proteína de dimerización de Jun (“Jun Dimerization Protein”) 



 xii  

 

K (también Lys): Lisina 

Kb:  Kilobase 

KCl:  Cloruro de potásio  

KDa:  KiloDalton  

KDR (también llamado FlK-1 o VEGFR-2): Receptor que contiene el dominio de inserto quinasa (“Kinase 
insert Domain Receptor”) 

KO (ratón):  modificado genéticamente para eliminar un gen concreto (“knockout”)  

 

LBS: Sitio de union a la lisina (“Lysine Binding Sites”)  

LP:  líquido peritoneal  

LP0: sin líquido peritoneal 

LPE:  líquido peritoneal de mujeres con endometriosis  

LPC:  líquido peritoneal de mujeres sin endometriosis (controles)  

Lys (también K): Lisina 

 

MAPK:  Proteín quinasas activadas por mitógeno (“Mitogen-Activated Protein Kinases”) 

MEC:  Matriz extracelular  

MgCl 2: Cloruro de magnesio 

min:  minuto/s 

mg: miligramo 

ml:  mililitro 

mm3: milímetro cúbico 

mM:  milimolar 

MMP:  Metaloproteasa de la MEC (“Matrix MetalloProteinase”) 

MT-MMPs:  MMPs de tipo membrana (“Membrane-Type MMP”) 

 

n: número de muestras   

NCBI:  Centro nacional de información biotecnológica (“Nacional Center for Biotechnology Information”)  

ng: nanogramo 

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

nm: nanometro  

NS: no significativo 

nt:  nucleótido/s 

dNTPs: desoxi-nucleotidos trifosfato (2'-deoxyNucleotide 5’-TriPhosphate”) 

 

OR: odds ratio  

 

P: valor de p o grado de significación estadística 

PAI:  Inhibidor de los activadores del plasminógeno (“Plasminogen Activator Inhibitor”) 

pb: pares de bases 

PBS (tampón): Tampón fosfato salino (“Phosphate Buffered Saline) 
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PCI (también PAI-3): Inhibidor de la proteína C (“Protein C Inhibitor”) 

PCR: Reacción de la Cadena de Polimerasa (“Polymerase Chain Reaction”) 

PCR-RFLP: PCR seguida de RFLP. 

PDF: Productos de degradación de la fibrina/fibrinógeno (“Fibrin/Fibrinogen Degradation Products”) 

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas (“Platelet-Derived Growth Factor “) 

PEA3: Factor de transcripción PEA3  

PET (tampón): Tampón PBS/EDTA/Tween 20 

pH:  medida de la acidez, de "pondus Hydrogenium", peso del hidrógeno 

PlGF: Factor de crecimiento placentario (“Placental Growth Factor “)  

PMA (también llamado TPA): Acetato de forbol miristato (“Phorbol 12-Myristate 13-Acetate”) 

 

R (también Arg): Arginina 

r:  coeficiente de correlación de Pearson 

RFC: Fuerza centrífuga relativa (“Relative Centrifuge Force”) 

RFLP:  Polimorfismo de longitud de los fragmentos de restricción (“Restriction Fragment Length 
Polymorphism”) 

RGD (secuencia): secuencia Arg-Gly-Asp 

RNA:  Ácido ribonucleico  

mRNA:  RNA mensajero  

RNasas: Ribonucleasas 

rpm:  Revoluciones por minuto  

rs (SNP): número de referencia del SNP (“reference SNP identity”)  

RT:  Transcripción reversa o retrotranscripción (“Reverse Transcription”) 

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 sódico (“Sodium Dodecyl Sulfate”) 

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS  

SNP: Polimorfismo de un solo nucleótido (“Single Nucleotide Polymorphism”) 

Ser (también S): Serina 

Sp1: Factor de transcripción Sp1 

 

T:  Timina (base nitrogenada) o Timidina (nucleósido) 

dTTPs: desoxi-timidina trifosfato (2'-deoxyThymidine 5’-TriPhosphate”) 

TAE (tampón): Tampón Tris/Acetato/EDTA (“Tris-Acetate-EDTA”) 

TBE (tampón): Tampón Tris/Borato/EDTA (“Tris-Borate EDTA”) 

TAFI:  Inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina (“Thrombin Activatable Fibrinolysis Inhibitor”) 

TAFIa:  TAFI activado 

Taq polimerasa: polimerasa de DNA de Thermus aquaticus 

TGF-β: Factor transformante del crecimiento tipo β (“Transforming Growth Factor-beta”)  

TIMPs:  Inhibidores tisulares de las MMPs (“Tissue Inhibitor of MetalloProteinases”) 
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Tm:  Temperatura de fusión (“Melting Temperature”) 

TNF- α: Factor de necrosis tumoral tipo α (“Tumor Necrosis Factor-alpha”)  

tPA:  Activador tisular del plasminógeno  

sc-tPA: tPA de una cadena (“single chain tPA”)  

TPA (también llamado PMA): Acetato de tetradecanoilforbol (“12-O-TetradecanoylPhorbol-13-Acetate”) 

TRE:  Elemento de respuesta a TPA (“TPA Response Element”)  

Tris:  Tris(hidroximetil)aminometano 

Tris-HCl (tampón):  Tampón Tris clorhídrico 

Tritón X-100:  detergente Tritón 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 (nucleósido) 

UA:  Unidad Arbitraria 

uPA: Activador del plasminógeno tipo uroquinasa (“Urokinase Plasminogen Activator”) 

ATF-uPA:  Fragmento aminoterminal de la uPA (“uPA Amino Terminal Fragment”)  

HMW -uPA (también tc-uPA): uPA de elevada masa molecular (“High Molecular Weight uPA”) 

LMW -uPA: uPA de baja masa molecular (“Low Molecular Weight uPA”) 

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’-TriPhosphate”) 

UTR:  Región transcrita y no traducida (“Untranslated Region”) 

UV (luz): Luz ultravioleta 

 

Val (también V): Valina 

VEGF:  Factor de crecimiento del endotelio vascular (“Vascular Endothelial Growth Factor”)  

VEGFR: Receptor del VEGF 

vs: frente a (“ versus”) 

 

X (también Xaa): cualquier aminoácido 

 

λ: Longitud de onda 

µg: microgramo 

µl: microlitro 

χχχχ2: chi cuadrado 
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“Disculpen si les llamo caballeros, pero es que no les conozco muy bien.” 
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1. 1. ASPECTOS GENERALES DE LA ENDOMETRIOSIS 

La endometriosis es una enfermedad de la mujer que se define como la presencia 

de tejido idéntico al endometrio uterino en lugares diferentes al fisiológico [1, 2]. La 

importancia del estudio de esta patología radica en su alta prevalencia, ya que afecta a 

casi al 10% de las mujeres en edad fértil y hasta al 30% de mujeres con esterilidad [1]. 

Las mujeres con endometriosis presentan con frecuencia clínica de dolor, que puede 

expresarse como dismenorrea (menstruación dolorosa), dispareunia (relaciones sexuales 

dolorosas), y dolor pélvico crónico [3]. Se ha establecido que es una de las enfermedades 

más invalidantes que puede sufrir una mujer cíclicamente a lo largo de su vida 

reproductiva ya que se produce con frecuencia una alteración de la anatomía genital que 

puede comprometer su función y explicar la sintomatología dolorosa acompañante. Todo 

ello, unido a las consecuencias nocivas sobre la fertilidad [2, 4, 5], da idea de la 

importancia del estudio fisiopatológico de dicha enfermedad para poder incidir en su 

tratamiento precoz e incluso en su prevención. 

La endometriosis lleva estudiándose durante varias décadas pero, a pesar del largo 

tiempo transcurrido, su etiología y patogenia no se conocen claramente. En 1927, 

Sampson describió la teoría de la menstruación retrógrada e implantación de células de 

endometrio viable [6]. Sin embargo, las incógnitas acerca de los mecanismos íntimos que 

explican la implantación del endometrio en regiones ectópicas siguen sin resolverse. Se 

han sugerido diversos factores como causa de endometriosis, incluyendo alteraciones del 

sistema inmunológico, proteolítico, de la angiogénesis, del ambiente peritoneal, del 

propio tejido endometrial y una predisposición genética [7-12]. Esta patogenia 

multifactorial, unida a su heterogeneidad clínica, ha facilitado la diversidad de corrientes 

para explicar su etiología y la ausencia de uniformidad de criterio en el mecanismo íntimo 

de la génesis de la endometriosis. 

Aunque la endometriosis es una enfermedad benigna, el tejido endometrial, 

después de adherirse al peritoneo, tiene la propiedad de proliferar de forma similar al 

tejido tumoral [13]. Al igual que ocurre en la invasión tumoral, tiene lugar una proteolisis 
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local extracelular que produce una degradación de la MEC del peritoneo o del ovario, lo 

que determina la implantación del tejido endometrial en localizaciones ectópicas [14]. 

Paralelamente, el desarrollo de procesos de neoangiogénesis en estos lugares 

contribuye en la formación de la lesión endometriósica inicial. 

Estudios recientes de expresión génica han indicado que el ambiente molecular del 

endometrio patológico es diferente al del endometrio normal [15-18]. Sin embargo, 

quedan muchos interrogantes por contestar en el campo de la expresión, la regulación y el 

significado biológico de muchos de estos genes en la fisiología y patología endometrial. 

 

1. 1. 1.  TEORIAS ETIOPATOGÉNICAS 

Existen referencias en relación a la localización aberrante del tejido endometrial desde 

hace más de 300 años en diversos documentos históricos de origen europeo [19]. La primera 

descripción en una publicación científica data de 1690, aunque no fue hasta finales del siglo 

XIX cuando se describió con detalle lo que hoy entendemos por endometriosis [20, 21]. Sin 

embargo, fue Sampson [22] quien definió las características morfológicas y semiológicas de 

esta enfermedad, de forma que a partir de entonces fue considerada como entidad clínica 

específica. Desde entonces, son muchos los avances en la comprensión de los procesos 

fisiopatológicos involucrados en la génesis de la endometriosis, aunque los mecanismos 

íntimos de la misma continúan todavía sin conocerse completamente.  

Existen dos grupos de teorías que permiten explicar el desarrollo de esta enfermedad: 

1) por implantación y crecimiento del tejido endometrial tras un proceso de transporte; 2) por 

diferenciación o metaplasia de tejido prexistente distinto al endometrial que mantiene su 

capacidad de diferenciarse en tejidos diferentes bajo la influencia de ciertos estímulos. 

Además, hay un grupo de teorías integradoras, que intentan explicar los distintos casos de 

endometriosis.  
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1. 1. 1. a. Por implantación y crecimiento de tejido endometrial tras un proceso de 

transporte 

La teoría de la implantación (o de Sampson) sugiere que la lesión 

endometriósica se produce como resultado del reflujo de tejido endometrial viable, a 

través de las trompas de Falopio, el cual se implanta en la superficie peritoneal o en 

órganos pélvicos, donde prolifera ectópicamente [6, 23]. La teoría de la diseminación (o 

metástasis) linfática y vascular (o de Halban) postula que los fragmentos endometriales 

pasan a través de los vasos linfáticos y vasculares hasta la cavidad pélvica y otras 

localizaciones mas alejadas de la cavidad peritoneal [24].  

Hay una serie de observaciones que apoyan la teoría de la implantación. 1) La 

endometriosis solo se produce de forma natural en primates, los únicos mamíferos que 

menstrúan, tal y como se ha observado en babuinos en cautividad [25, 26]. 2) La 

menstruación retrograda es un fenómeno casi universal en mujeres con presencia de 

trompas de Falopio normales [27, 28]. 3) Las células endometriales, obtenidas a partir del 

flujo menstrual [29, 30] y del líquido peritoneal [31], se pueden cultivar, con lo que 

continúan siendo viables. 4) Las células endometriales, obtenidas a partir del flujo 

menstrual, tienen la capacidad de implantarse y proliferar en localizaciones ectópicas in 

vivo [32, 33]. 5) Además, también tienen la capacidad de implantarse y proliferar en 

localizaciones ectópicas in vitro. [34, 35] 6) La obstrucción del flujo menstrual de forma 

natural [36, 37] y experimental, usando modelos de primate [38], están asociadas a la 

endometriosis. 7) Los implantes endometriósicos se producen con mayor frecuencia en 

aquellas áreas en las que se espera un estancamiento de los restos menstruales del reflujo 

tubárico [39, 40]. 

Todos estos hallazgos hacen pensar que la endometriosis se debe a la implantación 

de fragmentos endometriales regurgitados en la cavidad peritoneal con la menstruación 

retrógrada. El problema de esta teoría es que la menstruación retrógrada es un fenómeno 

que se produce en todas (o casi todas) las mujeres [27], y la endometriosis solo se da en 

un porcentaje pequeño de la población. Habitualmente existen mecanismos de depuración 

peritoneal que son capaces de eliminar estos fragmentos endometriales impidiendo el 
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desarrollo de la lesión endometriósica. La resistencia a estos mecanismos fisiológicos se 

intenta explicar por las diferencias, a nivel de expresión génica y proteica, entre el 

endometrio eutópico de mujeres con endometriosis y de mujeres sin endometriosis [41], 

por lo que el defecto primordial de la endometriosis lo deberíamos encontrar en el 

endometrio eutópico.  

Además, durante los últimos años se han acumulado distintas evidencias sobre 

alteraciones del endometrio eutópico y/o ectópico, constitutivas o adquiridas, que 

favorecen los procesos potencialmente implicados en este fenómeno [42]. Distintas 

moléculas implicadas en la apoptosis, la adhesión, el crecimiento, la angiogénesis y los 

mecanismos para escapar del sistema inmunológico se han visto cualitativa o 

cuantitativamente afectadas en endometrio eutópico o ectópico de las mujeres con 

endometriosis con respecto a las mujeres sin endometriosis. Estas alteraciones, que 

pueden afectar la actividad fisiológica del endometrio, han llevado a explicar porqué sólo 

algunas mujeres desarrollan la enfermedad. 

En este contexto se debe tener en cuenta que la endometriosis por si misma 

favorece un estado de inflamación peritoneal que puede contribuir al mantenimiento de la 

enfermedad [43]. Así, es posible que muchas de las alteraciones moleculares encontradas 

en el endometrio ectópico de mujeres con endometriosis, e incluso en el endometrio 

eutópico, sean una consecuencia de la inflamación peritoneal más que la causa de la 

enfermedad. Por otro lado, algunas de las diferencias observadas entre endometrio 

eutópico y ectópico de las mujeres con endometriosis se pueden deber a la influencia 

directa del microambiente peritoneal [44-47]. En cualquier caso, una vez que el 

endometrio se implanta a nivel peritoneal se produciría una lesión endometriósica que 

será clínicamente diferente en función de su localización y el estado evolutivo de la 

enfermedad. 
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1.  1.  1. b. Por diferenciación de tejido preexistente distinto al endometrial 

La teoría de la metaplasia celómica sugiere que un epitelio con capacidad 

proliferativa, como es el caso del epitelio mesotelial, que recubre los ovarios y el 

peritoneo, contiene células capaces de transformarse por metaplasia en tejido endometrial 

[48, 49]. La teoría de la inducción es una extensión de la teoría celómica, y propone que el 

epitelio mesotelial es capaz de diferenciarse dando lugar a lesiones endometriósicas tras 

inducirse por algún o algunos factores hormonales, bioquímicos y/o inmunológicos. La 

teoría de los restos embrionarios propone que la endometriosis se produce por 

estimulación de restos celulares embrionarios que se diferencian dando lugar a 

endometrio funcional [21, 50]. Un componente atractivo de la teoría de la metaplasia 

celómica y de la inducción es que justifican la aparición de endometriosis en cualquier 

localización en la que se encuentre mesotelio [51]. 

Sin embargo, existen diversos aspectos clínicos que van en contra de las teorías de 

la metaplasia celómica y de la inducción. Si la metaplasia celómica es similar a la 

metaplasia común, entonces la frecuencia de endometriosis debería incrementarse 

progresivamente con la edad, aspecto que no se observa en la práctica clínica. Además, la 

mayor frecuencia de las lesiones endometriósicas en las áreas anatómicas cercanas a las 

trompas o la lateralidad de la endometriosis en ciertas localizaciones serían difícilmente 

explicables por esta teoría. 

1. 1. 1. c. Teorías integradoras 

La patogénesis de la endometriosis puede ser multifactorial y una sola teoría puede 

que nunca explique todos los casos de la enfermedad. 

En 1949, Javert [52] propuso una teoría integradora de la histogénesis de la 

endometriosis en la que combina las teorías de la implantación y la metástasis 

linfática/vascular con una teoría de extensión directa de tejido endometrial a través del 

miometrio. Por otro lado, en 1997, Nisolle y Donnez [53], propusieron una teoría en la 

que defienden que la histogénesis de la endometriosis depende de la localización y tipo de 

implante endometriósico. De esta forma, la endometriosis peritoneal se puede explicar 
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por la teoría de la implantación, los endometriomas ováricos pueden surgir como 

resultado de la metaplasia celómica a partir de inclusiones formadas por epitelio ovárico 

invaginado, y la endometriosis rectovaginal, que a menudo tiene aspecto de adenomiosis, 

podría ser resultado de la metaplasia de restos müllerianos localizados en el septo 

rectovaginal [53]. 

Estas teorías son atractivas al reconocer varios mecanismos de histogénesis. Parece 

lógico que una enfermedad con manifestaciones tan variables se pueda originar a partir de 

distintos mecanismos. 

 

1. 1. 2.  EVOLUCIÓN Y CONSOLIDACIÓN DE LA ENDOMETRIOSIS 

Las lesiones peritoneales establecidas por alguno de los mecanismos citados 

evolucionan en su mayoría a la cicatrización [54]. Sin embargo, algunas de ellas permanecen 

activas desencadenando lesiones ováricas y peritoneales profundas (Figura 1. 1). 

 

 

Figura 1. 1. Teorías fisiopatológicas de la endometriosis. La menstruación retrógrada es un 
proceso fisiológico que ocurre en la mayoría de las mujeres. La mayoría de las lesiones 
endometriósicas  iniciales sufren un proceso de cicatrización y pierden su actividad. En algunas 
mujeres, estas lesiones pueden seguir un proceso diferente que desemboca en una enfermedad con 
manifestaciones clínicas diferentes (modificado de Belaisch y col [54]).   
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La progresión de la endometriosis se produce en varias etapas: 1) reflujo menstrual; 2) 

adhesión al peritoneo o estructuras periféricas; 3) proteolisis de la MEC del tejido invadido; 

4) proliferación; 5) angiogénesis; 6) cicatrización.  

Así pues, según la teoría de la implantación, el reflujo de las células endometriales a la 

cavidad peritoneal es una condición necesaria, pero no suficiente, para el desarrollo de la 

enfermedad. Aunque parece ser un factor importante, ya que las menstruaciones en 

mujeres con endometriosis son con frecuencia más largas y abundantes [55].  

Las células endometriales expresan moléculas de adhesión (integrinas) en su 

superficie [56], lo que les confiere la capacidad potencial de unirse al peritoneo. Aunque las 

células endometriales aisladas, a diferencia de los fragmentos endometriales en los que se 

asocian glándulas y estroma, sólo tienen capacidad de adhesión a la MEC y no al peritoneo 

intacto [35, 57-59]. Además, existe una importante regulación hormonal en este proceso, la 

exposición del endometrio a la acción de la progesterona durante 24 horas antes de su 

inyección intraperitoneal en modelos de experimentación animal ha demostrado disminuir su 

capacidad de implantación [60]. 

Tras migrar a la cavidad abdominal, los fragmentos de endometrio expresan 

metaloproteasas (MMPs) que son capaces de degradar la membrana basal y numerosos 

componentes de la MEC [61]. Así pues, la exposición de la MEC del mesotelio podría ser el 

resultado de una actividad enzimática excesiva, evidenciada por un mayor nivel de proteasas 

que actuarían sobre un peritoneo previamente debilitado. Además, existen numerosos 

factores que pueden dañar el peritoneo (cirugía, toxinas, bacterias, células inflamatorias…), 

lo que explica la alta frecuencia de implantes endometriósicos microscópicos (20% de los 

casos de esterilidad inexplicada) en biopsias randomizadas de peritoneo aparentemente 

normal [62-64]. Por otro lado el endometrio produce factores angiogénicos que son 

esenciales para la neovascularización local [65]. 
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Figura 1. 2. Proceso de menstruación retrógrada. Durante la menstruación existen fragmentos de 
tejido endometrial que migran retrógradamente, a través de las trompas de Falopio, hasta la 
cavidad peritoneal. Estos fragmentos contienen numerosos factores, entre los que se incluyen 
citoquinas y diversos componentes del sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas. 

 

Existen diferentes mecanismos de protección fisiológica para interrumpir el proceso 

en cada etapa. De forma que el ambiente peritoneal, en la mayoría de las mujeres, es capaz 

de reabsorber el tejido endometrial presente al final de la menstruación.  

Así pues, para que se desarrolle la endometriosis hay dos posibilidades, o bien los 

fragmentos endometriales son capaces de resistir los mecanismos normales de depuración 

peritoneal [54], o hay una alteración de los componentes celulares y/o humorales del 

líquido peritoneal, lo que ocasiona una depuración deficiente.  

Esta segunda posibilidad podría ser consecuencia de anomalías en algunos de los 

factores presentes en el ambiente peritoneal como pueden ser los macrófagos y las células 

NK (“Natural Killer”),  citoquinas, factores de crecimiento y hormonas locales, o bien el 

propio mesotelio peritoneal, que puede estar dañado.  

Los macrófagos constituyen el 85% de las células del líquido peritoneal [66]. Su 

número y nivel de activación varía a lo largo del ciclo menstrual, con un máximo en el 

periodo postmenstrual con el fin de eliminar de la cavidad peritoneal los restos 

endometriales, espermatozoides y células foliculares. En las mujeres con endometriosis el 
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número de macrófagos está aumentado [66] y además tienen un mayor nivel de activación 

[67, 68]. Por otro lado, las células NK del líquido peritoneal participan en la purificación de 

la cavidad peritoneal gracias a su actividad citotóxica sobre células extrañas [69, 70]. 

Además, la actividad citotóxica de las células NK circulantes y peritoneales está reducida en 

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

Por otra parte, la presencia de alteraciones anatómicas podría empeorar la 

capacidad de depurado peritoneal o contribuir a aumentar el reflujo menstrual. Dentro de 

estos factores anómalos del ambiente peritoneal se han citado la hipertonía de la unión 

uterotubular [73], el desarrollo de ondas contráctiles retrógradas en la musculatura tubular 

y miometrial [74] y la presencia de malformaciones uterinas que dificultan la 

menstruación anterógrada normal [36].  

 

1.  1.  3.  EPIDEMIOLOGÍA 

La endometriosis es una enfermedad ginecológica bastante común, crónica, 

benigna y dependiente de estrógenos, que está asociada a dolor pélvico y esterilidad. Se 

caracteriza por la presencia de tejido endometrial uterino fuera de su localización normal, 

principalmente en el peritoneo pélvico, pero también en los ovarios y en el septo 

rectovaginal, y raramente en otras localizaciones como el pericardio, la pleura e incluso el 

cerebro. La prevalencia de la endometriosis pélvica está en torno al 8-10% en la 

población general femenina y en torno al 35-50% en mujeres con dolor y/o esterilidad 

[75]. 

Los factores de riesgo de la endometriosis incluyen la edad de la mujer, factores 

menstruales y reproductivos, historia familiar, hábitos de vida, índice de masa corporal y 

factores ambientales [76-78]. 

En relación a la historia familiar, la existencia de familiares de primer grado 

afectados aumenta el riesgo [79, 80], fundamentalmente en gemelas monozigóticas [81, 

82]. Estos resultados deben tomarse con cautela, ya que no se puede excluir que la 
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información esté sesgada. En los casos de endometriosis se puede tender a realizar una 

historia familiar más exacta que en controles [77].  

La endometriosis es una enfermedad compleja, ya que las localizaciones ectópicas 

pueden ser múltiples y de aspecto variable. La localización habitual de la endometriosis 

es la pelvis, en especial los ovarios y las áreas cercanas que están cubiertas por peritoneo, 

como es el caso del fondo de saco de Douglas, el ligamento ancho y los ligamentos 

uterosacros (Figura 1. 3). También se ha observado la presencia de implantes 

endometriósicos a distancia. Debido a la complejidad de la enfermedad, se necesita un 

sistema de clasificación simple y descriptivo que permita comparar los resultados entre 

los diferentes estudios.  
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 Figura 1. 3. Localización de la endometriosis. La endometriosis se localiza en las regiones 
cercanas a las fimbrias de ambas trompas de Falopio, situación clínica que refuerza la teoría de la 
menstruación retrógrada como factor determinante en la patogenia de la enfermedad 
(http://www.healthsquare.com/fgwh/wh1c0801.jpg). 
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1.  1.  4. SISTEMA DE CLASIFICACIÓN DE LA ENDOMETRIOSIS 

El sistema de clasificación más utilizado es la clasificación revisada de la American 

Fertility Society (AFSr). Se basa en la descripción de la localización y la extensión de las 

lesiones evidenciadas durante el examen laparoscópico o laparotómico [83]. Propone una 

exhaustiva clasificación en estadios según un sistema de puntuación: estadio I, 

endometriosis mínima (1 a 5 puntos); estadio II, leve (6 a 15 puntos); estadio III, 

moderada (16 a 40 puntos); estadio IV, severa (más de 40 puntos) (Figura 1. 4).  

Esta clasificación topográfica es muy útil para establecer la extensión de la 

enfermedad y clasifica correctamente la endometriosis ovárica y peritoneal, sin embargo 

es de menor utilidad para la valoración de otras localizaciones, como la rectovaginal o 

extragenital, y no hace referencia a la funcionalidad del los órganos reproductivos. 

 

Figura 1. 4. Clasificación revisada de la American Fertility Society (AFSr) para la endometriosis. 
El sistema de clasificación de la Sociedad Americana de Fertilidad (1985), se basa en el aspecto, 
tamaño y profundidad de los implantes peritoneales y ováricos, en  la presencia, la extensión y el 
tipo de adherencias de los anexos, y en el grado de obliteración del fondo de saco de Douglas. 
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1.  2. ENDOMETRIOSIS Y SISTEMA FIBRINOLÍTICO   

1.  2.  1. ASPECTOS GENERALES DE LA FIBRINOLISIS 

La fibrinolisis, término introducido por Dastre a finales del S. XIX [84], se define 

como el conjunto de mecanismos encargados de disolver el coágulo de fibrina. El 

funcionamiento del sistema fibrinolítico tiene como base la conversión de un proenzima, el 

plasminógeno, en su enzima proteolíticamente activo, la plasmina, capaz de eliminar el 

coágulo al degradar la fibrina [85, 86] (Figura 1. 5). Cuando la plasmina actúa sobre la 

fibrina genera productos de degradación de la fibrina, exponiendo en la fibrina residuos de 

lisina en posición carboxiterminal. Estos residuos constituyen sitios de unión para el tPA y el 

plasminógeno, siendo responsables de amplificar enormemente la cascada de la fibrinolisis. 

 

Figura 1. 5. Esquema simplificado del funcionamiento del sistema fibrinolítico. tPA: Activador 
tisular del plasminógeno; uPA activador del plasminógeno tipo uroquinasa; sc-uPA: uPA de una 
cadena; HMW-uPA: uPA de elevada masa molecular; LMW-uPA: uPA de baja masa molecular; 
PAI: inhibidor del activador del plasminógeno; PDF: Productos de degradación de la 
fibrina/fibrinógeno. 
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Además de su función fibrinolítica en el plasma, la plasmina tiene una importante 

función proteolítica a nivel tisular, actuando directamente sobre glicoproteínas de la MEC e 

indirectamente al activar las metaloproteasas de la matriz extracelular (MMPs) y degradar 

los inhibidores tisulares de las metaloproteasas (TIMPs). Además,  también está implicada 

en los procesos de proliferación y migración celular. 

La plasmina también interviene en procesos fisiológicos como la menstruación, la 

ovulación y la implantación embrionaria [87-89]  y en situaciones patológicas como el 

cáncer [90-93] o la endometriosis [8, 14, 94, 95]. 

La transformación del plasminógeno en plasmina se produce mediante la acción 

proteolítica de dos enzimas, denominados activador tisular del plasminógeno (tPA) y 

activador del plasminógeno de tipo uroquinasa (uPA).  

Como en cualquier proceso biológico regulado, a esta tendencia profibrinolítica se 

opone una actividad antifibrinolítica mediada por inhibidores de los enzimas proteolíticos a 

varios niveles. Por un lado están los inhibidores que impiden la activación del plasminógeno 

a plasmina (PAIs, que inhiben a los activadores del plasminógeno tPA y uPA) y por otro 

lado están los inhibidores directos de la plasmina, la α2-antiplasmina (su principal inhibidor 

fisiológico) y la α2-macroglobulina. Además, hay otro mecanismo que regula negativamente 

dicha activación, la vía del inhibidor de la fibrinolisis activable por trombina (Thrombin 

Activatable Fibrinolysis Inhibitor, TAFI) [96]. Se sabe que los residuos de aminoácidos 

básicos (lisina y arginina) exhibidos en la superficie de la fibrina parcialmente degradada 

sirven de anclaje al plasminógeno y al tPA [96]. Cuando el plasminógeno y el tPA coinciden 

en la superficie del coágulo de fibrina tiene lugar la activación del plasminógeno en 

plasmina. Pues bien, precisamente a ese nivel, el TAFI una vez activado (TAFIa) es capaz de 

eliminar los residuos de lisina y arginina de la superficie de la fibrina, lo cual reduce 

drásticamente la activación del plasminógeno en plasmina, disminuyendo la fibrinolisis [96]. 

Todos estos factores son determinantes en el proceso de fibrinolisis, de forma que una 

correcta hemostasia dependerá de un equilibrio adecuado entre todas estas fuerzas opuestas 

[85]. Por otra parte, el equilibrio entre ellas se encuentra íntimamente relacionado con la 



 16

hemostasia primaria (dependiente de las plaquetas) y con la hemostasia secundaria 

(dependiente de la coagulación). Por último, interesa resaltar que no se trata de un equilibrio 

estático, sino tremendamente dinámico y adaptable a diferentes situaciones fisiológicas.  

Antes de profundizar en la importancia del sistema fibrinolítico en la endometriosis 

es conveniente describir la naturaleza de sus componentes y las interrelaciones que se dan 

entre ellos a nivel molecular.  

 

1. 2. 2. PLASMINÓGENO Y PLASMINA 

El gen del plasminógeno se localiza en la posición 6q26 [97] y se extiende a lo largo 

de 52,5 kilobases, fragmentado en 19 exones [98]. Además, este gen está estrechamente 

relacionado con el gen que codifica la apolipoproteína (a) [99].  

El plasminógeno es una glicoproteína sintetizada fundamentalmente en el hígado, 

aunque también se han descrito otros lugares de síntesis como los eosinófilos o las células 

renales. Los niveles de plasminógeno en el plasma son relativamente constantes (200 mg/l) y 

no varían excesivamente con la edad ni con el sexo.  

El plasminógeno está formado por una cadena polipeptídica de 791 aminoácidos con 

una masa molecular aproximada de 92 kDa. Contiene 5 regiones homólogas de triple lazo o 

kringles [100], las cuales contienen unas estructuras llamadas sitios de unión a lisina (LBS, 

“lysine binding sites”) que son responsables de la unión plasminógeno:fibrina y de la 

interacción plasmina:α2-antiplasmina, jugando de este modo un papel crucial en la 

regulación de la fibrinolisis [101, 102]. Cada uno de estos kringles está codificado por dos 

exones. 

El zimógeno nativo posee un residuo de ácido glutámico en posición amino-terminal 

(Glu-plasminógeno). La activación del Glu-plasminógeno en el plasma humano tiene lugar 

mediante el corte del enlace Arg561-Val562 [103]. 

La plasmina es la forma enzimáticamente activa del plasminógeno. Es una serín-

proteasa de doble cadena del tipo de la tripsina, que está formada por dos cadenas 
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polipeptídicas unidas entre sí por dos puentes disulfuro [104]. Atendiendo a su masa  

molecular, se denomina cadena pesada a la que deriva de la porción amino-terminal del 

plasminógeno, y cadena ligera a la que deriva de la porción carboxi-terminal. La cadena 

pesada contiene un péptido de activación y los 5 kringles descritos en el plasminógeno, en 

los cuales se encuentran los lugares de unión a la lisina (LBS). La cadena ligera contiene el 

centro activo con la configuración típica de las serín-proteasas. 

La plasmina tiene como sustratos más específicos la fibrina y el fibrinógeno [105], 

dando lugar a los llamados productos de degradación del fibrinógeno y la fibrina (PDF/pdf). 

Pero la plasmina no solo ejerce su acción proteolítica (fibrinolítica) a nivel plasmático. 

También actúa a nivel tisular tanto directamente, degradando diversas glicoproteínas de la 

membrana basal y de la MEC (contribuyendo al remodelado tisular y favoreciendo el acceso 

de otras proteasas), como indirectamente, por un lado activando proteolíticamente a las 

MMPs y, así, regulando sus niveles y, por otro lado degradando proteolíticamente a los 

TIMPs. Estas MMPs son capaces de degradar los distintos componentes resistentes a la 

plasmina, como el colágeno (Figura 1. 6) [106, 107]. Además, la plasmina también regula la 

activación proteolítica de factores de crecimiento, estando implicada en la proliferación 

celular. 

También, a través de los LBS, el plasminógeno y la plasmina son capaces de 

interactuar con los receptores del plasminógeno que existen en la superficie de la célula 

endotelial y de otras células [108]. Estos receptores modulan el proceso de fibrinolisis y, en 

particular, los procesos proteolíticos relacionados con la migración celular que tienen lugar 

en la superficie celular. 

La inhibición de la plasmina por la α2-antiplasmina tiene lugar a través de los LBS y 

por el centro activo. Por ello, cuando la plasmina está unida a la fibrina, con los LBS 

bloqueados, no se inactiva y actúa como un eficaz fibrinolítico. 
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1.  2.  3. ACTIVADORES FIBRINOLÍTICOS 

Los activadores fisiológicos del plasminógeno, el tPA y la uPA, representan el 

papel dual del sistema fibrinolítico, ya que mientras que la activación del tPA es 

importante para el proceso de fibrinolisis, la uPA modula el proceso proteolítico pericelular 

de la MEC. Así, a pesar de que ambos activadores poseen actividades enzimáticas 

comunes, parecen desempeñar distintos papeles en el organismo.  

El tPA es una serín-proteasa que se sintetiza fundamentalmente en las células 

endoteliales y está presente en el plasma a bajas concentraciones, pudiéndose detectar 

niveles antigénicos de tPA circulante del orden de 5 ng/ml. En su mayor parte se puede 

encontrar formando complejos con el PAI-1 y alrededor del 5% se puede detectar en forma 

libre y activa en el plasma.  

Una de las características más interesantes del sc-tPA es su baja actividad enzimática 

en un sistema purificado. Sin embargo, la eficacia catalítica de la conversión del 

plasminógeno a plasmina se incrementa unas 1.500 veces en presencia de fibrina o de 

fragmentos de ésta [109]. Esto se debe a que la fibrina actúa como superficie sobre la cual se 

unen secuencialmente el tPA y el plasminógeno para formar un complejo ternario. La gran 

afinidad del tPA por el plasminógeno en presencia de fibrina da como resultado una eficiente 

activación del plasminógeno a plasmina en la zona del coágulo, mientras que al mismo 

tiempo la activación en el plasma circulante permanece muy reducida. Así pues, la principal 

función del tPA parece estar asociada con la fibrinólisis a nivel endotelial, siendo su 

actividad proteolítica tisular de menor importancia que la de la uPA. No se han observado 

diferencias significativas en las actividades de ambas formas en presencia de fibrina [110]. 

1. 2. 3. 1. Activador del plasminógeno tipo uroquinasa (uPA) 

El gen de la uPA humana está localizado en la banda cromosómica 10q24 [111] y 

contiene 11 exones a lo largo de 6,4 Kb [112]. La uPA es una serín-proteasa de tipo tripsina, 

aislada inicialmente de la orina humana en forma de doble cadena (tc-uPA). Sin embargo, y 

como en el caso del tPA, la uPA se sintetiza inicialmente como una molécula de una sóla 
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cadena polipeptídica (sc-uPA) [113] compuesta por 411 aminoácidos y con una masa 

molecular de 54 KDa.  

Tras digestión parcial por parte de la plasmina o la calicreína, a nivel del enlace 

peptídico Lys158-Ile159, la sc-uPA se convierte en la forma de doble cadena tc-uPA, 

denominada también uroquinasa de elevada masa molecular (HMW-uPA), formada por una 

cadena ligera A, que representa el extremo N-terminal del sc-uPA y que contiene 158 

aminoácidos, y una cadena pesada B con 253 aminoácidos. En esta última se localiza el 

centro catalítico formado por la triada catalítica His204, Asp255 y Ser356, de tal modo que 

el puente disulfuro Cys194-Cys222 es esencial para mantener la actividad del enzima. Por su 

parte, la cadena ligera contiene una región homóloga al factor de crecimiento epidérmico 

(EGF) humano (residuos 9-45), y una región kringle (aminoácidos 45-134). La HMW-uPA 

puede ser escindida por la plasmina en una forma de uroquinasa de baja masa molecular (33 

KDa) y enzimáticamente activa (LMW-uPA) y una molécula que no es enzimáticamente 

activa denominada ATF-uPA, que mantiene la capacidad de unirse al receptor de la uPA 

[114]. 

La concentración de sc-uPA en plasma es de 8 a 10 ng/ml y su vida media es de 5 a 8 

minutos, siendo predominantemente metabolizada en el hígado. 

Cuando se incuba sc-uPA con plasminógeno, en un sistema purificado, se genera 

rápidamente tanto tc-uPA como plasmina. El análisis cinético de este proceso revela que se 

trata en realidad de una secuencia de tres reacciones [115, 116]. En la primera, el sc-uPA 

actúa directamente sobre el plasminógeno generando pequeñas cantidades de plasmina. A 

continuación, la plasmina convierte el sc-uPA en tc-uPA, y ésta dirige finalmente la 

activación del plasminógeno. 

A nivel celular, la uPA se une específicamente a su receptor (uPAR) expresado en 

diferentes tipos celulares [117]. Este receptor de superficie está formado por 283 

aminoácidos que se anclan en la membrana por una cola glicosil fosfatidil inositol (GPI) 

[118, 119]. Este receptor de superficie parece jugar un papel central en la regulación de la 

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

eliminación de la cola GPI de la isoforma completa [121]. (Figura 1. 6). 

 

Figura 1. 6. Modelo de unión de uPA a su receptor (uPAR). La molécula de uPA es secretada y se 
une con gran afinidad y especificidad al uPAR. Esta unión activa la uPA, limitando la actividad 
proteolítica en la superficie celular. Los componentes de la MEC se degradan por la plasmina, 
facilitando la migración celular y la angiogénesis. La vitronectina interacciona con el uPAR 
desencadenando una activación de la cascada de señal intracelular (modificado de 
http://www.wilex.de/R&D/uPA_Target.htm).  

 

La unión de la uPA a su receptor permite la generación controlada de plasmina 

próxima a la superficie de las células, produciendose proteolisis en localizaciones muy 

específicas. Además, la uPA también es capaz de degradar la MEC en ausencia de 

plasminógeno [122]. Y tanto la uPA como la plasmina pueden activar a otras familias de 

proteasas, como las MMPs, de forma que este conjunto de proteasas actúan degradando 

eficazmente los componentes de la MEC. Así pues, las células portadoras del receptor 

uPAR, tras la unión de su ligando podrán invadir tejidos adyacentes e incluso entrar en la 

circulación sanguínea, con lo que pueden alcanzar localizaciones remotas. Esta proteolisis 

controlada modula la capacidad de migración e invasión de estas células al regular las 

interacciones entre ellas mismas y entre ellas y la membrana basal o la MEC [123]. Estos 

mecanismos regulan la migración celular en condiciones fisiológicas y patológicas, como 
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es el caso de la angiogénesis, la implantación embrionaria, la reacción inflamatoria, la 

cicatrización cutánea y la implantación de metástasis tumorales [124-126].  

También, junto a la plasmina, la uPA posee la capacidad de activar y liberar factores 

de crecimiento unidos a la MEC o a la superficie celular, promoviendo crecimiento celular y 

angiogénesis. Por otra parte, la unión de la uPA a su receptor, uPAR, también tiene un 

efecto mitogénico [127], por lo que estos mecanismos son importantes para el proceso de 

regeneración tisular. 

El uPAR podría actuar también como receptor de la MEC durante el proceso de 

adhesión celular [128], ya que es capaz de unirse a la vitronectina y a las integrinas [129, 

130]. La uPA unida a su receptor también es susceptible de inhibición por los PAIs, aunque a 

una menor velocidad, lo que podría jugar un papel importante en el control de la activación 

del plasminógeno a nivel tisular y en la proteolisis de la MEC. Se cree que el uPAR puede 

incrementar la disponibilidad local de uPA debido a este enlentecimiento de la inhibición 

por el PAI-1 y la disminución de su eliminación.  

La vía de la uPA juega, en general, un papel importante en la fisiología uterina [131] 

y, más concretamente, en el inicio de la menstruación [132]. La expresión de uPA está 

regulada por mecanismos paracrinos y factores esteroideos  [133, 134]. La uPA puede ser 

inactivada por progesterona en cultivos de células endometriales estromales debido a un 

aumento de la expresión de PAI-1 y de uPAR en la superficie celular [129]. Por otra parte, se 

ha descrito una asociación de uPA a nivel de la membrana basal de la glándula endometrial 

en relación con la hiperplasia y el adenocarcinoma de endometrio [135, 136] y con el cáncer 

de ovario [137]. 

Regulación de la uPA 

La transcripción de un gen está regulada principalmente por la actividad de unos 

factores nucleares específicos que gobiernan la frecuencia de inicio de la transcripción. Esos 

factores interaccionan con secuencias específicas situadas, generalmente, en la región 5' de 

los genes, modulando la actividad de la RNA polimerasa. En cuanto a la regulación de la  

uPA, se ha descrito que su promotor contiene una caja TATA (secuencia prácticamente 
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universal en los genes eucariotas de inicio de transcripción y característica de genes 

regulados) y una región de unas 200 bases rica en GC (característica de los genes de 

expresión constitutiva o housekeeping), donde se encuentran varias copias de la secuencia 

GGGCGG que es reconocida por el factor de transcripción SP1. La expresión del gen de la 

uPA se induce por distintas señales, entre las que se incluyen factores de crecimiento 

presentes en el suero, como el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el de fibroblastos 

(FGF), hormonas esteroides, la luz ultravioleta y cambios en la morfología celular [138-

140]. 

La región intensificadora más caracterizada del gen de la uPA se encuentra a unas - 2 

Kb del punto de origen de la transcripción [141, 142]. Esta región está compuesta de un sitio 

Ets/AP1A, un sitio AP1B hacia 5´ del promotor y un conector cooperativo (COM) de 74 pb 

entre ambas regiones. Se ha demostrado que los factores de transcripción que se unen al sito 

Ets/AP1 son activados por miembros de las MAPK (“mitogen-activated protein kinases”) 

[143-145]. Se cree que el promotor de la uPA es muy sensible a una gran variedad de 

señales, ya que estas quinasas son activadas por distintas señales extracelulares como 

factores de crecimiento, citoquinas, estrés osmótico y radiación ultravioleta [146].  

En la región 3’ no traducida (3´UTR) del mRNA de la uPA, (también en uPAR, PAI-

1, y PAI-2), se encuentra la secuencia ARE (“AU rich element”) [147, 148]. Esta secuencia, 

rica en AU, marca al mRNA para una degradación rápida disminuyendo su estabilidad. Se 

ha descrito un aumento en la estabilidad del mRNA de la uPA en células metastáticas del 

cáncer de mama (con una vida media de 17 h), debido sobre todo a una disminución de la 

degradación del mRNA de la uPA mediada por las secuencias ARE [149].  

Fisiopatología de la uPA 

El estudio de ratones transgénicos deficientes en uPA [124, 150] ha permitido 

conocer algunos aspectos del papel de la uPA in vivo. Al igual que ocurre con el tPA, una 

deficiencia de uPA no parece alterar el desarrollo embrionario ni la fertilidad, aunque la 

deficiencia combinada de ambos activadores del plasminógeno, tPA y uPA, sí que 

dificulta el proceso de ovulación. Además, ratones transgénicos deficientes en uPA [140] 
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presentan una mayor susceptibilidad a la trombosis, una reducida vascularización, una 

reducción de la activación de las plaquetas y una reducción de la capacidad de invasión 

tumoral. 

 

1.  2. 4. INHIBIDORES FIBRINOLÍTICOS 

Se han descrito diversas proteínas capaces de inhibir la activación del plasminógeno, a 

las que se les ha denominado inhibidores de los activadores del plasminógeno, o PAIs. Éstos 

son el PAI-1 o endotelial [151], el PAI-2 o placentario [152] y el PAI-3, también conocido 

como el inhibidor de la proteína C activada (PCI) [153-155].  

Estudios de homología demuestran que estos PAIs forman parte de la superfamilia de 

los inhibidores de las serín-proteasas o serpinas (Serin proteinase inhibitor). Las serpinas son 

proteínas con una alta homología derivadas de un gen ancestral común de hace unos 500 

millones de años [156, 157]. Las serpinas mejor estudiadas son aquellas que se encuentran 

en el plasma humano donde actúan, en general, como inhibidores de serín-proteasas, las 

cuales son importantes en los procesos de coagulación, fibrinolisis, inmunidad e inflamación. 

 Las serpinas suelen forman complejos con sus proteasas diana con una 

estequiometría 1:1. Estos complejos son muy estables al calor y a la desnaturalización, y 

tanto la actividad inhibidora de la serpina como la catalítica de la proteasa se pierden tras la 

formación del complejo. Estos complejos expresan nuevos epítopos que participan en su 

reconocimiento y degradación y son quimioatrayentes para los neutrófilos y los monocitos 

[158]. 

El PAI-1 es el principal inhibidor fisiológico de los activadores tPA (mono- y 

bicatenario) y uPA (tc-uPA pero no sc-uPA) y juega un papel importante en la regulación de 

la fibrinólisis, ya que la mayoría del tPA plasmático se encuentra formando complejos con el 

PAI-1 [159, 160]. 

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

monocitos, macrófagos y en el tejido placentario y, bajo condiciones fisiológicas, resulta 
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indetectable su presencia en plasma en mujeres no gestantes. Esto sugiere que, en principio, 

su participación en la hemostasia debe circunscribirse a procesos muy concretos, como 

puede ser el caso de la gestación, manteniendo el estado hipofibrinolítico propio del 

embarazo. El PAI-2 inhibe al tPA y a la uPA, aunque con menor eficacia que el PAI-1. De 

hecho, no se han detectado complejos tPA:PAI-2 en plasma, ni aún siquiera durante la 

gestación, cuando la concentración de PAI-2 supera a la de PAI-1 [163, 164].  

El PAI-3 [165] es capaz de inhibir a la uPA y al tPA de dos cadenas pero, aunque su 

concentración plasmática es muy superior a la de los otros PAIs (aproximadamente 5 µg/ml) 

[154], su actividad inhibidora a nivel fibrinolítico es menor, incluso en presencia de heparina 

[154, 166]. Además de a la APC, el PAI-3 inhibe a un gran número de serín-proteasas 

implicadas en la coagulación y la fibrinolisis como son: la trombina [154, 167], el factor Xa 

[154, 167], el factor XIa [154, 168], la calicreína [154, 168], la uPA [154, 155, 169], el tPA 

[154, 155], la tripsina y la quimiotripsina [170]. Sin embargo, el PAI-3 es incapaz de inhibir 

al factor XIIa y a la plasmina [154, 170]. También es capaz de inhibir serín-proteasas 

implicadas en la reproducción humana como la acrosina presente en el esperma [171] y el 

antígeno específico de próstata (PSA) [172]. Con todos ellos forma complejos de 

estequiometría 1:1 que son estables al SDS. Además, las reacciones de inhibición son 

estimuladas de 10 a 5000 veces en presencia de heparina y de glicosaminoglicanos [153, 

154, 167, 170, 172]. 

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

El gen del PAI-1 se localiza en el cromosoma 7 en la posición q21.3-q22 [173], se  

expande a lo largo de 12 kb [174] codificado por 9 exones. Un análisis de su secuencia 

revela la presencia de varios puntos potenciales de poliadenilación que se adaptan a la 

secuencia consenso AATAAA. El análisis del mRNA del PAI-1 mediante Northern blot 

revela la existencia de dos transcritos de 3.2 y 2.3 kb de longitud aproximadamente [173, 

175, 176]. Ambos RNAs codifican un PAI-1 idéntico, descartándose la posibilidad de un 

splicing alternativo.  
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La molécula precursora del PAI-1 tiene 402 aminoácidos, incluyendo un péptido señal 

de 23 aminoácidos. El corte de este péptido señal da lugar a la forma secretada del PAI-1 de 

379 aminoácidos, el cual posee tres sitios potenciales de glicosilación, dando lugar a una 

glicoproteína con una  masa molecular de unos 50 KDa rica en metionina y pobre en cisteína 

[159, 177].  

Aunque se desconoce cuál es la principal fuente de producción de PAI-1, se ha 

comprobado que una amplia variedad de tipos celulares en cultivo (células endoteliales, 

células musculares lisas, plaquetas, hepatocitos, fibroblastos y adipocitos) pueden 

producir PAI-1 [151, 159].  

El PAI-1 plasmático tiene su origen básicamente en las células endoteliales vasculares 

y en el hígado. El PAI-1 es una molécula bastante inestable, la cual circula en forma activa 

ligada a una proteína estabilizadora (vitronectina), siendo su vida media de unos 30 minutos 

[178]. Los gránulos α de las plaquetas constituyen la principal reserva de PAI-1 circulante 

(90%), conteniendo de 4000 a 8000 moléculas por plaqueta (100-200 ng/ml sangre) que se 

liberan por la acción del colágeno y ADP. Tan solo un 10% está presente en el plasma 

(alrededor de 10-20 ng/ml) [179-181]. El amplio rango de variación en los niveles normales 

de PAI-1 plasmático (0,5-40 U/ml) puede deberse a la liberación por parte de las plaquetas 

de parte del PAI-1 contenido en ellas durante el proceso de extracción. 

También se ha descrito una forma inactiva, aunque intacta, del PAI-1 que puede 

reactivarse con agentes desnaturalizantes y subsiguiente renaturalización a la que se 

denomina PAI-1 latente [182]. 

El PAI-1 se une rápidamente al tPA y a la uPA en un ratio 1:1 [183], formando un 

complejo estable que se elimina de la circulación por las células hepáticas [184]. Por otro 

lado, se ha observado que la internalización de la uPA mediada por su receptor es 

dependiente de PAI-1. Existe un modelo propuesto para explicar este proceso según el 

cual la sc-uPA se uniría a su receptor y sería convertida en tc-uPA, la cual activaría al 

plasminógeno unido en superficie a plasmina. La presencia de PAI-1 bloquearía a la tc-

uPA, frenando la producción de plasmina, mientras que el complejo uPA:PAI-1 sería 
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internalizado y degradado [185]. La generación controlada de plasmina unida a superficie 

puede modular la capacidad de las células para migrar e invadir tejidos, modulando las 

interacciones entre las células, la membrana basal y la MEC [123]. De este modo el PAI-

1 controla la actividad proteolítica en la superficie celular  y la localización física de 

uPAR en la membrana plasmática. 

El PAI-1 es una proteína relativamente termoestable cuando se encuentra depositada 

sobre la matriz subendotelial [186], debido a su unión con la glicoproteína vitronectina 

[187]. 

El PAI-1 también es capaz de inhibir a la trombina en presencia de heparina no 

fraccionada (de elevada masa molecular) [188]. Parece que la inhibición de la trombina por 

parte del PAI-1, en presencia de heparina y de vitronectina, es importante para la regulación 

de procesos proteolíticos de la MEC. Se ha demostrado que el PAI-1 es capaz de unirse a la 

fibrina polimerizada de un modo específico, reversible y saturable [189-191]. Esto implica 

que todos los componentes básicos del sistema fibrinolítico están ensamblados sobre una 

fase sólida formada por polímeros de fibrina.  

Regulación del PAI-1 

La región flanqueante del gen del PAI-1 humano en dirección 5' ha sido extensamente 

caracterizada [174, 192, 193]. En esta región se localiza la caja TATA y  toda una serie de 

secuencias con homologías con elementos reguladores conocidos, como la secuencia TRE 

(“TPA response element”, siendo el TPA: acetato de tetradecanoilforbol, también llamado 

PMA: acetato de forbol miristato) reconocida por el factor de transcripción AP-1 

(“activating protein 1”). La AP-1 es una proteína heterodimérica compuesta por proteínas 

pertenecientes a las familias fos y jun, y a las subfamilias ATF (“activating transcription 

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

Esta secuencia TRE se ha implicado en la inducción de la transcripción génica por 

ésteres de forbol [194, 195] y también se ha relacionado con la respuesta al factor de necrosis 

tumoral tipo α (TNF-α) y al factor transformante del crecimiento tipo β (TGF-β) [196, 197]. 
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La expresión del PAI-1 se ha estudiado en distintos tipos celulares y tejidos y se han  

identificado numerosos factores que juegan un importante papel en la regulación de su 

síntesis. Muchos factores de crecimiento como el TGF-β, el del endotelio vascular (VEGF) y 

el de fibroblastos de tipo básico (bFGF), citoquinas inflamatorias como la interleuquina-1 

(IL-1) y el TNF-α, hormonas (corticosteroides, insulina) y la proteína supresora de tumores 

p53, inducen las síntesis de PAI-1, aunque no se conoce con precisión los mecanismos por 

los cuales actúan estos factores [198-203]. También se han descrito diversos factores que 

están implicados en la estabilidad del mRNA del PAI-1, como son el TGF-β [204], la 

insulina [205], la hipoxia [206] y el cAMP [207]. 

Mediante estudios en células endometriales de mujeres con y sin endometriosis se 

ha observado que la progesterona incrementa la liberación de PAI-1 al medio en ambos 

grupos [208]. 

 

 

 

Figura 1. 7 Modelo estructural de la conformación de la 
molécula de PAI-1 en estado latente. Las flechas 
representan las regiones en hoja β  y las espirales las 
regiones en α-hélice (Tucker y col [187]). 

 

Fisiopatología del PAI-1 

El PAI-1 se ha considerado como el principal regulador de la fibrinolisis in vivo [159, 

160]. Se han observado con frecuencia niveles anormalmente elevados de PAI-1 en 

condiciones en las que el riesgo trombótico está aumentado, como la gestación [163, 209-

212] y en ciertas complicaciones obstétricas como la preeclampsia [163, 213-216]. También 
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se detecta un aumento de sus niveles en el plasma de pacientes con trombosis venosa 

profunda [217, 218] y en pacientes con infarto de miocardio [219-223]. 

El PAI-1 también está implicado en los procesos tumorales [224-226]. En este 

sentido, es importante resaltar el papel que se le concede a la uPA y a su receptor, uPAR, en 

los procesos de migración y degradación proteolítica de la MEC durante el desarrollo de las 

metástasis. A pesar de no conocerse con detalle el significado de este hecho, los niveles de 

PAI-1 y uPA son considerados importantes parámetros pronósticos y pueden tener una 

creciente importancia terapéutica en algunos tipos de cáncer [227, 228]. 

La actividad fibrinolítica en el tejido endometrial humano es esencial en el proceso de 

regeneración tisular durante la menstruación [229]. La actividad plasmínica, regulada por el 

nivel de inhibidores, determina la proteolisis de las proteínas de la MEC, la activación de 

procolagenasas, y la degradación de diversos componentes de la membrana basal. Además, 

la progesterona produce una disminución de la actividad fibrinolítica del endometrio 

mediante el estímulo de la degradación de uPA y el aumento de PAI-1 y uPAR  [129]. 

 

1. 2. 5. POLIMORFISMO -675 4G/5G DE LA REGIÓN PROMOTORA DEL 

GEN DEL PAI-1 (rs1799768) 

Las células de los explantes endometriales son capaces de proliferar e invadir in 

vitro una matriz de fibrina tridimensional, dando lugar a la formación de nuevas 

glándulas (inmunohistoquímicamente positivas para la citoqueratina), estroma (positivo 

para la vimentina), y vasos sanguíneos (positivos para el CD31), dando lugar a un modelo 

in vitro consistente con una endometriosis temprana [230]. De esta forma, distintos 

factores que lleven a la persistencia de la matriz de fibrina en la cavidad peritoneal 

podrían ser una causa importante de la endometriosis.  

De acuerdo con este modelo in vitro, es posible que distintas variaciones genéticas 

en el sistema fibrinolítico creen un ambiente hipofibrinolítico en la cavidad peritoneal, lo 

que podría permitir la persistencia de una matriz de fibrina en dicha cavidad. Así, tras la 

llegada de los fragmentos endometriales a la cavidad peritoneal, mediante menstruación 
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retrógrada, estos se podrán adherir y crecer en esta matriz de fibrina persistente, dando 

lugar a la endometriosis.    

El polimorfismo -675 4G/5G de la región promotora del gen del PAI-1 está 

formado por la inserción/deleción de un solo nucleótido. El alelo 4G tiene una secuencia 

de cuatro guaninas y permite la unión de una proteína activadora de su transcripción 

perteneciente a la familia de los factores nucleares κβ. Sin embargo, el alelo 5G contiene 

cinco guaninas que constituyen un lugar adicional de unión a una proteína represora de la 

transcripción (Figura 1. 10). Hay varios estudios en los que se ha comprobado que los 

portadores homocigotos del alelo 4G poseen niveles plasmáticos de PAI-1 más elevados y 

una actividad fibrinolítica disminuida (hipofibrinolisis) frente a los homocigotos para el alelo 

5G, mientras que los heterocigotos poseen niveles intermedios [231-234]. 

 

Figura 1. 8 Modulación de la tasa de transcripción del gen PAI-1 de acuerdo con el 
polimorfismo -675 4G/5G.  El alelo 5G genera un lugar de unión adicional para una proteína 
represora que se solapa con el lugar de unión de la proteína activadora de la transcripción, lo 
que provoca una competencia por la unión al promotor que trae como consecuencia una menor 
tasa de transcripción del gen (Modificado de Kohler y Grant [235]). 

La contribución del polimorfismo 4G/5G a los niveles plasmáticos de PAI-1 parece 

ser mayor en mujeres que en hombres [236]. Es más, el genotipo hipofibrinolítico 4G4G 

parece estar asociado a complicaciones en el embarazo incluyendo parto prematuro, parto 
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de mortinatos, aborto, restricción de crecimiento intrauterino (IUGR), eclampsia y 

desprendimiento prematuro de la placenta, probablemente al haber una menor 

eliminación de los depósitos de fibrina de la placenta [237]. Por otra parte, nuestro grupo 

ha estudiado este polimorfismo en otras patologías como el Behcet [238], sin encontrar 

asociación, o el infarto de miocardio [239] y la obesidad infantil [240], encontrando una 

mayor frecuencia del alelo 4G en los pacientes. También hemos observado que, después 

de la pérdida de peso en pacientes con obesidad mórbida, los pacientes portadores del 

alelo 4G presentaban unos niveles mayores de PAI-1 que los portadores de 5G [241]. Esta 

disminución de la adiposidad es responsable de la disminución de los niveles de PAI-1, 

pero que también puede estar influida por la mejora de los factores metabólicos [242].  

Hay diversos estudios que relacionan variaciones del sistema fibrinolítico con la 

endometriosis [14, 94, 243]. Concretamente, nuestro grupo ha descrito unos niveles 

proteicos de PAI-1 más elevados en tejido endometriósico que en el endometrio de mujeres 

con y sin endometriosis [14].  

Sin embargo, pese a estos estudios, aún se desconoce si estas alteraciones en el 

sistema fibrinolítico son una causa o una consecuencia de la endometriosis. El estudio de 

polimorfismos implicados en la expresión génica nos puede ayudar a desenmarañar esta 

incógnita, ya que una asociación significativa entre la presencia de un alelo y/o genotipo con 

la enfermedad nos permitirá establecer un vínculo de causalidad entre la presencia de un  

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

La hipótesis de nuestro grupo es que este polimorfismo puede contribuir a 

incrementar la expresión del PAI-1 en tejido endometrial y/o en líquido peritoneal de 

mujeres con endometriosis, produciendo un ambiente peritoneal hipofibrinolítico en el 

que no se eliminarían los depósitos de fibrina peritoneales, lo que facilitaría la adhesión 

de los fragmentos endometriales llegados por menstruación retrógrada. 

Hay que destacar que al comienzo de esta tesis no había ninguna publicación con 

respecto a la influencia del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 en la endometriosis.   
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 1. 2. 6. FISIOPATOLOGÍA DEL SISTEMA FIBRINOLÍTICO 

El sistema fibrinolítico está implicado en numerosos procesos tanto fisiológicos como 

patológicos, que incluyen la ovulación, la embriogénesis, la migración celular, la lisis del 

coágulo, la angiogénesis, la cicatrización y la progresión tumoral [85, 107, 244]. Los 

procesos patológicos más estudiados, en los cuales está implicado el sistema fibrinolítico, 

son las enfermedades cardiovasculares y la invasión y la metástasis tumoral [140, 245]. 

Estudios con ratones deficientes en algunos de los componentes del sistema 

fibrinolítico han confirmado su implicación no sólo en enfermedades cardiovasculares, sino 

en alteraciones en la reproducción, en el desarrollo embrionario, en la cicatrización, en la 

infección, en la función cerebral y en el cáncer [246-248]. 

Al igual que en el cáncer, en la endometriosis hay migración de tejido, adhesión, 

invasión y angiogénesis. La uPA, además de degradar la MEC, permitiendo así la invasión 

del tejido endometrial, puede estimular el resto de funciones. Distintos estudios en cáncer  

han mostrado que la capacidad de las células tumorales para invadir y metastatizar puede 

reducirse mediante el uso de inhibidores de la uPA, de anticuerpos anti-uPA, de antagonistas 

del uPAR o mediante la expresión de secuencias antisense de uPA y uPAR. Esta capacidad 

también puede  incrementarse mediante la sobreexpresión de uPA [249-253]. En cuanto a la 

implicación del los inhibidores fibrinolíticos en el cáncer, puesto que son capaces de inhibir 

a la uPA, cabría esperar que impidieran la invasión y la metástasis. De acuerdo con lo 

anterior, se ha descrito que la sobreexpresión de PAI-1 reduce la formación de metástasis 

[254, 255]. Sin embargo, otros estudios han indicado que el PAI-1 promueve, más que 

inhibe, la invasión y la metástasis. Por ejemplo, los niveles de mRNA y proteína uPA y 

PAI-1 aumentan significativamente en tumores de cáncer de mama con el estadio pTNM 

[256]. Los niveles proteicos de PAI-1 [256-258] y los de uPA [257, 258], fueron mayores 

en aquellas pacientes con cáncer de mama que sufrieron una recidiva, lo que sugiere que 

ambos se asocian  con un pronóstico menos favorable en este grupo de pacientes. En otros 

estudios, la deficiencia de PAI-1 en ratones disminuyó la angiogénesis, y ratones deficientes 

de PAI-1 presentaron una disminución en la angiogénesis e impidió la invasión celular [259]. 

Los posibles mecanismos por los cuales el PAI-1 puede contribuir a la diseminación del 
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cáncer son impidiendo el exceso de la degradación de la MEC, modulando la adhesión 

celular [260], jugando un papel en la angiogénesis [259] y estimulando la proliferación 

celular [261]. 

 

1. 2. 7. CAMBIOS FIBRINOLÍTICOS EN LA ENDOMETRIOSIS 

1. 2. 7. 1. Tejido endometrial eutópico  

El endometrio humano es un tejido dinámico que sufre modificaciones periódicas 

durante el ciclo menstrual. Este tejido responde cíclicamente al estímulo estrogénico con 

una proliferación, y al estímulo de la progesterona induciendo una diferenciación e 

inhibiendo la proliferación endometrial dependiente de estrógeno [262]. La estimulación 

in vitro de las células estromales con progesterona reduce la liberación y la activación de 

las MMPs [263] y aumenta la síntesis de componentes como el colágeno, la laminina, y la 

fibronectina [264, 265]. Por todo ello, debido a una combinación de síntesis aumentada y 

degradación disminuida, la MEC se consolida en la fase secretora. 

Se han descrito modificaciones en la expresión de uPA en función de la fase del 

ciclo menstrual, en particular un aumento de la actividad fibrinolítica durante la 

menstruación [133, 266-268]. Posteriormente, este hecho se ha comprobado tanto en el 

endometrio eutópico como en el tejido endometriósico de las mujeres con endometriosis 

[13].  

El sistema fibrinolítico sufre variaciones en función del estado hormonal de la 

paciente, por lo que cualquier tratamiento con esteroides debe ser tomado en 

consideración. El tratamiento con estradiol y progesterona en cultivos de células 

estromales endometriales aumenta el número de receptores celulares de superficie para la 

uPA [129, 269]. Además, la progesterona induce un aumento de la liberación de PAI-1 lo 

que determina la formación de una mayor cantidad de complejos uPA:PAI-1. La 

eliminación y degradación de estos complejos de la superficie celular es más eficiente que 

la de la uPA libre. La combinación de un mayor número de receptores de superficie y la 

disminución de la uPA libre podría explicar la reducción de la actividad de la plasmina en 
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un ambiente con influjo estroprogestativo [129]. La consecuencia directa de una baja 

actividad de la uPA en el endometrio secretor es una disminución en la degradación de la 

MEC significativa. De esta forma se evita la menstruación y se aseguran condiciones 

óptimas para la implantación del embrión. La baja actividad fibrinolítico observada 

durante la fase secretora se altera por la caída de la progesterona al final de esta fase 

dando lugar a mayores niveles de uPA y tPA. Esta activación del sistema fibrinolítico 

puede incrementar los mecanismos proteolíticos implicados en la menstruación [8].  

Aunque el PAI-1 es también inhibidor del tPA, la concentración de este último no 

sufre las variaciones observadas en la uPA por la acción de la progesterona. A pesar de 

esto, se ha comprobado que los niveles de tPA aumentan premenstrualmente, 

posiblemente en relación con la eliminación de la fibrina formada [270-273].  

Los factores de crecimiento y las citoquinas pueden modular la concentración de 

los activadores e inhibidores del plasminógeno [122]. El EGF aumenta la concentración 

de uPA [274], mientras que el TGF-β aumenta la concentración de PAI-1 y produce un 

efecto inhibidor del crecimiento de las células epiteliales [122]. Sin embargo, a pesar de 

los múltiples mecanismos de regulación paracrina de la actividad de la plasmina, los 

determinantes finales de dicha actividad son los activadores e inhibidores de activadores 

del plasminógeno. Los activadores del plasminógeno se encuentran dentro del endometrio 

en localizaciones más específicas que el plasminógeno. Se ha comprobado que el tPA se 

expresa en el endotelio vascular del endometrio, mientras que el sc-uPA está  además 

presente en las membranas basales del epitelio glandular y de superficie [140]. 

Aunque en los estudios de extractos de tejido endometrial se observa una presencia 

mayoritaria de tPA, sugiriendo que la actividad plasmínica se debe al tPA, en los estudios 

con cultivos tisulares se produce una mayor liberación de uPA que de tPA al medio, de 

forma que la actividad plasmínica en este medio se debe principalmente a la uPA. Este 

hecho puede deberse a las distintas formas de almacenamiento intracelular de los dos 

activadores, o a la presencia de sc-uPA (forma liberada inactiva), inmunológicamente 

distinta de la tc-uPA [266].Estudios en cultivos celulares han mostrado que la uPA está 

localizada en lugares de unión al sustrato y en los puntos de anclaje intercelular, de ahí su 
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importancia para el proceso de migración e invasión celular [275, 276]. Así pues, para 

determinar los niveles totales de uPA sería importante utilizar técnicas que permitieran la 

extracción completa de la proteína de la fracción citosólica y de membrana en el tejido 

estudiado.  

1. 2. 7. 2.  Tejido endometriósico  

La disponibilidad de plasminógeno es esencial para que la plasmina ejerza su efecto 

de remodelado tisular y active las proMMPs. Existen niveles elevados de plasminógeno en 

las células endometriales y en la MEC tanto del tejido uterino como del endometrio ectópico 

de las mujeres con endometriosis, lo que sugiere que estos tejidos presentan un elevado 

potencial proteolítico. Por el contrario, la expresión de plasminógeno es débil en el estroma 

de los tejidos ovárico y peritoneal en los que se ha implantado endometrio ectópico [277]. 

Aunque, como se ha comentado anteriormente, el sistema fibrinolítico sufre 

variaciones en función del estado hormonal, mediante técnicas de inmunohistoquímica no 

se han detectado cambios en la expresión de PAI-1 y PAI-2 en el endometrio ectópico y 

eutópico al comparar la fase proliferativa y la secretora [278, 279]. Tampoco se han 

encontrado diferencias significativas en el patrón de tinción del plasminógeno, uPA o tPA en 

función del momento del ciclo. La incapacidad para detectar estos cambios por 

inmunohistoquímica puede deberse, bien a una baja sensibilidad de los anticuerpos 

utilizados, o bien a la falta de almacenamiento de los PAIs en las células endometriales. Por 

otra parte, estos medios presentan el inconveniente de no poder realizar una cuantificación 

precisa de los niveles proteicos reales en el tejido. 

Casslen y col [129] observaron un efecto negativo de la progesterona en la expresión 

de activadores del plasminógeno, debido al aumento de la expresión de  PAI-1 y de uPAR en 

la superficie celular. La formación de complejos uPA:PAI-1 y su unión al receptor facilita el 

aclaramiento de plasmina activa. Estudios in vitro no han encontrado diferencias en los 

niveles de uPA, PAI-1 y PAI-2 en endometrio eutópico y ectópico de mujeres con 

endometriosis aunque sí han mostrado un aumento de la expresión de PAI-1 en presencia de 

progesterona [243, 280] y un aumento de la secreción de suPAR en las células endometriales 
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de las mujeres con endometriosis [243]. Se ha argumentado que este último hallazgo podría 

aumentar la disponibilidad local de uPA mediante el enlentecimiento de su inhibición por el 

PAI-1 [243]. 

La cuantificación proteica, mediante técnicas de ELISA, ha mostrado una mayor 

concentración de uPA y PAI-1 en endometrio de mujeres con endometriosis que en el 

endometrio de controles. Estos niveles son todavía mayores al estudiar muestras de tejido 

endometriósico [94]. La mayor concentración de uPA en el endometrio de mujeres con 

endometriosis podría llevar a una anormal degradación del tejido endometrial durante la 

menstruación. De esta manera, se originarían fragmentos de tejido endometrial con un 

potencial mayor para degradar la MEC que en la mujer sana, lo que facilitaría su 

implantación [281, 282]. Sin embargo, los niveles de uPA en cultivos de células 

endometriales estromales son menores en el tejido eutópico y ectópico de mujeres con 

endometriosis  y su expresión se mantiene estable en el tiempo [208]. Este hecho podría 

explicarse por la ausencia de factores reguladores in vitro, como es el caso de la 

progesterona. 

Existen evidencias de que la endometriosis es una enfermedad estrógeno-dependiente, 

pero los datos sobre el efecto de los estrógenos en la producción de uPA, uPAR y PAI-1 son 

conflictivos. La expresión de uPA está aumentada en la fase proliferativa en el tejido 

adenomiótico [13]. Sin embargo, el cultivo de células endometriales estromales in vitro con 

dietilestilbestrol no produce cambios significativos en los niveles de uPA, PAI-1 o uPAR 

[243]. 

Por el contrario, otros autores han sugerido que el tejido endometriósico no es tan 

estrógeno-dependiente como el endometrio normal, quizás como consecuencia de un defecto 

en el metabolismo esteroideo [283, 284]. La expresión de aromatasa es aberrante en el tejido 

endometriósico y existe una deficiencia en 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que 

produce un aumento de la concentración tisular de estradiol [285]. Estudios en animales han 

demostrado que el estradiol no es necesario para el proceso de implantación [286, 287]. Sin 

embargo, sí parece ser determinante en la proliferación y crecimiento del tejido 

endometriósico [288]. 
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1. 2. 7. 3.  Líquido peritoneal 

El tejido peritoneal lesionado contiene depósitos de fibrina en superficie, exudado 

de células blancas y tejido mesotelial necrótico. Cuando la fibrina es degradada por el 

sistema fibrinolítico, el peritoneo se repara sin dar lugar a la formación de adherencias. 

Sin embargo, en presencia de residuos de fibrina, debido a una cantidad inicial de fibrina 

excesiva o una actividad fibrinolítica disminuida, se produce una activación de 

fibroblastos con producción de fibrosis y adherencias intraabdominales [289]. Existe una 

amplia variedad de células en la cavidad peritoneal capaces de expresar componentes del 

sistema fibrinolítico [290, 291]. Los macrófagos producen tPA, PAI-1 y sus receptores, 

pero el mayor contribuyente a la actividad fibrinolítica del abdomen son las células 

mesoteliales [292, 293]. Estas células expresan fundamentalmente activadores 

fibrinolíticos y por ello son cruciales para el mantenimiento de la integridad peritoneal. 

La barrera peritoneal sufre un proceso de remodelado muy similar al de la herida 

del tejido cutáneo (Figura 1. 9). Diversos estudios en deficiencias de uPAR y tPA han 

demostrado que el déficit de uPAR:tPA produce una alteración del proceso de 

cicatrización menos severa que el déficit de uPA:tPA [294]. Estos trabajos sugieren que 

la uPA es suficiente, por sí misma, para eliminar los depósitos de fibrina y permitir el 

proceso de cicatrización. Por otra parte, el déficit de plasminógeno causa un retraso en el 

proceso de cicatrización debido tanto a una alteración en la migración de los 

queratinocitos como a un déficit de angiogénesis. Además, el trauma tisular y la isquemia 

aumentan la formación de adherencias, ya que inducen una reducción de la actividad 

fibrinolítica peritoneal.  Este efecto es debido fundamentalmente a una disminución en los 

niveles de tPA y a un aumento del nivel de PAI-1 en el líquido peritoneal, y puede 

observarse también en procesos inflamatorios peritoneales o tras una intervención 

quirúrgica sobre el abdomen [292, 295]. Por otra parte, la administración intraoperatoria 

de tPA ha demostrado ser capaz de prevenir la formación de adherencias, sin interferir 

con el proceso de cicatrización peritoneal [296-298].  

El hallazgo de niveles de tPA y uPA aumentados en el líquido peritoneal en 

mujeres con endometriosis o adherencias peritoneales establecidas podría sugerir una 
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activación secundaria del sistema fibrinolítico para limitar la formación de nuevas 

adherencias [299]. La administración intraperitoneal de anticuerpos anti PAI-1 ha 

demostrado reducir la incidencia de adherencias tras una lesión quirúrgica del peritoneo, 

probablemente por limitar la disponibilidad de PAI-1 para la inhibición del tPA [300]. 

Existen resultados conflictivos en la literatura en relación a la actividad 

fibrinolítica en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis [301]. Algunos 

autores han descrito que la actividad de los activadores del plasminógeno es similar en el 

líquido peritoneal de pacientes con o sin endometriosis [302]. Sin embargo, Astedt y 

Nordenskjold [303] encontraron un aumento en los niveles de activadores del 

plasminógeno en el líquido peritoneal de las mujeres con esta enfermedad.  

 

Figura 1. 9 Mecanismo de regeneración peritoneal. El modelo de regeneración cutánea tras una 
herida traumática se podría aplicar básicamente al proceso de reparación peritoneal tras sufrir una 
agresión externa (MEC: matriz extracelular; MMPs: metaloproteasas matriciales; uPA: activador 
del plasminógeno tipo uroquinasa). 

 

Al estudiar los inhibidores fibrinolíticos en el líquido peritoneal se observan 

resultados diversos que varían en función de la técnica utilizada y el estadio de la 

enfermedad. Bruse y col [94] encontraron una mayor concentración de PAI-2 en el 

líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis al compararla con la de las mujeres 

libres de enfermedad. Estos resultados podrían explicarse por la existencia de una mayor 
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actividad de los macrófagos peritoneales en las mujeres con endometriosis que serían 

responsables del aumento de la secreción de PAI-2 al medio peritoneal. Por el contrario, 

cuando se estudian exclusivamente los estadios iniciales de la enfermedad, con presencia 

de implantes peritoneales pero sin síndrome adherencial asociado, se evidencia una 

disminución de los niveles de PAI-2 en líquido peritoneal [94]. Además, los niveles 

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

En síntesis, el aumento del nivel de uPA en el líquido peritoneal de mujeres con 

endometriosis sugiere que el sistema fibrinolítico se activa secundariamente para limitar 

la neoformación de adherencias.  

Aunque se han realizado numerosos estudios implicando el sistema fibrinolítico 

con la endometriosis, quedan por definir los cambios específicos de cada componente del 

mismo en los diferentes estadios evolutivos de la enfermedad. 
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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 que sirve de soporte celular y 

confiere una ultraestructura tridimensional específica a cada tejido. Además de su función 

estructural, la MEC funciona como un medio para el transporte de señales celulares que 

modulan procesos tan diferentes como la angiogénesis, la proliferación y migración celular, 

las respuestas inflamatorias e inmunológicas y los procesos de reparación tisular [304, 305].  

La composición de la MEC no es estática. Existe un proceso de regeneración continua 

en el que participa un complejo sistema de enzimas con una regulación específica. El 

descubrimiento de citoquinas, factores de crecimiento y de potentes proteínas funcionales 

que se expresan en el seno de la MEC demuestra la relevancia de la misma en el proceso de 

comunicación intercelular. A su vez, la regulación paracrina descrita por algunos autores 

resulta fundamental para la correcta homeostasis de cada uno de los tejidos de nuestro 

organismo [306, 307]. 

La MEC está formada por dos clases principales de macromoléculas: 1) cadenas de 

polisacáridos de tipo glicosaminoglicanos (GAG), normalmente unidas a proteínas 

mediante enlaces covalentes formando los proteoglicanos, y 2) proteínas formadoras de 

fibras pertenecientes a dos tipos funcionales, unas con características fundamentalmente 

estructurales (colágeno y elastina) y otras adhesivas (como la fibronectina y la laminina) 

[308]. 

Las moléculas de GAG y proteoglicanos forman una “sustancia fundamental”, 

altamente hidratada, que presenta propiedades de gel y en la que están embebidas las 

proteínas fibrosas. Esta fase acuosa del gel permite la difusión de metabolitos, nutrientes 

y hormonas entre la sangre y las células que forman los tejidos. El gel de polisacáridos 

confiere resistencia frente a las fuerzas de compresión de la MEC, mientras que las fibras 

de colágeno oponen resistencia a la tracción y la elastina confiere elasticidad. Las 

proteínas adhesivas son intermediarias en el anclaje de las células a la MEC. De esta 
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forma, la fibronectina participa en la adhesión de fibroblastos y de otras células a la MEC 

en el tejido conjuntivo, mientras que la laminina favorece la unión de las células 

epiteliales a la lámina basal [308].  

El colágeno, del que se han identificado más de 20 tipos diferentes, es la proteína 

más abundante en la MEC. La estructura tisular en los mamíferos está compuesta 

fundamentalmente por colágeno tipo I, que ha mantenido una secuencia de aminoácidos 

constante a lo largo del proceso evolutivo [309]. Aunque los otros tipos de colágeno están 

presentes en menor cantidad, son éstos los que confieren a la MEC las propiedades 

mecánicas y estructurales que permiten el proceso de reparación tisular. La membrana 

basal, en la interfase entre las células epiteliales y la MEC, está formada principalmente 

por colágeno tipo IV [308].  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. 10. Estructura de colágeno humano. El colágeno es el componente más abundante de la 
MEC. Las metaloproteasas matriciales (MMPs) tipo colagenasa, son capaces de actuar sobre la 
triple hélice helicoidal de la fibra de colágeno y degradarla. Los productos resultantes de la acción 
de las colagenasas se desnaturalizan rápidamente en gelatina, la cual es a su vez susceptible de la 
acción de otras MMPs, como las gelatinasas y las estromalisinas. 
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 La matriz extracelular (MEC) en el endometrio. 

El tejido endometrial humano se remodela durante el ciclo menstrual. Tras la 

menstruación, en la fase preovulatoria, se produce la recuperación del estrato funcional de 

endometrio mediante re-epitelización, division celular y producción de MEC, 

principalmente bajo la estimulación del estrógeno ovárico. Tras la ovulación, el tejido 

endometrial regenerado se diferencia, bajo la influencia de la progesterona y el estrógeno, 

preparándose para la implantación del embrión. Si se produce esta implantación aún hay 

una mayor diferenciación del estroma, que se decidualiza. Si el embrión no se implanta 

en el endometrio, los niveles de estrógeno y progesterona disminuyen rápidamente e 

inducen la menstruación  [310-312].  

Así pues, durante el ciclo menstrual se producen cambios profundos en la 

arquitectura endometrial en respuesta a cambios del ambiente hormonal. Estos cambios 

en la composición celular relativa, en la composición de la MEC (cuantitativa y 

cualitativa) y en la interacción entre la MEC y las células endometriales, son necesarios 

para una correcta implantación del embrión, invasión de las células trofoblásticas en el 

endometrio decidualizado, y el mantenimiento del embarazo [313].  

Se ha observado en distintos estudios que la adhesión celular mediada por 

integrinas puede afectar la proliferación celular e incluso la viabilidad celular [314-316], 

en el caso del endometrio se ha observado, que tanto las células estromales [311] como 

las epiteliales [312] expresan integrinas en su superficie, las cuales actúan como 

receptores de componentes específicos de la MEC. Estas interacciones regulan la 

viabilidad y proliferación de estos tipos celulares [311, 312]. 

Los componentes mejor caracterizados de la MEC en el endometrio son los 

colágenos, la fibronectina y la laminina [310, 313, 317]. De los 28 tipos de colágeno 

conocidos [318] los de tipo I, III, IV, V y VI se han detectado en el endometrio humano 

[310, 313, 317, 319]. 

Aunque hay discordancia en los estudios de composición relativa del endometrio a 

lo largo del ciclo menstrual, lo que nos indican los distintos estudios es que los colágenos 
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de tipo I, III y V están presentes intersticialmente a lo largo de todo el ciclo menstrual en 

forma de fibrillas en la fase proliferativa y secretora que posteriormente formarán un 

sistema de canales entre las células de la decidua [310, 313]. Estos canales permitirán 

movimientos celulares, principalmente de leucocitos [310]. Por otro lado, las células de la 

decidua, que son las mayores productoras de colágeno, sintetizan predominantemente 

colágeno de tipo V y de tipo I y menores cantidades de colágeno de tipo III [313].  

Mientras que los estudios de inmunohistoquímica indican el contenido relativo y la 

distribución de los colágenos [310, 313, 317, 319], los cuales tienen una vida media de 

años, el estudio de los niveles de RNA es importante para conocer la tasa de producción 

de estos  colágenos en el endometrio a lo largo del ciclo menstrual [320].  La disminución 

de colágeno de tipo I en el endometrio en fase secretora puede ser uno de los cambios que 

preparan al endometrio para la implantación [320]. 

Mientras que por un lado se ha observado una disminución del colágeno tipo V en 

la decidua [310], por otro lado se ha observado justo lo contrario [313]. Así, mientras 

unos autores indican que la reducción general en la densidad de la red fibrilar se debe a la 

disociación del colágeno de tipo V, que actúa regulando el diámetro de las fibrillas de 

colágeno de tipo I y III [310], otros autores indican que aumento de colágeno tipo V 

podría regular la función de las células estromales de la decidua [313]. Esta regulación se 

debería a la mayor capacidad de unión a insulina [321], a heparina/heparán sulfato [322], 

que los colágenos de tipo I, II, III o IV, o que la fibronectina y laminina. Esta insulina 

unida a colageno de tipo V retiene su actividad mitogénica [321] y la heparina/heparán 

sulfato modula la actividad del VEGF-A [323] y bFGF [324, 325]. Estos hallazgos 

sugieren que el colágeno de tipo V es importante en la compartimentalización, 

almacenamiento, estabilización y modulación de las actividades de varios factores de 

crecimiento. El colágeno de tipo V también se une a la TSP-1 [326], estas interacciones 

con la TSP-1 y con el heparán sulfato también pueden ser importantes en el ensamblaje 

de la MEC y en la regulación de sus funciones biológicas. 

Mientras que en algunos estudios de inmunohistoqímica se observa una pérdida de 

colágeno de tipo VI en la MEC intersticial del estroma predecidualizado y decidualizado 
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[310], en otros se observa una expresión difusa pero mantenida a lo largo del ciclo 

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

hibridación in situ se ha comprobado que las tres especies de mRNA que codifican las 

cadenas α1 (VI), α2 (VI) y α3 (VI) se transcriben en las células del estroma endometrial 

y en las células vasculares, pero al formarse la decidua se detecta una disminución en la 

producción de estos tres mRNAs en estos tipos celulares [327]. Así, una pérdida de 

colágeno tipo VI durante la fase secretora tardía (predeciduación) se debería a un 

mecanismo postranscripcional.  

Con respecto a la fibronectina y la vitronectina, mientras que la primera persiste en 

el endometrio humano durante la deciduación, por lo que se cree que tiene un papel 

importante en la unión del trofoblasto, la vitronectina, que también posee propiedades de 

anclaje celular, no está presente en la MEC intersticial en la decidua [310]. 

La laminina y el colágeno tipo IV son los componentes mayoritarios de la 

membrana basal de los epitelios y, consecuentemente, también se localizan en las 

membranas basales de los epitelios luminal y glandular del endometrio y del endotelio 

vascular [310, 313]. Además en las células estromales del endometrio, a partir de la fase 

secretora tardía se produce una acumulación pericelular progresiva de componentes de la 

membrana basal (colágeno tipo IV, laminina y heparán sulfato), llegando a formar una 

estructura similar a una membrana basal en las células deciduales maduras [310-313, 328-

331].  

Parece ser que las células estromales endometriales, pero no las epiteliales, 

expresan laminina y colágeno IV, lo que sugiere que, tanto la laminina como el colágeno 

de tipo IV se producen en las células estromales y son posteriormente transportados a los 

espacios intercelulares y a la membrana basal subepitelial [311]. El número de células 

estromales endometriales que expresan laminina y colágeno de tipo IV aumenta 

significativamente durante las fases proliferativa tardía y secretora tardía (solo cuando 

estas células se decidualizan) [311], aunque previamente se había descrito que la laminina 

inhibe la deciduación de las células estromales endometriales [332, 333]. Además, hay 

pocas células estromales que expresan estos componentes en endometrio 
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postmenopausico [311]. Estos resultados sugieren que las hormonas esteroideas regulan 

la producción de laminina y colágeno en las células estromales endometriales. De esta 

forma, al controlar la producción de componentes de la MEC en las células estromales 

endometriales, también controlan su proliferación, diferenciación y viabilidad [311].  

La presencia de laminina en la membrana basal disminuye durante la fase 

secretora, pero solo en el epitelio luminal, no en el glandular ni en el endotelio vascular. 

Es más, tras la menopausia, la presencia de laminina está muy disminuida en el endotelio 

vascular pero no en el epitelio endometrial [312]. Estos resultados parecen indicar que la 

actividad proteolítica específica de la laminina, observada tanto en el epitelio endometrial 

durante la fase secretora como en el endotelio vascular en endometrio postmenopáusico, 

no está regulada por hormonas esteroideas, ya que no se observan cambios en la 

expresión de laminina en todas las membranas basales del endometrio [312].  

Sin embargo, la expresión de colágeno de tipo IV disminuye significativamente en 

todas las membranas basales (del epitelio luminar y glandular y del endotelio vascular) 

durante la fase proliferativa, lo que indica que la actividad proteolítica específica del 

colágeno IV está regulado, al menos parcialmente, por hormonas esteroideas.  

 

1. 3. 2. LAS METALOPROTEASAS MATRICIALES (MMPs) 

1. 3. 2. 1. Estructura y biología de las MMPs 

La correcta homeostasis de la MEC está regulada por la existencia de un tipo de 

enzimas proteolíticas conocidas como las MMPs. La asociación de estas MMPs con sus 

inhibidores se denomina sistema de las MMPs. Las MMPs forman una familia de 

enzimas zinc-calcio dependientes que son capaces de degradar colectivamente la mayoría 

de las proteínas de la MEC a un pH neutro [334, 335].  

Las MMPs contienen diversos dominios estructurales [336] (Figura 1.11):  

1.- Péptido señal: es la secuencia responsable de la secreción de la molécula y no 

está presente en el proenzima. 
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2.- Propéptido: es esencial para mantener la proMMP en forma latente. Este 

dominio posee entre 80 y 90 aminoácidos y contiene una secuencia activadora (“Cys 

switch”), cuyo grupo tiol de la cisteina interacciona con el ión zinc del dominio catalítico. 

Esta interacción mantiene a las MMPs inactivas y la proteolisis de este propéptido da 

como resultado el enzima activo [337, 338].  

 

Figura 1. 11. Estructura de las metaloproteasas humanas [336]. 
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3.- Dominio catalítico: de unos 170 aminoácidos, contiene dos iones zinc y al 

menos un ión calcio. Uno de los iones zinc está implicado en el proceso catalítico de las 

MMPs y se encuentra en el centro activo unido a la secuencia altamente conservada, el 

“motivo de unión al zinc”.  

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

prolinas que une el dominio catalítico con el dominio tipo hemopexina.  

5.- Dominio tipo hemopexina: de unos 200 aminoácidos, es el responsable de la 

especificidad de sustrato de las MMPs. Está altamente conservado y muestra una 

secuencia similar a la proteína plasmática hemopexina. Esta región juega un importante 

papel en las interacciones entre las MMPs y sus sustratos y entre las MMPs y sus 

inhibidores tisulares (TIMPs).  

1.  3. 2. 2. Clasificación de las MMPs 

Dependiendo de la especificidad del sustrato y de su estructura (presencia de 

determinados dominios), las MMPs se pueden clasificar en varios subgrupos [336, 339] 

(Figura 1.11):  

1.- Colagenasas: degradan a la mayoría de los distintos tipos de colágeno. Su 

acción sobre el colágeno fibrilar produce una lisis de la molécula helicoidal, lo que causa 

un cambio en su estabilidad. Los productos resultantes de la acción de las colagenasas se 

desnaturalizan rápidamente en gelatina, la cual es a su vez susceptible de la acción de 

otras enzimas, como las estromelisinas y las gelatinasas. Además, pueden digerir otras 

moléculas de la MEC y proteínas solubles. 

2.- Gelatinasas: tienen la capacidad de degradar los constituyentes principales de 

las membranas basales, como el colágeno tipo IV, la laminina y la fibronectina. Estas 

MMPs juegan un papel importante en la degradación final de las fibras del colágeno 

después de la actuación de las colagenasas sobre el colágeno y su desnaturalización. 

Además, la MMP-2 digiere colágenos tipo I, II y III con afinidad similar a las colagenasas 

[340]. La actividad colagenasa de la MMP-2 parece concentrarse en la superficie celular, 



 47

donde se recluta y posteriormente se activa por las metaloproteasas de membrana (MT-

MMPs) [341].     

3.- Estromelisinas: estas enzimas son capaces de degradar un gran número de 

sustratos de la MEC, como proteoglicanos, proteínas funcionales distintas al colágeno 

como la laminina y la fibronectina y las regiones no helicoidales del colágeno IV. 

Además, la MMP-3 y la MMP-10 ejercen su actividad enzimática sobre otras MMPs, 

factores de crecimiento, y citoquinas. Esta actividad permite a las MMPs regular el 

crecimiento tisular, no sólo limitando las interacciones entre la MEC y la célula, sino 

también regulando la biodisponibilidad de factores de crecimiento en la misma. 

Concretamente, la MMP-3 puede degradar un amplio rango de sustratos de la MEC como 

agrecano, elastina, fibronectina, gelatina, laminina, tenascina-C, vitronectina y colágeno 

tipo II, III, IV, IX, X, XI [342-344]. Además, la MMP-3 es capaz de activar a otras 

MMPs, como las MMPs -1, -7, -8 -9 y -13, al TNF-α, al inhibidor de proteasas α
1 
y a la 

proteína básica de mielina [343], y de inactivar a la IL-1β [345]. La MMP-3 es, a su vez, 

capaz de generar angiostatina a partir del plasminógeno, pudiendo limitar la angiogénesis 

[346].  

La MMP-11 posee una secuencia de activación por furina RX[R/K]R en el extremo 

C-terminal del propéptido pudiendo activarse intracelularmente [347]. Esta isoforma 

intracelular, de función aún desconocida, se produce por splicing alternativo, de forma 

que no tiene ni el péptido señal ni el predominio [348].   

4.- Matrilisinas: Carecen del dominio de tipo hemopexina. La MMP-7 (matrilisina 

1) se sintetiza en las células epiteliales y se secreta apicalmente. Además de algunos 

componentes de la MEC, procesa moléculas de la superficie celular como el pro-TNFα y 

la E-cadherina [341]. La MMP-26 (matrilisina 2) se expresa en el endometrio y en 

algunos carcinomas. Digiere varias moléculas de la MEC y, al contrario que la mayoría 

de las MMPs, se almacena intracelularmente [349]. 

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

transmembrana (MMP-14, -15, -16 y 24) y dos proteínas ancladas a la membrana 
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plasmática mediante una cola GPI (MMP-17 y -25), todas ellas capaces de degradar 

componentes de la matriza extracelular. Todas contienen una secuencia de 

reconocimiento por furina RX[R/K]R en el extremo C-terminal del propéptido, de forma 

que se activan intracelularmente antes de expresarse en la superficie. La función principal 

de este tipo de MT-MMPs es activar a la MMP-2.  

6.- Otras: en este grupo se incluyen siete MMPs que por estructura o especificidad 

de sustrato no se incluyen en ninguno de los subgrupos anteriores, y su función aún es 

bastante desconocida. Entre las MMPs de este grupo se encuentran la MMP-12, -19, -20, 

-21, -23, -27 y -28. 

1. 3. 2. 3. Regulación de las MMPs  

La expresión de las MMPs está regulada a nivel transcripcional, aunque también se 

ha descrito el control de la estabilidad del mRNA de MMPs por factores de crecimiento y 

citoquinas. La actividad proteolítica  está regulada por la activación de sus zimógenos y 

por la específica inhibición de proteínas como TIMPs, α
2
-macroglobulina e inhibidor de 

proteasas α
1 
[336].  

La expresión de la mayoría de las MMPs es regulada a nivel transcripcional por 

diversos factores como citoquinas, factores de crecimiento, hormonas y por contacto con 

la MEC [336]. También se ha descrito que la expresión de la MMP-3 se incrementa por la 

luz ultravioleta [350]. Los promotores de los genes de estas MMPs contienen la secuencia 

reguladora AP-1. La inducción de los factores de transcripción c-Jun y c-Fos, que se unen 

a la secuencia AP-1, está mediada por MAPKs (“mitogen-activated protein kinases”). El 

equilibrio entre las distintas cascadas de las MAPKs regula el crecimiento celular, la 

diferenciación, la supervivencia y la muerte celular [336]. 

1. 3. 2. 4. Activación e inhibición de las MMPs 

La mayoría de las MMPs se sintetizan como pre-proenzimas. Durante la propia 

síntesis de la molécula se elimina el péptido señal generándose la proMMP, que es 

secretada como un precursor latente (zimógeno), el cual es activado proteolíticamente en 

el espacio extracelular dando lugar a las MMPs [351]. La conformación de la forma 
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latente se mantiene por el plegamiento del propéptido sobre el centro catalítico, que 

permite establecer un enlace covalente entre la cisteína presente en el propéptido y el zinc 

catalítico y actuar como un escudo del centro catalítico [352]. Hay trece MMPs que se 

comportan de esta forma (colagenasas, gelatinasas, estromelisinas 1 y 2, matrilisinas y las 

MMPs -12, -19, -20 y -27) y son aquellas que no tienen la secuencia de reconocimiento 

para furina. Así pues, la activación extracelular de estas proMMPs es un punto de control 

importante para regular su actividad.  

La activación de los proenzimas se produce de manera secuencial, tal y como se 

muestra en la Figura 1.12.  

La cisteina en el dominio del propéptido interacciona con el zinc manteniendo la 

latencia del enzima.  La proMMP se activa en dos pasos; en un primer paso, un enzima 

proteolítico corta el propéptido (plasmina, calicreína, tripsina u otras MMPs) [351]. En un 

segundo paso se elimina el resto del propéptido por autocatálisis (o por otra MMP activa), 

confiriéndose actividad permanente a la MMP [353]. 

Las MMPs activadas pueden, a su vez, activar otras proMMPs, dando lugar así a 

mecanismos de retroalimentación positiva. Así por ejemplo, la MMP-3 y la MMP-10 

pueden activar a las procolagenasas, generando colagenasas con una actividad específica 

de 5 a 12 veces mayor [354, 355]. La MMP-3, además de activar la proMMP-1 también 

es capaz de activar a la proMMP-9. Por lo tanto, la MMP-3 parece jugar un papel clave 

en la activación de la familia de las MMPs [356, 357].  

La actividad de las MMPs en el espacio extracelular está controlada por un sistema 

de inhibidores que se divide, según su origen, en inhibidores serológicos e inhibidores 

tisulares (TIMPs) [358, 359]. Los TIMPs parecen ser los reguladores más importantes de 

las MMPS en los tejidos reproductivos de la mujer, ya que tienen una importante expresión 

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

 

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

Diversos autores han evaluado el papel de los esteroides ováricos como parte de estos 

mecanismos de regulación [363]. Es poco probable que los niveles fisiológicos de estrógeno 

afecten directamente a la actividad de las MMPs en tejidos del aparato reproductor femenino 

durante los periodos de crecimiento tisular [364-367]. Por el contrario, numerosos estudios 

in vitro han demostrado que concentraciones fisiológicas de progesterona producen una 

potente inhibición de la expresión proteica y de mRNA de diferentes MMPs, como la MMP-

1, -2 y -9 [263, 368-371]. Sin embargo, la exposición y la subsiguiente caída brusca de los 

niveles de progesterona inducen la secreción y activación de ciertas MMPs [361, 372-374]. 

El único estudio in vivo que ha analizado estos cambios en la menstruación encontró que la 

expresión de la mayoría de MMPs disminuye tras la misma en ausencia de progesterona 

[367]. La expresión de la MMP-7 y el TIMP-1 pasa de la zona funcional a la basal tras la 

caída hormonal. Por lo tanto, es poco probable que la progesterona sea el único factor 

implicado en la regulación paracrina de las MMPs. 
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Figura 1. 13. Regulación paracrina de las MMPs en el endometrio. Existen diversos mecanismos 
implicados en el proceso de la menstruación. La hipoxia secundaria a vasoconstricción y la caída 
del nivel de progesterona estimula la síntesis de factores de crecimiento y citoquinas. Éstas modulan 
la actividad de las proteasas, encargadas de degradar el sustrato superficial del endometrio (ET: 
endotelinas; PDGF-2α: factor de crecimiento derivado de la plaqueta-α2; COX-2: cicloxigenasa-2) 
(Modificado de Salamonsen y col  [375]). 
 
 

Los niveles de las MMPs en el tejido endometrial también parecen estar regulados 

por los cambios de las poblaciones celulares locales [364, 376]. Así, durante la fase 

premenstrual el mayor número de células mieloides (eosinófilos, macrófagos, neutrófilos) 

conlleva un aumento en la producción de citoquinas y proteasas [377]. También aumenta 

la activación de los mastocitos, que liberan potentes citoquinas, como la IL-1 y el TNF-α. 

Tanto la IL-1 como el TNF-α estimulan la producción de las proMMP-1 y -3 y, en menor 

medida, de la proMMP-2 [378, 379]. Se ha demostrado, en cultivos de endometrio 

humano, que diversas citoquinas pueden inducir la expresión selectiva de ciertas 

MMPs[371]. Tal y como se ha comentado previamente, el VEGF es un potente factor 

angiogénico presente en el endometrio humano que se ha implicado en la modulación de 

las MMPs [380]. Este factor estimula la expresión de MMP-1, -3 y -9 en células de 

músculo liso, y de MMP-1 en células endoteliales [381]. Además de existir citoquinas 
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que aumentan su actividad, se han encontrado factores supresores de la expresión de 

MMPs. Tal es el caso del TGF-β, del ácido retinoico y de los glucocorticoides  [334, 382, 

383]. 

 

1. 3. 3. POLIMORFISMO -1612 5A/6A DEL GEN DE LA MMP-3 EN LA 

ENDOMETRIOSIS (rs3025058) 

Los polimorfismos genéticos localizados en la región promotora de los genes de las 

MMPs pueden dar lugar a un incremento o disminución de la expresión génica, pudiendo 

de esta forma estar asociados a la predisposición a sufrir distintas enfermedades.  

Fisiológicamente, las MMPs regulan el remodelado tisular degradando los 

componentes estructurales de la MEC. Pero las MMPs también afectan a otras funciones 

celulares básicas, como la proliferación, diferenciación, motilidad, apoptosis, etc, al 

regular la interacción de las células con las proteínas de la MEC [384]. 

Las células endometriales estromales expresan varias MMPs, las cuales juegan un 

papel principal en la degradación de la MEC endometrial. La expresión alterada de esas 

proteasas puede llevar al establecimiento y progresión de la endometriosis. Es más, la 

supresión de la actividad de las MMPs inhibe la formación de lesiones ectópicas en 

ratones inmunodeprimidos “nude” [60]. Esto indica que la pérdida del control de la 

expresión de las MMPs puede permitir que los fragmentos endometriales lleguen al 

peritoneo e invadan su superficie, o la del tejido periférico. 

La MMP-3 es un miembro clave de la familia de las MMPs, con una amplia 

especifidad de sustrato. Puede degradar a los colágenos tipo II, IV y IX, a los 

proteoglicanos, y a la laminina, fibronectina, gelatinas y elastina. Además, la MMP-3 

también puede activar a otras MMPs como las colagenasas, la matrilisina y la gelatinasa 

B, por lo que la MMP-3  es crucial para el proceso de remodelación de tejido conectivo 

[342, 385].  

Además, mientras que por un lado se ha observado variaciones en los niveles de 

MMP-3 en endometrio ectópico frente al endometrio eutópico de las mujeres con 
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endometriosis [61, 386], por otro lado el polimorfismo de inserción/deleción de una 

adenina (5A/6A) en la posición -1612 de la región promotora del gen de la MMP-3 

modifica la actividad transcripcional de forma específica de alelo, de forma que el alelo 

5A está asociado con una mayor actividad transcripcional in vitro, aproximadamente el 

doble que el alelo 6A [387]. Este polimorfismo se ha asociado a enfermedades 

cardiovasculares [388, 389], formación de aneurisma de la aorta abdominal  [390] y 

artritis reumatoide [391], así como a la susceptibilidad al cáncer de mama y a su 

capacidad invasiva [392]. 

La hipótesis de nuestro grupo es que este polimorfismo puede contribuir a 

incrementar la expresión de la MMP-3 en tejido endometrial y/o en líquido peritoneal de 

mujeres con endometriosis, facilitando la invasión y la posterior angiogénesis, necesaria 

para la supervivencia de las lesiones endometriósicas una vez adheridas.  

Durante la realización de esta tesis se han publicado varios estudios relacionados 

con el polimorfismo de interés -1612 5A/6A, previamente conocido como  -1171 5A/6A, 

ya que se secuenció a partir de un clon con una inversión [393], y su asociación con la 

endometriosis. 

Shan y col [394], en población asiática, observaron que la frecuencia del alelo 2G 

del polimorfismo -1607 1G/2G del gen de la MMP-1, era mayor en mujeres con 

endometriosis que en controles. Además, este alelo 2G está asociado con una mayor 

actividad del promotor in vitro [395, 396], por lo que se asocia con una mayor producción 

proteica. Estos autores no observaron diferencias significativas con respecto al 

polimorfismo -1612 5A/6A del gen de la MMP-3 entre pacientes y controles, aunque 

había una mayor presencia, en el límite de la significación, del alelo 6A en las mujeres 

con endometriosis que en las controles. Como estos dos genes se encuentran en la misma 

región cromosómica (11q22.3) [397], separados por unas 37,64 kb, aunque no se 

encuentran en desequilibrio de ligamiento completo, estudiaron las combinaciones de los 

distintos alelos y observaron un mayor riesgo para las mujeres 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 población Italiana, no encontraron asociación 

de estos dos polimorfismos (-1607 1G/2G de la MMP-1 y -1612 5A/6A de la MMP-3) 

con una predisposición genética a sufrir endometriosis. 

Por otro lado, Borghese y col [399], en poblaciones con distinto origen étnico, 

siendo la población caucásica la más abundante, examinaron la posible implicación de 

ocho polimorfismos de distintas MMPs (-1607 1G/2G de la MMP-1, -1575G/A y -

1306C/T de la MMP-2, -1612 5A/6A de la MMP-3, -153C/T y -181A/G de la MMP-7, -

82A/G de la MMP-12 y, finalmente, -77A/G de la MMP-13) y el riesgo de sufrir 

endometriosis. Todos estos genes se encuentran en la región cromosómica 11q21-q22 

excepto el gen de la MMP-2, que se encuentra en 16q13-q21. El estudio también analizó 

la profundidad de penetración de la lesión endometriósica al comparar los distintos tipos 

de lesiones que se producen (superficiales, infiltrante profunda y ovárica) por separado. 

El estudio no encontró asociación entre el polimorfismo -1612 5A/6A de la MMP-3 con 

la endometriosis, ni siquiera al combinarse con el polimorfismo -1607 1G/2G de la 

MMP-1, como ocurría en el estudio de Shan y col [394], lo cual es consistente con el 

estudio de Ferrari y col [398]. 

 

1. 3. 4. INHIBIDORES TISULARES DE LAS METALOPROTEASAS (TIMPs) 

1. 3. 4. 1. Estructura y biología de los TIMPs 

Los inhibidores tisulares de las MMPs, los TIMPs, se producen localmente e 

inhiben específicamente las MMPs a nivel tisular. La familia de los TIMPs consta de 

cuatro miembros (TIMP 1 al 4) (Tabla 1.1). Todos ellos constan de dos dominios de 

pequeño tamaño: el domino N-terminal de 125 aminoácidos y el C-terminal de 65 

aminoácidos [359]. Cada uno de ellos está estabilizado por tres puentes disulfuro [400]. 

El domino N-terminal es el responsable de la inhibición de las MMPs activas mientras 

que el dominio C-terminal modula la interacción entre los TIMPs y las proMMPs, que 

conlleva a la inactivación de los zimógenos [401].  
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Los TIMPs inhiben las MMPs con gran afinidad (Ki ≤ 10-9 M) mediante la 

formación de complejos de estequiometría 1:1. Los TIMPs inhiben con cierto grado de 

especificad. Así, por ejemplo, el TIMP-1 se fija preferentemente a las colagenasas y las 

MMPs-3 y -9, mientras que el TIMP-2 tiene una alta afinidad por la MMP-2 [402]. Los 

TIMPs-1, -2 y -4 se secretan en forma soluble y difunden en el medio extracelular, 

mientras que el TIMP-3 está ligado a los constituyentes de la MEC, por lo que actúa 

impidiendo la fijación de las MMPs a su sustrato [403, 404]. 

1. 3. 4. 2. Regulación de los TIMPs 

La expresión del TIMP-1 se estimula por diversos factores como el TGF-β [405], 

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

La expresión de TIMP-3 se induce en respuesta a una estimulación mitógena y 

durante la progresión normal del ciclo celular, y es inhibida por TNF-α en los fibroblastos 

[406]. La expresión de TIMP-4 in vivo es muy abundante en el corazón [407] y en tejidos 

que han sido dañados, como una lesión vascular o dérmica [408, 409].  

El promotor del gen del TIMP-1 no contiene la caja TATA. Sin embargo, posee 

una secuencia relacionada con ella a –20 pb del sitio de inicio de la transcripción [410]. 

Además, contiene diversas secuencias implicadas en la transcripción del gen, como los 

sitios de unión a AP-1, PEA3 y Sp1. La secuencia de unión a AP-1 (llamada TRE), 

situada en -92/-86 pb con respecto al punto de inicio de la transcripción, juega un papel 

esencial en la expresión basal e inducida del gen. La secuencia de unión a PEA3, situada 

a -78/-73 pb con respecto al punto de inicio de la transcripción, juega un papel menos 

relevante en la transcripción basal [410]. Sin embargo, se ha descrito que las proteínas 

AP-1, además de actuar sobre la secuencia TRE (-92/-86) podrían interaccionar con la 

región de unión a PEA3 (-78/-73) potenciando la transcripción del gen [411]. El gen del 

TIMP-1 también contiene regiones represoras de su expresión, una de ellas situada en la 

posición –1718/-1458, y es capaz de reprimir la expresión del TIMP-1 hasta en un 50% 

[412]. 
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Tabla 1. 1. Clasificación de los inhibidores tisulares de las MMPs (TIMPs). Los TIMPs 
producen una inhibición específica de las MMPs a nivel tisular (CSC-21 K: cisteína-serina-
cisteína 21K; MIG-5: gen 5 inducible por mitógeno) (Adaptado de Nagase [351] y Salamonsen y 
col [377]). 

TIMP Localización de 
la proteína a 

MMPs que son sustrato 

TIMP-1 

(Xp11.23) 

Epitelio, estroma, 
músculo liso 
vascular 

Colagenasas (MMP-1, -8 y -13), Gelatinasas (MMP-2 y 
-9), Estrolelisinas (MMP-3, 10 y-11), Matrilisina 1 
(MMP-7), MT3-MMP (MMP-16) y otras (MMP-12) 

TIMP-2 
(cromosoma 17) 

Epitelio, estroma, 
músculo liso 
vascular 

Colagenasas (MMP-1, -8 y -13), Gelatinasas (MMP-2 y 
-9), Estrolelisinas 1 y 2 (MMP-3 y 10), Matrilisina 1 
(MMP-7), MT-MMPs (MMP-14, -15 y -16) y otras 
(MMP-19) 

TIMP-3 
(cromosoma 17) 

Epitelio, estroma, 
músculo liso 
vascular 

Colagenasas 1 y 3 (MMP-1 y -13), Gelatinasas (MMP-2 
y -9), Estrolelisinas 1 (MMP-3), Matrilisina 1 (MMP-7), 
MT-MMPs (MMP-14, -15) 

TIMP-4 
(cromosoma 3) 

 Colagenasa 1 (MMP-1), Gelatinasas (MMP-2 y -9), 
Estrolelisinas 1 (MMP-3), Matrilisina 1 (MMP-7) 

a Datos de estudio de hibridación in situ e inmunohistoquímica. 

 

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

La menstruación es la culminación de los cambios en la arquitectura vascular y celular 

del endometrio que ocurren tras la caída de los esteroides sexuales. Al final de la fase 

secretora se produce un edema del estroma y una rotura de la membrana basal capilar 

secundaria a una disminución del contacto pericito-endotelial tras vasodilatación [413]. Al 

mismo tiempo, se produce un influjo de células inflamatorias que segregan numerosas 

citoquinas al medio extracelular [375]. A continuación, aumenta la liberación de agentes 

vasoconstrictores, como endotelinas y prostaglandinas, que estimulan a su vez la 

contractilidad miometrial. Como resultado de este proceso, el estrato funcional del 

endometrio sufre una necrosis que conlleva su fragmentación y liberación a la cavidad 

uterina [414-417].  

Diversos estudios han implicado al sistema de las MMPs y sus inhibidores en el 

mecanismo íntimo por el que tienen lugar los procesos anteriormente descritos [418]. 

Mediante inmunohistoquímica [372, 419] e hibridación in situ [361, 373] se ha demostrado 
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la producción de MMP-1, -2, -3, -7  y -9, así como de TIMP-1 y -2, en el tejido endometrial. 

Estudios in vivo han demostrado la existencia de cambios cíclicos en la expresión de mRNA 

de diferentes MMPs (Figura 1. 17). Algunas MMPs, como las MMP-2, -7 y -11, se expresan 

en la fase proliferativa o secretora, mientras que otras como las MMP-1 y -3 aparecen 

principalmente en la fase menstrual y podrían estar implicadas directamente en el inicio de la 

menstruación [373]. Se ha constatado la expresión de TIMP-1 y -2 en las células estromales 

endometriales durante todo el ciclo menstrual. Dicha expresión aumenta, aunque en menor 

medida que las MMPs, los días 1 y 2 del ciclo. Dado que la inactivación de MMPs se 

produce mediante la formación de complejos 1:1 con los TIMPs, existe en ese periodo una 

tendencia a la proteolisis tisular, lo que podría facilitar la degradación del endometrio [420]. 

La mayor parte de las MMPs son producidas por las células del estroma durante la 

menstruación [361, 421]. Sin embargo, estudios in vivo e in vitro han constatado la 

capacidad de liberar MMPs por parte de las células endometriales epiteliales y estromales 

cultivadas por separado [372]. Mediante inmunohistoquímica se ha demostrado la 

presencia de MMP-2, -3 y -9 en las estructuras vasculares endometriales [422]. Además, 

la expresión de la MMP-3 es mayor durante la fase premenstrual y menstrual a nivel de 

los vasos del estrato superficial endometrial, lo que le confiere un papel fundamental en el 

inicio de la menstruación. La expresión de la MMP-7 también aumenta durante la 

menstruación y es la única MMP que se expresa focalmente en el epitelio glandular, sin 

que hasta el momento se haya detectado a nivel estromal o vascular [419]. 

Los esteroides ováricos son necesarios en el funcionamiento de numerosos tejidos, 

como es el caso del endometrio [423, 424]. Los cultivos de células endometriales a los que 

se les retiran los esteroides, liberan importantes cantidades de MMPs que se activan 

rápidamente [263]. Experimentos in vivo muestran una expresión de MMP-11 al día 

siguiente de la deprivación hormonal, y de las MMPs -1, -3, -7 y -10 dos días después de la 

misma. Los niveles de las MMPs -1, -3 y -10 disminuyen considerablemente dos o tres días 

más tarde, mientras que los de las MMPs -7 y -11 se mantienen hasta seis días después de la 

caída de la concentración de progesterona, lo que reproduce exactamente el tipo de expresión 

observada en el ser humano.  
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Figura 1. 14. Cambios cíclicos en las MMPs en el endometrio humano. El aumento de los niveles 
de MMP-3 durante la menstruación se localiza mediante inmunohistoquímica en los vasos de los 
estratos superficiales del endometrio, lo que indica que estas MMPs inician la degradación de la 
pared vascular durante la menstruación. La expresión de TIMP-1 en los vasos podría limitar el 
proceso proteolítico a los estratos superficiales del tejido endometrial, permitiendo una subsiguiente 
regeneración endometrial. (Freitas y col [422]).  

 

La regeneración endometrial comienza el segundo día del inicio del sangrado 

menstrual [425]. La expresión heterogénea de TIMP-1 y -2 en las células musculares 

arteriolares y en el estroma durante la menstruación limita la acción de las MMPs en algunas 

zonas y preserva así la capacidad de regeneración endometrial [422]. En otras zonas, la 

persistencia de la actividad plasmínica y de las MMPs permite disolver la barrera de fibrina 

formada tras la descamación endometrial, favoreciendo así la migración celular y la 

regeneración a partir del estrato basal endometrial [426]. 

La angiogénesis es un proceso fundamental para la reparación endometrial [427]. El 

VEGF-A es el principal factor angiogénico endometrial, y está controlado por esteroides 

ováricos. Durante la menstruación se produce un incremento de su actividad que induce la 

expresión de MMPs e inhibe la actividad de los TIMPs en las células endoteliales [428]. Se 

ha demostrado que la acción de las MMP-2 y -9 es importante en las etapas iniciales de 

formación capilar [362]. La MMP-1, por su parte, es responsable de la migración celular 

endotelial por la MEC. Los niveles de TIMP-1, -2 y -3 permanecen bajos durante la fase 

proliferativa del ciclo menstrual y se expresan en respuesta al aumento de los niveles de 

progesterona [361, 429]. El aumento de TIMP-1, -2, -3 y, posiblemente, de TIMP-4, inhibe 

el proceso de neovascularización una vez se ha completado la regeneración tisular [430]. 

MMP Menstrual Proliferativa Secretora 

MMP-1 + + - 

MMP-2 +++ + ++ 
MMP-3 +++ - + 
MMP-7 +++ ++ - 
MMP-9 +++ - + 
TIMP-1 +++ + + 
TIMP-2 ++ + + 
TIMP-3 + +/- + 
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1. 3. 6. FISIOPATOLOGÍA DEL SISTEMA DE LAS MMPs  

Las MMPs juegan un papel importante en el recambio y la remodelación tisular. La 

regulación de estos procesos y, por lo tanto, de las MMPs, es necesaria para un gran 

número de procesos fisiológicos como son la embriogénesis, la reparación de tejidos 

dañados, el crecimiento óseo, la angiogénesis y la cicatrización [431, 432]. Una excesiva 

o inapropiada expresión de MMPs puede contribuir a numerosas patologías como la 

artritis, caries, esclerosis múltiple, osteoartritis, enfermedades vasculares, invasión 

tumoral y metástasis [433-439]. Por otro lado, se ha observado que ratones knock-out 

(KO) para una MMP determinada no presentan alteraciones en el desarrollo embrionario 

ni en la fertilidad [438], aunque estos ratones si que han mostrado evidencias directas de 

que las MMPs están implicadas en el crecimiento y la invasión tumoral. Así por ejemplo, 

ratones deficientes en MMP-7 muestran una disminución del tumor intestinal [440] y 

ratones deficientes en MMP-2 muestran una reducción en el crecimiento tumoral y en la 

reducción de metástasis en carcinomas de pulmón y en células de melanoma [441]. 

Además, estudios con inhibidores de las MMPs apoyan el papel de las MMPs en la 

progresión del tumor y la metástasis [336, 442].  

Los TIMPs son proteínas multifuncionales cuya acción no se limita exclusivamente 

a la inhibición de las MMPs, sino que intervienen en la regulación de numerosos factores 

de crecimiento que determinan el desarrollo tisular [358]. Además, los TIMPs promueven 

el desarrollo embrionario [443], actúan como factores antiangiogénicos [335], estimulan 

el crecimiento celular [444] y modulan la apoptosis [445]. En cuanto a la función de los 

TIMPs en el crecimiento tumoral, parecen tener un papel doble [442]. Por un lado, se ha 

observado que su sobreexpresión en ciertas líneas celulares humanas y de roedores 

inhiben el crecimiento tumoral [446-449]. La presencia de TIMP-1 y TIMP-2 en células 

cancerosas se correlacionó con un menor comportamiento invasivo [450]. La 

sobreexpresión del TIMP-1 en ratones transgénicos inhibió el crecimiento del linfoma de 

las células T. Sin embargo, la metástasis en el hígado no se inhibió por niveles elevados 

de TIMP-1 [450], sugiriendo que no sólo las células tumorales sino también las células 

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

del tumor [451]. También se ha descrito que aparte de suprimir la neovascularización y la 

proteolisis, los TIMPs pueden promover la proliferación celular en algunos estados de la 

progresión del tumor [358]. Además, se ha encontrado una gran expresión de TIMP-1, 2 y 

3 en diversos tumores malignos [452].  

 

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

Se cree que, al igual que en el cáncer, las MMPs promueven la invasión del tejido 

endometrial mediante la alteración de la estructura de la MEC, estimulando con ello la 

angiogénesis, aunque  los productos de la acción proteolítica de ciertas MMPs pueden, 

por el contrario, inhibir la angiogénesis. En este sentido, se ha descrito que las MMPs -3, 

-7, -9 y -12, generan angiostatina, un inhibidor de la angiogénesis, a partir del 

plasminógeno [346, 453, 454]. 

1. 3. 7. 1. Lesiones endometriósicas y MMPs 

Diversos estudios han demostrado una expresión anómala de los sistemas de las 

MMPs y los TIMPs en mujeres con endometriosis. Se ha identificado la expresión, en  

lesiones endometriósicas, de las MMPs -1, -2, -3 -7 y -9 y de TIMP-1 y -2 [61, 455-457]. 

La expresión de las distintas MMPs y TIMPs esta regulada por mecanismos hormonales y 

citoquinas y es específica según el tipo celular. 

La progesterona activa la secreción de TGF-β por las células estromales 

endometriales, lo que conlleva a la inhibición de la producción de MMPs. Asimismo, las 

células estromales de mujeres con endometriosis poseen una mayor sensibilidad al 

estímulo por citoquinas y una menor expresión de MMPs en respuesta al estímulo 

esteroideo [458-460].   

Las lesiones endometriósicas son estructural y bioquímicamente diferentes del 

endometrio normal. Su localización distal a la vascularización ovárica o uterina hace 

pensar que no reciben los mismos niveles de esteroides ováricos. Además, su contenido 
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en receptores esteroideos es más heterogéneo y poseen la capacidad de producir 

aromatasa, lo que les permite sintetizar estrógenos de forma autónoma [41, 461, 462]. El 

aumento en los implantes endometriósicos de la relación entre células epiteliales y 

estromales afecta a la producción de MMPs.  

Tal y como se ha descrito previamente, la MMP-1 participa en la menstruación y 

su inhibición puede evitar el desencadenamiento de la misma [269]. Las lesiones 

endometriósicas activas, aquellas que presentan una importante vascularización y 

actividad proliferativa (lesiones rojas), expresan MMP-1. Sin embargo, esta MMP está 

ausente en las lesiones antiguas inactivas (lesiones negras y fibrosas), incluso durante la 

fase menstrual. Por lo tanto, la MMP-1 parece estar implicada en el inicio de la 

endometriosis y en la capacidad de los fragmentos endometriósicos para reimplantarse a 

distancia [455]. 

La MMP-2 ha sido estudiada mediante inmunohistoquímica en los implantes 

endometriósicos. Se ha demostrado una mayor expresión de la misma en el componente 

glandular de dichos implantes, aunque no se han encontrado diferencias a nivel 

endometrial [456]. Sin embargo, las pacientes con estadios avanzados de endometriosis 

presentan una mayor expresión de mRNA de MMP-2 y una disminución de los niveles de 

TIMP-2 en el endometrio uterino [457]. 

La secreción de MMP-3 también está alterada en el tejido endometriósico. Su 

expresión se encuentra aumentada en este tejido a lo largo de la fase secretora, hecho que 

puede ser revertido con la administración de danazol [463]. Al contrario que las MMP-1 y 

-7, que se producen focalmente a nivel estromal y epitelial respectivamente, la MMP-3 se 

expresa de manera más difusa en el tejido endometrial. Esta característica le confiere una 

importancia fundamental para la mejor comprensión de la fisiopatología de esta 

enfermedad. La concentración de MMP-3 es muy alta en extractos de tejido endometrial 

de mujeres con endometriosis, mientras que las MMP-1, -2 y -9 se expresan en 

concentraciones menores [464]. Otros autores han identificado a la MMP-3 como una 

proteasa de secreción estromal cuya acción es predominante en el remodelado de la MEC 

del tejido endometriósico [465].  
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Estudios in vivo confieren a la IL-1 el papel de activador específico de esta 

proteasa en medios de cultivo [466]. Mientras que la expresión del mRNA de MMP-3 

está disminuida durante la fase secretora en el endometrio normal, las mujeres con 

endometriosis la expresan en esta fase, tanto en el endometrio eutópico como en el tejido 

endometriósico [460]. Modelos de experimentación con roedores han detectado mRNA 

de MMP-3 en el tejido endometriósico, pero no en el endometrio eutópico. Dicha 

expresión se mantiene constante hasta cuatro semanas tras la exéresis quirúrgica de los 

implantes endometriósicos [467].  

El endometrio humano expresa matrilisina, o MMP-7, solamente durante la fase 

proliferativa. Sin embargo, en el endometrio ectópico la expresión de esta metaloproteasa 

persiste durante todo el ciclo. Es la única MMP de síntesis exclusiva epitelial y su 

regulación depende de la acción de la progesterona sobre el componente estromal que se 

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

Se ha descrito la presencia de unos niveles de MMP-9 mayores en el tejido 

endometriósico de mujeres con endometriosis avanzada (estadios III-IV de la AFSr), en 

comparación con el endometrio de mujeres con o sin endometriosis [468]. Además, se ha 

descrito una disminución de los niveles de TIMP-3, tanto en el endometrio eutópico como 

en el tejido endometriósico de mujeres con endometriosis. 

El TIMP-1, antes conocido como ENDO-II (Endometriosis-Protein II), se expresa 

de forma cíclica en el endometrio normal [361]. En el endometrio ectópico, su expresión 

a nivel estromal es evidente durante todo el ciclo [455]. Se ha aislado TIMP-1 en los 

focos de endometriosis, y se ha observado que su expresión es mayor después del 

tratamiento con danazol [463]. 

1. 3. 7. 2. Líquido peritoneal y MMPs 

La hipótesis más aceptada para explicar la endometriosis consiste en el paso de 

restos de tejido endometrial a la cavidad peritoneal tras un proceso de menstruación 

retrógrada a través de las trompas. Sin embargo, la menstruación retrógrada se observa en 

la mayoría de las mujeres con ciclos menstruales y sólo algunas de ellas desarrollan 
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lesiones de endometriosis. Por lo que se ha postulado que deben existir factores del tejido 

endometrial o del ambiente peritoneal en esas mujeres que las hace más susceptibles de 

padecer esta enfermedad. Algunos investigadores han propuesto la existencia de defectos 

peritoneales microscópicos que facilitan el contacto de los fragmentos de tejido 

endometrial con la MEC subperitoneal y facilitan los procesos de proliferación e invasión 

de la misma [469].  

El líquido peritoneal no actúa como un reservorio pasivo de las células y factores 

secretados a la cavidad peritoneal, sino que participa activamente en el mantenimiento del 

ambiente peritoneal. El volumen de este líquido es variable y proviene de dos fuentes 

fundamentales: el trasudado plasmático y el exudado ovárico [370, 470]. En la 

endometriosis existen cambios en el componente celular peritoneal asociados a un estado 

inflamatorio y de mayor inmunotolerancia, lo que impide la degradación de los 

fragmentos endometriales [471]. El aumento del número y la actividad de los macrófagos 

del líquido peritoneal en las mujeres con endometriosis conlleva un incremento en la 

síntesis de citoquinas y factores de crecimiento que estimulan la angiogénesis y la 

proliferación de fibroblastos. De esta manera, se facilita la implantación de fragmentos 

endometriales y la formación de adherencias [65, 69, 472-474]. El líquido peritoneal de 

mujeres con endometriosis también contiene un número mayor de células NK y linfocitos 

T [475]. Sin embargo, la actividad citotóxica de las células NK contra el endometrio 

autólogo está disminuida, de forma que su destrucción en la cavidad peritoneal es menor 

que en mujeres sin endometriosis [71]. 

Estas modificaciones del ambiente peritoneal se traducen en una alteración del 

equilibrio del sistema de las MMPs y, consecuentemente, de la actividad proteolítica del 

líquido peritoneal. Los niveles totales de MMP-9 se encuentran aumentados en el líquido 

peritoneal de las mujeres con endometriosis, mientras que la concentración de MMP-9 

activada no varía [476]. Existen también variaciones de los niveles de inhibidores de las 

MMPs en el líquido peritoneal de estas pacientes [477]. Por una parte, estudios in vitro 

han demostrado que las lesiones peritoneales son capaces de sintetizar y secretar TIMP-1. 

Por el contrario,  se ha detectado una reducción de los niveles proteicos de TIMP-1 en el 
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líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis [476, 478]. Una posible explicación a 

esta discrepancia es que el TIMP-1 podría estar localizado selectivamente en las lesiones 

endometriósicas o en las células del tejido peritoneal, con una reducción de la secreción 

del mismo al medio peritoneal. Por otra parte, el tratamiento con análogos de la hormona 

liberadora de gonadotropinas (GnRH) en estas pacientes, produce una recuperación de los 

niveles normales de TIMP-1 [476]. Además, la adición de TIMP-1 en la cavidad 

peritoneal parece prevenir el desarrollo de endometriosis en modelos de experimentación 

con roedores [60]. Estas diferencias sugieren que la concentración aberrante de TIMP-1 

podría alterar el estado proteolítico de la cavidad peritoneal y contribuir a la formación de 

los implantes endometriales y las adherencias observados en la endometriosis. Sin 

embargo, no se han estudiado estos cambios en función del estadio de la enfermedad, de 

manera que podrían no reflejar realmente las alteraciones presentes en estadios más 

avanzados. 
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Figura 1. 15. Fisiopatología de la endometriosis: líquido peritoneal y MMPs. Se muestra el paso 
de restos de tejido endometrial con capacidad proteolítica a la cavidad peritoneal tras un proceso 
de menstruación retrógrada. Tras contactar con la superficie peritoneal se produce una invasión 
de la misma que lleva consigo un proceso de neovascularización, y finalmente da lugar a una 
lesión endometriósica (IL: interleuquina; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular; 
TNF-α : factor de necrosis tumoral-α ; célula NK: célula natural killer). 
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1. 4. ENDOMETRIOSIS Y ANGIOGÉNESIS 

Según la teoría de la menstruación retrógrada, la endometriosis se produce por un 

proceso de implantación y crecimiento de las células endometriales sobre la superficie 

peritoneal y ovárica. Tal y como ocurre con los tumores, los implantes de células 

endometriales no son capaces de proliferar a menos que exista un proceso de 

neoangiogénesis, por lo que se cree que un aumento de la angiogénesis puede ser un 

factor importante en esta patología [479]. 

El proceso de angiogénesis implica la interacción de un elevado número de factores 

de crecimiento entre los que se encuentra el VEGF-A, el cual parece ser el principal 

factor angiogénico. Dentro de los inhibidores de la angiogénesis se encuentra la 

trombospondina-1 (TSP-1) [65, 480]. 

 

1. 4. 1. ASPECTOS GENERALES DE LA ANGIOGÉNESIS 

La angiogénesis es el proceso de generación de  nuevos capilares sanguíneos. 

Tiene lugar principalmente durante la embriogénesis, restringiéndose en el adulto a 

situaciones fisiológicas muy concretas y altamente reguladas, como los procesos 

reproductivos de la mujer y durante la reparación de heridas [481]. La neoangiogénesis es 

esencial para la reproducción normal, en concreto, para la maduración folicular, la 

ovulación, la formación y el funcionamiento normal del cuerpo lúteo, la implantación del 

embrión y el crecimiento y remodelado endometrial que se produce durante la 

menstruación [482, 483]. Durante estos procesos, la angiogénesis está mediada 

principalmente por el VEGF-A [484, 485]. La neovascularización también desempeña un 

papel fundamental en la cicatrización, regulada por factores de crecimiento, como el 

bFGF [486] y el VEGF-A [487]. Los macrófagos pueden contribuir al proceso de 

cicatrización por la liberación de estos factores angiogénicos [488].  

Además, también se ha detectado la presencia de VEGF-A en zonas con células 

endoteliales quiescentes, tales como el corazón, el pulmón y el cerebro, lo que apunta el 

VEGF-A actúa como un factor de supervivencia.  
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La angiogénesis es un proceso complejo que implica la interacción entre las 

células, los factores solubles, y los componentes de la MEC. Entre estos factores el 

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

Se han descrito tres grupos de inductores de la angiogénesis [489]. El primer grupo 

está formado por la familia del VEGF y de las angiopoyetinas, que actúan 

específicamente en las células endoteliales. El segundo grupo incluye varias citoquinas, 

quimioquinas [490] y enzimas angiogénicos [491, 492], que activan una amplia gama de 

células diana además de las células endoteliales. El miembro prototipo de este grupo, el 

bFGF, fue uno de los primeros péptidos angiogénicos en caracterizarse. El tercer grupo de 

moléculas angiogénicas incluye los factores de acción indirecta, cuyo efecto sobre la 

angiogénesis se deriva de la liberación de factores de acción directa de los macrófagos, 

células endoteliales o células tumorales. Las moléculas más estudiadas son el TGF-β y el 

TNF-α, que inhiben la proliferación de células endoteliales in vitro. In vivo, el TGF- β 

induce la angiogénesis y estimula la expresión de TNF-α, bFGF, PDGF y VEGF-A por 

las células inflamatorias atraídas [493, 494]. El TNF-α aumenta la expresión de VEGF-A 

y sus receptores, IL-8 y bFGF en las células endoteliales, lo que explica sus propiedades 

angiogénicas in vivo [495, 496]. 

 

1. 4. 2. ACTIVADORES DE LA ANGIOGÉNESIS 

En 1983, Senger y col [497] describieron la purificación parcial de una proteína 

capaz de inducir proliferación vascular. A esta proteína se la llamó factor de 

permeabilidad vascular (VPF) y se pensó que era un regulador específico de la 

permeabilidad de los vasos sanguíneos en tumores más que un factor de crecimiento. En 

1989 Ferrara y Henzel [498] describen la purificación de un mitógeno específico para 

células endoteliales, a partir de células foliculares de la glándula pituitaria bovina, al que 

denominaron factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). La proteína tenía una 

masa molecular aparente, calculada mediante SDS-PAGE, de 45 KDa en condiciones no 

reductoras y de 23 KDa en condiciones reductoras, lo que sugería la formación de 
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homodímeros. El clonaje y la expresión del VEGF y el VPF revelaron que estas dos 

moléculas eran en realidad la misma. 

Con el tiempo se fueron identificando otros miembros de la familia del VEGF, el 

VEGF-B, -C, -D, -E y el factor de crecimiento placentario (PlGF), de forma que a la 

primera molécula descrita se le conoce como VEGF-A [499]. Los miembros de esta 

familia se caracterizan por tener ocho cisteínas conservadas a lo largo de su secuencia, 

implicadas en la formación de puentes disulfuro intra- e intermoleculares, permitiendo 

estos últimos la formación de dímeros [500], con orientación antiparalela. 

El PlGF-1 [501] posee una estructura tridimensional altamente similar a la del 

VEGF-A, aunque las dos proteínas sólo tienen un 42% de identidad en su secuencia, 

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

 

1. 4. 2. 1. El factor de crecimiento del endotelio Vascular de tipo A (VEGF-A) 

El gen del VEGF-A se localiza en la región cromosómica 6p12. Mattei y col [502] 

mapearon el VEGF-A, mediante hibridación in situ radiactiva, en 6p21-p12 y Wei y col 

[503] también localizaron el VEGF-A, mediante FISH, en 6p12.  

Leung y col [504] clonaron el VEGF-A, realizando una búsqueda en una genoteca 

de cDNA de una línea celular de leucemia usando el VEGF-A bovino como sonda. La 

proteína deducida poseía un péptido señal de 26 aminoácidos en su extremo N-terminal y 

daba lugar a una proteína madura de 165 aa. También identificaron clones que 

codificaban isoformas del VEGF con 121 aa (deleción de 44 aa en la posición 116) y con 

189 aa (inserción de 24 aa en la posición 116). 

El VEGF-A tiene homología con las cadenas A y B del factor de crecimiento 

derivado de plaquetas (PDGF-A y PDGF-B), incluyendo la conservación de las 8 

cisteínas encontradas en PDGFA y PDGFB. Además, el VEGF-A tiene 8 cisteínas 

adicionales en los 50 aa del extremo C-terminal.  
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El gen del VEGF-A tiene 8 exones dispuestos a lo largo de unas 14 kilobases y las 

distintas isoformas se deben a splicing altenativo. El VEGF-A206 es la forma más larga y 

está codificado por todos los exones completos [505]. Al VEGF-A189 le faltan los 17 

aminoácidos codificados por el exón 6B [506], al VEGF-A183 le faltan los 23 aminoácidos 

codificados por el exón 6A2 y 6B [507], y al VEGF-A165 le faltan los residuos 

codificados por el exón 6 completo [506]. El VEGF-A148 carece de los exones 6 

(completo) y 7B, lo que produce un corrimiento de la pauta de lectura dando lugar a un 

codón de parada al principio del exón 8 [508]. Al VEGF-A145 le faltan los residuos 

codificados por los exones 6B y 7 (completo) [509] y al VEGF-A121 los residuos 

codificados por los exones completos 6 y 7 [506] (Figura 1.16).  

 

 
 
Figura 1. 16. Esquema de las distintas isoformas del VEGF-A generadas por splicing 
alternativo de los exones 6 y 7.  

 

Todas estas isoformas son capaces de unirse al receptor VEGFR-2, ejerciendo la 

misma actividad, por lo que la diferencia fundamental entre estas isoformas está en su 

habilidad para unirse a sustancias polianiónicas como los proteoglicanos de tipo heparán 

sulfato (heparina) de la MEC. Esta capacidad de unión a la heparina está determinada por 

la presencia de los aminoácidos básicos codificados por los exones 6 y 7. El exón 6A 
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codifica para 12 residuos básicos (arginina y lisina) de un total de 24, mientras que el 

exón 7 para 9 de un total de 44 [506]. Así, como el VEGF-A121 no posee estas regiones 

ricas en aminoácidos básicos, no se une a heparina y difunde libremente, mientras que las 

isoformas más grandes, ricas en aminoácidos básicos, tienen una gran afinidad de unión a 

proteoglicanos de tipo heparán sulfato (heparina), con lo que se encuentran, 

principalmente, unidos en la superficie celular o secuestrados en la MEC  [484, 510]. 

No obstante, tras la acción de diferentes enzimas como la heparinasa, la uroquinasa 

o la plasmina, se puede liberar un fragmento de 110 aminoácidos con actividad biológica. 

Por lo que en un principio se pensó que las isoformas largas del VEGF-A proporcionan 

un reservorio de factores de crecimiento disponible tras la acción de estas proteasas. Lo 

que indicaba que las diferentes isoformas del VEGF podrían estar biodisponibles 

mediante difusión libre o tras la acción de proteasas sobre las isoformas más grandes 

[495, 511, 512].  

El VEGF se expresa en diferentes tejidos, incluyendo el cerebro, riñón, hígado, 

bazo y, además, en muchos tipos celulares [513]. In vitro, el VEGF-A estimula la 

degradación de la MEC, la proliferación y migración de las células endoteliales, la 

formación de capilares por estas células endoteliales y, además, induce en estas células la 

expresión de PAI-1, uPAR y MMP-1 [200, 514, 515]. In vivo, el VEGF-A regula la 

permeabilidad vascular, lo que es importante para la iniciación de la angiogénesis [516].  

La pérdida de un alelo del gen VEGF-A conduce a la letalidad embrionaria, lo que 

implica que este factor desempeña un papel imprescindible en el desarrollo del sistema 

vascular [517]. Por otra parte, los homocigotos mutantes de pérdida de función de los dos 

receptores principales del VEGF-A, VEGFR-1 -/- y VEGFR-2 -/-, también conducen a la 

letalidad embrionaría, lo que implica que tanto el VEGF-A como sus dos receptores 

principales son esenciales para el desarrollo de la vasculatura embrionaria [518, 519]. 

1. 4. 2. 2. Regulación del VEGF-A  

La transcripción del mRNA del VEGF-A se induce por distintos factores de 

crecimiento y citoquinas, incluyendo PDGF, EGF, TNF-α, TGF-β y IL-1b [513] [520] 
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[521]. Por lo tanto, el VEGF-A puede funcionar como un mediador para los factores 

angiogénicos de acción indirecta.  

La hipoxia es el regulador más importante de la angiogénesis, actúa principalmente 

induciendo la expresión de VEGF-A [522, 523] rápida y reversiblemente, aumentando la 

transcripción y la estabilización del mRNA [524]. De esta forma, el VEGF-A es capaz de 

estimular la elongación y ramificación de células endoteliales no proliferantes en cultivo 

con restricción de O2 y nutrientes [525]. Por el contrario, la normoxia reprime la 

producción de VEGF-A e incluso produce la regresión de algunos vasos sanguíneos 

recién formados. Gracias a estos dos procesos opuestos, la vasculatura satisface las 

demandas metabólicas del tejido (o tumor) [526]. Además, la regulación de la expresión 

de los genes que codifican para los principales receptores del VEGF-A también están 

regulados por la hipoxia [527].  

El VEGF media la actividad angiogénica en distintos tejidos diana dependientes de 

estrógeno. El estrógeno tiene un efecto transcripcional directo sobre la expresión génica 

del VEGF-A, a través de un elemento de respuesta a estrógenos (ERE) situado a unas 

1,5Kb en dirección 5’ del punto de origen de la transcripción. La mutagénesis dirigida 

frente a este ERE evita la expresión de VEGF-A inducida por estrógenos [528]. 

1. 4. 2. 3.  El factor de crecimiento placentario (PlGF) 

El gen del PlGF se localiza en la región cromosómica 14q24.3 [502]. El gen del 

PlGF tiene 7 exones dispuestos a lo largo de unas 14 kilobases y las distintas isoformas, 

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

El PlGF fue originalmente identificado en la placenta [529], pero hay distintos 

tipos celulares que producen PlGF. Por un lado, las células endoteliales quiescentes 

liberan unas cantidades basales de PlGF pero, al activarse, producen elevadas cantidades 

de PlGF, regulando la activación angiogénica dependiente de VEGF-A. Por otro lado, 

otros tipos celulares como las células musculares lisas, células inflamatorias, células de la 

médula ósea, neuronas y muchos tipos de células tumorales, producen PlGF, 

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

tamaño y propiedades de unión a la MEC [530].  

El PlGF contribuye a la activación angiogénica mediante varios mecanismos: 1) 

amplificando la actividad angiogénica del VEGF-A en las células endoteliales, 2) 

actuando sobre las células musculares lisas, estimulando la maduración y estabilización 

de los vasos, 3) reclutando a células inflamatorias, que tienen un papel crítico en el 

crecimiento de vasos colaterales y 4) movilizando células madre/progenitores vasculares 

y hematopoyéticas de la médula ósea [530]. 

1. 4. 2. 4. Receptores de VEGF-A y PlGF 

El VEGF-A y el PlGF constituyen una familia  capaz de controlar la formación de 

vasos sanguíneos y su permeabilidad al interaccionar, principalmente, con dos receptores 

de tipo tirosina quinasa endoteliales, VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR/Flk-1) [502]. 

Estos dos receptores están formados por 7 dominios de tipo inmunoglobulina 

extracelulares, una región transmembrana y un dominio de tipo tirosina quinasa 

citoplasmático, interrumpido por un dominio de inserción a quinasas  [530]. 

La unión del VEGF-A con uno de estos receptores de tipo tirosina quinasa 

(VEGFR-1 y -2) desencadena la dimerización del receptor y su posterior auto-

transfosforilación. De esta forma, se transduce la señal, diferente en cada tipo de receptor 

[484]. La mayoría de las funciones biológicas iniciadas por VEGF-A se transmiten a 

través del VEGFR-2, pese a que el VEGFR-1 tiene una mayor afinidad por el VEGF-A. 

El PlGF se une específicamente al VEGFR-1, no al VEGFR-2, induciendo su 

autofosforilación [532, 533]. 

Mientras que el VEGFR-2 se localiza exclusivamente en las células endoteliales 

[534], el VEGFR-1, además de en las células endoteliales [535] también se encuentra en 

otras localizaciones como en células musculares lisas [536], células mesengliales 

intraglomerulares [537], monocitos [538], trofoblastos [539] y osteoblastos [540]. 

El PlGF, además de translucir su propia señal a través de su receptor, regula la 

comunicación intra- e intermolecular entre los receptores de tipo tirosina quinasa 
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VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR/Flk-1) [541]. El PlGF activa al VEGFR-1 

produciendo una transfosforilación intermolecular del VEGFR-2, amplificando de esta 

forma la angiogénesis inducida por VEGF-A a través del VEGFR-2. Aunque tanto el 

VEGF-A como el PlGF son capaces de unirse al VEGFR-1, sólo el PlGF estimula la 

fosforilación de residuos de tirosina específicos en este receptor, activando la expresión 

de distintos genes diana. Es más, el heterodímero VEGF-A/PlGF, además de actuar 

directamente sobre el receptor homodimérico VEGFR-1 [530], puede inducir la 

formación de receptores heterodiméricos VEGFR-1/VEGFR-2, activando una 

comunicación intramolecular del receptor [541].  

Por otra parte, el VEGFR-1 tiene una isoforma soluble, producida por splicing 

alternativo, que carece del séptimo dominio de tipo inmunoglobulina y de las regiones 

transmembrana y citoplasmática, pero que retiene su capacidad de unión al sus ligandos, 

con lo que actúa capturando las formas solubles de VEGF-A y PlGF [542].   

 

1. 4. 3. POLIMORFISMOS -460C/T (rs833061), +405C/G (rs2010963) y 936C/T 

(rs3025039) DEL GEN DEL VEGF-A EN LA ENDOMETRIOSIS. 

Se han descrito distintos polimorfismos en el gen del VEGF-A. Alguno de ellos -

460C/T (rs833061), +405G/C (rs2010963) y 936C/T (rs3025039), se han asociado con la 

variación en la producción de proteínas [543, 544] y se han implicado con diversas 

enfermedades en las que está implicada la angiogénesis [545-547]. 

Distintos grupos han investigado la posible relación de estos polimorfismos con la 

endometriosis en distintas poblaciones. El polimorfismo -460C/T se ha estudiado en una 

población de mujeres chinas [548], el polimorfismo +405G/C en mujeres italianas [549], 

los polimorfismos -460C/T y +405G/C se estudian en mujeres del sur de la India [550], 

coreanas [551], y japonesas [552]. En este último grupo también se estudió el 

polimorfismo 936C/T. Existe gran controversia en los resultados obtenidos en los 

distintos estudios.  
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Aunque el grupo de Hsieh y col [548], en mujeres chinas, indica que la presencia 

del alelo -460T está asociado con una mayor susceptibilidad a sufrir endometriosis, el 

resto de grupos que estudió este polimorfismo [550-552] no encontró asociación entre 

este polimorfismo y la endometriosis. Además, mientras que las mujeres de la India con 

endometriosis mostraron una mayor frecuencia del alelo +405G [550], en los grupos de 

mujeres italianas [549] y coreanas [551] con endometriosis se encontró una mayor 

frecuencia del alelo +405C. Por otra parte, el estudio con mujeres japonesas no encontró 

diferencias entre las pacientes con endometriosis y el grupo control [552].  

En cuanto al polimorfismo 936C/T se ha descrito una asociación positiva entre el 

alelo 936T del gen VEGF-A y la severidad de la enfermedad en población japonesa 

[552], aunque en mujeres coreanas con endometriosis no se encuentraron diferencias 

[553].  

En ninguno de estos estudios se investigó la influencia de esos tres polimorfismos 

funcionales del gen del VEGF-A sobre sus niveles de expresión, a nivel de mRNA y 

proteico, en tejido endometrial y a nivel proteico en líquido peritoneal.    

La hipótesis de nuestro grupo es que estos polimorfismos pueden contribuir a 

incrementar la expresión del VEGF-A en tejido endometrial y/o en líquido peritoneal de 

mujeres con endometriosis, facilitando la supervivencia de las lesiones endometriósicas 

una vez adheridas. 

 

1. 4. 4. INHIBIDORES DE LA ANGIOGÉNESIS 

1. 4. 4. 1. La trombospondina de tipo 1 (TSP-1) 

Las trombospondinas son una  familia formada por cinco productos génicos distintos, 

las TSP-1, -2, -3 y -4 y COMP (“cartilage oligomeric matrix protein”) [554].  

La trombospondina de tipo I (TSP-1) es una glicoproteína trimérica, con subunidades 

de 180 KDa unidas mediante puentes disulfuro, que se secreta y se asocia a la MEC e inhibe 

la adhesión, migración, proliferación y formación de vasos de las células endoteliales, 
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actuando como un potente factor antiangiogénico [555]. De hecho, la inhibición de la 

actividad de la TSP-1 incrementa la angiogénesis in vitro.  

La TSP-1 es una proteína multifuncional de la MEC. Se identificó inicialmente en 

los gránulos alfa de las plaquetas, pero más adelante se comprobó que se produce y 

secreta en distintos tipos celulares, como células endoteliales, fibroblastos, células de 

músculo liso y pneumocitos de tipo II [555, 556]. Se libera de las plaquetas tras su 

activación, teniendo un papel importante en la agregación plaquetar [557].  

En un modelo de ratón KO para la TSP-1 se observó un leve incremento de la 

densidad vascular en distintos tejidos, lo que sugiere que, durante el desarrollo, la 

angiogénesis puede modularse sutilmente por estas proteínas [558]. En consecuencia, los 

ratones transgénicos que sobreexpresaban TSP-1 en la epidermis mostraban un retraso en la 

curación de heridas, caracterizado por una disminución en la vascularidad [559]. 

Curiosamente, aunque el modelo de ratón KO para la TSP-2 mostraba un gran 

incremento de la densidad vascular durante la curación de heridas [560-562], el KO doble 

para TSP-1 y TSP-2 producía una vasculatura normal durante la curación de heridas [563]. 

Una posible explicación es que tanto los ratones KO para la TSP-1 como los KO para la 

TSP-1/TSP-2 tenían un menor reclutamiento de macrófagos en el lecho vascular, los cuales 

son importantes durante las primeras etapas de la curación de heridas al proporcionar un 

estímulo angiogénico [555]. 

La compleja estructura de dominios de la TSP-1 le permite unirse a una enorme 

variedad de moléculas, entre las que se incluyen componentes de la MEC, receptores 

proteicos y glicolípidos de superficie celular, proteasas y factores de 

crecimiento/citoquinas [555], por lo que es complicado discernir la interacción (o 

interacciones) responsables del efecto antiangiogénico.  

El dominio N-terminal de unión a heparina (HBD) de la TSP-1 se une a 

proteoglicanos de tipo heparán sulfato de la superficie celular, los cuales actúan como 

correceptores para la “proteína relacionada con el receptor de lipoproteínas de baja 

densidad tipo 1” (LRP-1, LDL receptor-related protein 1). El LRP1 es un receptor 
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scavenger que elimina los complejos formados por la TSP-1 con la MMP-9 o el VEGF-A 

del ambiente pericelular de las células mesenquimales [564, 565]. La reducción de la 

actividad proteolítica tiene un efecto inhibidor en la angiogénesis [566] e influye en la 

estructura de la MEC [557]. El dominio N-terminal de la TSP-1 también interacciona con 

distintas integrinas que tienen diferentes efectos en la respuesta angiogénica.  

Las repeticiones de tipo I median interacciones importantes de la TSP-1, entre las 

que se incluyen las interacciones con el complejo latente TGF-β1, que es activado tras la 

interacción [558, 567], y con el CD36 [568, 569].  

Las repeticiones de tipo II y III parecen ser las responsables de la adhesión de las 

TSPs a las células endoteliales, una propiedad que se ha atribuido principalmente a la 

secuencia RGD presente en la  última repetición de tipo III de unión a Ca2+. Sin embargo, 

otros autores [570] no han podido confirmar estos hallazgos y sugieren que el principal 

mecanismo de unión de la TSP-1 con la superficie de las células endoteliales se debe a la 

interacción del dominio N-terminal de la TSP-1 con las integrinas β1 de la superficie 

celular. Las repeticiones de tipo III de la TSP-1 también parece ser el punto de unión con 

el bFGF [571], previamente identificado en las repeticiones de tipo I [572]. La TSP-1 

evita la unión del bFGF libre a la MEC y además promueve la movilización del bFGF 

unido a la membrana. Así, consigue formar un complejo bFGF:TSP-1 con una menor 

capacidad de inducir proliferación en las células endoteliales [573]. Como en el caso del 

bFGF, la TSP-1 también es capaz de unirse al VEGF-A [574] y al factor de crecimiento 

de hepatocitos (HGF) [575] unidos a la MEC, formar un complejo con ellos y 

movilizarlos. De esta forma, la TSP-1 puede actuar como un scavenger para los factores 

angiogénicos asociados a la MEC, modificando su localización y función. 

La TSP-1 interacciona con distintas serin proteasas y MMPs, de forma que pueden 

regular la angiogénesis mediada por proteasas, como la degradación de la membrana 

basal, la movilización de factores de crecimiento y la liberación de fragmentos crípticos 

de moléculas de la MEC.  



 77

La interacción mejor caracterizada es con CD36, una proteína de membrana 

perteneciente a la familia de receptores scavenger de tipo B [576], localizada en las 

células endoteliales [568]. CD36 inhibe las señales proangiogénicas inducidas por 

factores de crecimiento que median proliferación de células endoteliales, migración y 

formación de vasos y genera señales antiangiogénicas que llevan a la apoptosis [568, 

569]. La interacción de la TSP-1 con CD36 tiene un efecto antiangiogénico. De hecho, el 

uso de anticuerpos monoclonales neutralizantes frente a CD36 bloquea la habilidad de la 

TSP-1 para inhibir la angiogénesis, de forma que CD36 media, al menos una gran parte, 

de la actividad antiangiogénica de la TSP-1 [568]. Mientras que otros ligandos de CD36 

mimetizan los efectos de la TSP-1. Además, ratones KO para CD36 son refractarios a los 

efectos inhibidores de la TSP-1 [569]. 

La glicoproteína rica en histidina (HRGP) es capaz de regular a la TSP-1, al 

interaccionar con ella por el mismo sitio de unión que CD36 [577], evitando así la unión 

de la TSP-1 con CD36. De esta forma es posible que la actividad de la TSP-1 mediada 

por CD36 se pueda atenuar por proteínas plasmáticas, por ejemplo en situaciones en las 

que hay liberación de plasma, como en heridas o en tumores [555]. 

 

1. 4. 5. FISIOPATOLOGÍA DE LA ANGIOGÉNESIS 

La pérdida de la regulación de la angiogénesis puede dar lugar a diversas 

patologías como la artritis reumatoide, retinopatía diabética, psoriasis y hemangiomas 

juveniles [524, 578]. Además, el crecimiento tumoral y la metástasis son altamente 

dependientes de la angiogénesis, ya que un tumor en crecimiento necesita una extensa red 

de capilares para proveerse de alimentos y oxígeno y, además, los nuevos vasos 

sanguíneos intratumorales proporcionan la vía de entrada a circulación sanguínea, lo que 

permite a las células tumorales entrar en circulación y metastatizar a órganos distantes 

[524].  

En concreto, el VEGF-A desempeña un papel fundamental en varios cánceres 

humanos, en la retinopatía diabética, en la artritis reumatoide y en la aterosclerosis [484]. 
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También contribuye a la formación de vasos sanguíneos en el tumor y promueve su 

supervivencia [525], estando implicado de esta forma en el crecimiento tumoral. Se ha 

observado que, en el cáncer de tiroides, la elevada expresión del VEGF-A es un mal 

pronóstico, ya que además de permitir el crecimiento tumoral incrementa el riesgo de 

metástasis [579]. 

Las mujeres embarazadas que desarrollan preeclampsia presentan niveles 

incrementados de sVEGFR-1 y disminuidos de VEGF-A y PlGF libres [580], lo que priva 

al endotelio de las señales de mantenimiento y supervivencia que generan estos factores 

de crecimiento. Como consecuencia de ello se pueden producir edemas y aumento de la 

presión sanguínea, ya que el VEGF-A es un vasodilatador. 

 

1. 4. 6. CAMBIOS DE LA ANGIOGÉNESIS EN LA ENDOMETRIOSIS 

El endometrio sufre cambios de crecimiento y regresión durante el ciclo menstrual 

que dependen de los niveles de las hormonas esteroideas y es una fuente de factores de 

crecimiento angiogénicos, incluyendo el VEGF-A, el cual induce proliferación de células 

endoteliales, migración, diferenciación y formación de capilares [581].  

Se ha demostrado que el crecimiento del endometrio durante el ciclo menstrual está 

íntimamente ligado al crecimiento y maduración de la vasculatura. De hecho, el bloqueo 

de la angiogénesis reduce o restringe la proliferación del endometrio [582]. 

Diversos estudios indican que la angiogénesis está implicada en la endometriosis, 

observándose un incremento en los niveles de VEGF-A en la endometriosis y 

sugiriéndose que también juega un papel importante en la progresión de la enfermedad 

[10, 65, 473, 583-587]. 

Se ha observado expresión de mRNA de PlGF en células NK uterinas [588] y 

también se ha descrito un incremento en los niveles proteicos de PlGF en el líquido 

peritoneal de mujeres con endometriosis frente al de mujeres con adenomas quísticos 

[589], lo que nos indica que el PlGF puede tener algún papel concreto en la 
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endometriosis. Pese a que el PlGF es conocido por intensificar la actividad del VEGF-A, 

no hay estudios previos de expresión de PlGF en tejidos de pacientes afectadas de 

endometriosis, por ello nos decidimos a estudiar su expresión en muestras de tejido 

endometrial y en líquido peritoneal. 

Se ha descrito que la TSP-1 se expresa en el endometrio [556, 590], y alteraciones 

en la expresión de TSP-1 podrían contribuir a ciertas anormalidades del ciclo menstrual 

de la mujer [590]. Aunque Tan y col. [585] estudiaron la expresión de mRNA de VEGF y 

TSP-1 en la endometriosis, no se han descrito los niveles proteicos de TSP-1 en líquido 

peritoneal y extractos de tejido en la endometriosis, por ello también nos decidimos a 

estudiar su expresión. La angiogénesis depende de las interacciones controladas entre 

células y MEC, y una proteolisis extracelular controlada es un requerimiento para la 

formación de nuevos vasos. La mayoría de los enzimas extracelulares relevantes 

pertenecen a los sistemas fibrinolítico y de las MMPs [591]. Se ha estudiado el papel de 

estos dos sistemas en la endometriosis [8, 14, 94, 95, 467, 468, 592, 593]. Nuestro grupo 

ha descrito niveles incrementados de uPA y MMP-3 en endometrio de mujeres con 

endometriosis [14, 95], sugiriendo que este incremento puede contribuir al potencial 

invasivo de las células endometriales.  

Aunque varios estudios indican que la angiogénesis es importante en la patología 

de la endometriosis, no se ha descrito la evaluación simultánea de factores angiogénicos y 

antiangiogénicos y su relación con componentes de los sistemas fibrinolíico y de las 

MMPs en la endometriosis, por ello nos decidimos a evaluar estos parámetros en 

conjunto. 
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1. 5. INTERACCIÓN ENTRE EL SISTEMA FIBRINOLÍTICO Y DE LAS 

METALOPROTEASAS CON LA ANGIOGÉNESIS  

Para iniciar la formación de nuevos capilares, las células endoteliales de los vasos 

sanguíneos preexistentes deben degradar la membrana basal subyacente e invadir el 

estroma del tejido vecino [594]. Estos procesos de invasión y de migración de las células 

endoteliales requieren de la cooperación de los sistemas de activación del plasminógeno y 

de las MMPs.   

Los activadores fibrinolíticos, uPA y  tPA, son  serin proteasas que convierten el 

plasminógeno en plasmina. La actividad fibrinolótica en la sangre se regula 

principalmente por el tPA, mientras que la activación de plasminógeno en tejido es 

regulada por la uPA [524, 594]. La interacción de la uPA con su receptor puede, por un 

lado, concentrar la actividad enzimática en los llamados “sitios focales de acoplamiento”, 

localizados en la superficie celular y, por otro, inducir la migración y la invasión de la 

célula [595].  

La plasmina tiene amplia especificidad de sustrato y degrada varios componentes 

de la MEC, incluyendo fibrina, fibronectina, vitronectina, laminina, y el core proteico de 

los proteoglicanos  [524, 594], siendo incapaz de degradar otros componentes importantes 

de la MEC como el colágeno y la elastina, degradados por las MMPs. Además de 

degradar directamente diversos componentes de la MEC, la plasmina es capaz de activar 

varias proMMPs como la proMMP-1, -3, -9, -10 y -13 [354-356, 596-598]. La plasmina 

también posee una acción proteolítica sobre los TIMPs [599]. Así pues, la plasmina 

contribuye a la acción proteolítica de las MMPs mediante su activación, la facilitación de 

su acceso al colágeno (tras la degradación de diversas glicoproteínas de la MEC) [107] y 

la degradación de sus inhibidores (Figura 1.17). Las MMPs activadas pueden, a su vez, 

activar otras proMMPs, dando lugar así a mecanismos de retroalimentación positiva.  
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Figura 1. 17. Interrelación entre el sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas matriciales 
(MMPs). La plasmina ejerce su acción proteolítica sobre la MEC tras su activación por la uPA, de 
forma directa o indirectamente al aumentar los niveles de MMPs, facilitando así su acceso al 
colágeno de la MEC. uPA: activador del plasminógeno tipo uroquinasa; TIMPs: inhibidores 
tisulares de las MMPs; MEC: matriz extracelular (Mignatti y Rifkin [600]). 

 

Las MMP-3, -7, -9 y -12 pueden convertir el plasminógeno, por hidrólisis de los 

cuatro kringles del extremo aminoterminal, en angiostatina, un potente inhibidor de la 

angiogénesis. Estudios “in vivo” han demostrado que la angiostatina es capaz de inducir 

la apoptosis en células endoteliales, pudiendo ser éste el mecanismo de su efecto 

antiangiogénico [601]. También se han descrito fragmentos derivados de las 

trombospondinas, producidos por acción proteolítica, los cuales presentan mayor 

actividad antiangiogénica que la molécula completa [602]. 

Además, las MMP-3 y -7 son capaces de convertir a la sc-uPA en una forma de 

menor masa molecular [603]. La MMP-3 también hidroliza específicamente a la uPA 

produciendo un fragmento amino terminal de 17 KDa, que contiene intacta la secuencia 

de unión al receptor, y un fragmento carboxiterminal de 32 KDa que contiene el dominio 
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serin-proteasa. Por lo tanto, la MMP-3 es capaz de eliminar la parte N-terminal del uPA, 

a través de la cual se une al uPAR, sin alterar sus propiedades enzimáticas [604]. Todo 

ello sugiere una doble función de la uPA. Por una parte activa a la proMMP-3 a través de 

la generación de plasmina. Por otra parte, una vez proteolizada por la MMP-3, la uPA sin 

el dominio N-terminal no puede unirse a su receptor. Por lo tanto, la interacción 

uPA/MMP-3 puede tener un papel en la regulación de las células con una actividad 

asociada a uPA y puede representar el mecanismo por el cual son controladas las 

funciones de uPAR dependientes e independientes de uPA. 

La MMP-3 también interacciona específicamente con inhibidores del sistema 

fibrinolítico. Así, es capaz de degradar la α
2
-antiplasmina, evitando la formación de 

complejos con plasmina y con plasminógeno y, por tanto, su inactivación. Además, la 

MMP-3 es capaz de degradar el PAI-1, tanto libre como unido a vitronectina, dando lugar 

a un PAI-1 inactivo e incapaz de unirse a la vitronectina. Así pues, la inactivación de 

PAI-1 por la MMP-3 puede constituir un mecanismo de disminución de la actividad 

inhibitoria del PAI-1 y, por lo tanto, de la migración y la adhesión celular mediado por el 

PAI-1 unido a vitronectina [599].   

Por otro lado, aunque tanto la uPA como las MMPs tienen sus respectivos 

inhibidores (PAIs y TIMPs),  el nivel de integración de ambos sistemas llega a tal punto 

que cambios en la expresión del PAI-1 determinan cambios de actividad de las MMPs, 

dependientes de su activación a través del sistema fibrinolítico e independientes de los 

niveles de TIMPs [374]. De esta forma, los sistemas fibrinolítico y de las metaloproteasas 

cooperan en la degradación de la MEC [605, 606]. Esta degradación permite que las 

células endoteliales “líder” comiencen a migrar a través de la MEC degradada. Estas 

células son seguidas por células endoteliales proliferantes, que son estimuladas por 

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

Como muchos otros factores de crecimiento, el VEGF-A se une a las moléculas de 

la MEC. Esta interacción se regula por “splicing” alternativo, que genera una gran 

variedad de isoformas del VEGF-A con distintas afinidades para proteínas específicas de 

la MEC. Además, la interacción del VEGF-A con la MEC también puede alterarse post-



 83

traduccionalmente por procesamiento proteolítico. De hecho, todas las isoformas del 

VEGF-A (incluyendo VEGF-A121) pueden ser escindidas por la plasmina tras el 

aminoácido 110 y por distintas MMPs, incluyendo las MMP-3, -7 y -9 (en presencia de 

heparina) y la MMP-19, tras el aminoácido 113, liberando el fragmento bioactivo del 

factor de crecimiento (dominio de unión al receptor) del sitio de anclaje a la MEC [607].  

Aunque tanto las formas unidas a la MEC como las solubles (escindidas o no) 

pueden inducir la fosforilación en los dos receptores principales (VEGFR-1 y -2), parece 

ser que el VEGF-A unido a la MEC y el VEGF-A soluble dan lugar a distintos tipos de 

señalización. Por ejemplo, el anclaje a la MEC lleva a la agrupación del VEGFR-2 y 

aumenta la internalización del receptor y su cinética de fosforilación, lo que contribuye a 

distinguir las respuestas endoteliales [608]. De hecho, estas diferencias entre VEGF-A 

soluble y unido a la MEC dan lugar a diferentes formas de expansión vascular. Mediante 

el uso de formas de VEGF-A modificadas se ha observado que una versión que imita al 

VEGF-A de 113 aa soluble produce lechos vasculares con baja densidad vascular y 

ramificación pobre. En contraste, un VEGF-A mutante unido a la MEC y resistente al 

corte producido por la plasmina o las MMPs, induce la formación de vasos muy delgados 

y con una ramificación abundante, que facilitará la perfusión tisular y el crecimiento 

tumoral [607]. Así, el VEGF-A soluble induce hiperplasia vascular, mientras que el 

VEGF-A unido a la MEC induce la formación de nuevos vasos.  

Así, estos eventos proteolíticos pueden modular los niveles de VEGF-A soluble y 

VEGF-A unido a la MEC en los tejidos y, de esta forma, producir tanto elongación como 

ramificación por formación de nuevos vasos. De esta manera, el número de células 

inflamatorias puede modular la unión del VEGF-A a la MEC, regulando la actividad de 

estos factores de crecimiento.  

La interrelación existente a nivel endometrial entre la angiogénesis y los sistemas 

fibrinolítico y de las MMPs hace necesario su estudio conjunto en situaciones patológicas, 

como es el caso de la endometriosis. 
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“No hay nada que limite más la innovación que una visión dogmática del mundo”. 

 

Stephen Jay Gould. 
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  Hipótesis 

La endometriosis es una enfermedad ginecológica benigna de etiología 

desconocida, en la que tiene lugar una proteolisis local extracelular, semejante a la que se 

produce en los procesos malignos, y que puede llevar a un proceso de degradación de la 

matriz extracelular del peritoneo o del ovario, lo que determina la implantación del tejido 

en localizaciones ectópicas. Por otra parte, existe una formación de nuevos vasos en el 

lugar de implantación, lo que conlleva la formación de la lesión endometriósica inicial. 

Diversos factores se han implicado como causa de endometriosis, incluyendo alteraciones 

del sistema inmunológico, de la angiogénesis, del ambiente peritoneal, predisposición 

genética y alteraciones endometriales. Esta multifactorial y multicompartimental 

patogenia, unida a la heterogeneidad clínica, ha creado una confusión de datos que limita 

el consenso de un mecanismo unificado. 

  Previamente a este estudio, nuestro grupo confirmó la existencia de alteraciones 

de la expresión tisular de diversos componentes del sistema fibrinolítico y de las 

metaloproteasas en la endometriosis a nivel proteico [14]. Además, como la relación entre 

niveles de proteína y cantidad de mRNA es un elemento fundamental para entender los 

cambios de la expresión génica, nos decidimos a utilizar la técnica de la RT-PCR 

cuantitativa en tiempo real para cuantificar los niveles de mRNA de estos componentes 

del sistema fibrinolítico, de las MMPs y de la angiogénesis en la endometriosis. Con este 

proyecto se amplia el número de pacientes y se estudia, a nivel de mRNA y proteico, 

diversos factores del sistema fibrinolítico de las metaloproteasas y, además, diversos 

factores implicados en la angiogénesis. Nuestra hipótesis es que hay una expresión 

alterada de estos componentes en la endometriosis y que algunos polimorfismos pueden 

influir en dicha expresión.  

Por todo ello consideramos importante valorar la expresión mRNA y proteica de 

los componentes de estos sistemas en la endometriosis con el fin de delimitar el papel de 

los mismos en la patogenia de esta enfermedad ginecológica de gran prevalencia y su 

posible implicación en el proceso de proliferación, adhesión y lisis celular. 



 88

Por último, también hipotetizamos con la posibilidad de que el líquido peritoneal 

de las mujeres con endometriosis puede modificar la expresión de diversos componentes 

de estos sistemas proteolíticos y de la angiogénesis en los fragmentos endometriales, 

favoreciendo la implantación y la angiogénesis.   

El desarrollo de este proyecto se define sobre una serie de objetivos concretos a 

realizar en las muestras de tejidos obtenidos de pacientes 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 cuantitativo en tiempo real para la 

determinación de mRNA de los distintos factores relacionados con el sistema fibrinolítico 

(uPA, PAI-1) sistema de las metaloproteasas (MMP-3 y TIMP-1) y angiogénesis (VEGF-

A, PlGF y TSP) en endometrio ectópico y eutópico de mujeres con endometriosis y 

endometrio control.  

2.- Analizar los niveles antigénicos de diversos componentes del sistema fibrinolítico 

(uPA, PAI-1), del sistema de las MMPs (MMP-3 y TIMP-1) y de factores angiogénicos 

(VEGF-A, PlGF, TSP), tanto en tejido como en líquido peritoneal. Con estos datos se 

obtendrá el estado proteolítico y angiogénico tisular y peritoneal, lo que nos permitirá 

analizar el posible papel de la proteolisis y la angiogénesis en el proceso de implantación 

y progresión de los fragmentos endometriales tras un proceso de menstruación retrógrada. 

3.- Estudiar la variación de los componentes del sistema fibrinolítico y de las 

metaloproteasas y angiogénesis en función del estadio de la enfermedad.  

4.- Correlacionar los factores angiogénicos con los componentes del sistema fibrinolítico 

y de las metaloproteasas (uPA, PAI-1, MMP-3 y TIMP-1) en endometrio ectópico y 

eutópico de mujeres con endometriosis y endometrio control. 
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5.- Analizar el polimorfismo 4G/5G de la región promotora del gen del PAI-1, el 

polimorfismo 5A/6A de la MMP-3 Y los polimorfismos –460C/T , +405G/C, y 936C/T 

del gen del VEGF-A y su influencia sobre la expresión tisular de dichos componentes en 

la endometriosis. Identificar el valor de estos polimorfismos como marcadores de 

enfermedad. 

6.- Estudiar en un modelo in vitro de cultivos primarios de células estromales procedentes 

de mujeres con o sin endometriosis para valorar la influencia del líquido peritoneal 

normal y patológico sobre diversos componentes del sistema fibrinolítico y de la 

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

una vez en la vida”. 

 

Rene Descartes 
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3. 1.  GRUPOS CLÍNICOS   

Las mujeres incluidas en este estudio se reclutaron en los servicios de ginecología del 

Hospital Arnau de Vilanova y en el Hospital Universitario La Fe de Valencia. En todos los 

casos se obtuvo el consentimiento informado, siendo todas las pacientes mayores de edad y 

todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con los principios de la 

Declaración de Helsinki [609]. 

El diagnóstico de la endometriosis se realizó mediante la valoración macroscópica 

sistemática durante una cirugía por vía laparoscópica de toda la anatomía genital y del 

resto de la cavidad abdominal. Se analizaron exhaustivamente las características del 

quiste anexial y su contenido en los casos en los que estaba presente. Se realizó una 

búsqueda minuciosa de implantes peritoneales, lesiones atípicas, defectos peritoneales o 

adherencias para realizar un correcto estadiaje de la enfermedad, realizando una biopsia 

de cualquier zona sospechosa de enfermedad. Posteriormente se comprobó en todos los 

casos, mediante examen anatomopatológico, la presencia de glándulas endometriales y 

estroma en las muestras extraídas. Las mujeres con sospecha de endometriosis pero sin 

confirmación anatomopatológica de la enfermedad se excluyeron del estudio.  

El grupo total de pacientes estaba formado por 186 mujeres diagnosticadas de 

endometriosis (167 mujeres con endometriosis moderada o severa, estadios III-IV y 19 

mujeres con endometriosis leve, estadios  I-II, siguiendo la clasificación según la 

clasificación revisada de la American Fertility Society [610], con una edad media: 32.9 

años; rango 18-53.  

El grupo control de mujeres sin endometriosis lo formaron 220 mujeres sin 

endometriosis (edad media 34.2 años; rango 17-53). Las indicaciones quirúrgicas 

incluyeron dolor pélvico (3,6 %), esterilidad (14,6 %) o esterilización tubárica (81,8 %). 

Para detectar la presencia de lesiones sospechosas de endometriosis se realizó un exámen 

minucioso del peritoneo, ovarios, intestino y diafragma. Las biopsias sospechosas de 

endometriosis fueron negativas en las mujeres incluidas en el grupo control. 
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Las mujeres con menorragia, hipermenorrea o que habían estado embarazadas o en 

periodo de lactancia en los 6 meses previos se excluyeron del estudio. Ninguna mujer 

había recibido tratamiento hormonal al menos 3 meses antes del estudio.  
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3. 2.  MUESTRAS 

3. 2. 1. MUESTRAS DE SANGRE 

La extracción de sangre se realizó por punción en la vena cubital y se anticoaguló 

con EDTA para obtener posteriormente el DNA en 186 pacientes diagnosticadas de 

endometriosis y 220 controles.  

 

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

Las muestras de endometrioma ovárico se obtuvieron de la cápsula del 

endometrioma en 71 pacientes con endometriosis (estadios III-IV). En la mayoría de los 

casos la técnica quirúrgica laparoscópica permitió realizar una quistectomía siguiendo el 

plano de disección entre el endometrioma y el parénquima ovárico sano, por lo que se 

tomó una muestra significativa del endometrioma ovárico. En los casos en que se realizó 

una anexectomía que incluía el endometrioma, el tejido ovárico adyacente fue separado 

de forma macroscópica mediante bisturí frío inmediatamente tras la intervención. 

Se remitió un fragmento de este tejido endometriósico al laboratorio de anatomía 

patológica para confirmar, mediante examen histológico, la presencia de endometriosis 

mediante la identificación de glándulas y estroma endometrial.   

En 54 de las pacientes con endometriosis se obtuvo también una biopsia de tejido 

endometrial (endometrio eutópico) en el transcurso de un procedimiento quirúrgico, bajo 

anestesia general, mediante una cánula de aspiración endometrial.  En 40 de estas pacientes 

se evaluaron los distintos parámetros estudiados en muestras pareadas de tejido endometrial 

y tejido de endometrioma ovárico. Las 14 muestras restantes se utilizaron para realizar 

cultivos de células estromales endometriales. 

Adicionalmente se obtuvieron muestras de implantes peritoneales activos y de 

endometrio eutópico en 13 mujeres con endometriosis mínima-leve (estadios I-II), 

mediante la sección en frío del implante macroscópico con mínima manipulación del 

mismo durante el procedimiento quirúrgico. Se incluyeron lesiones rojas con aspecto 
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macroscópico activo, descartándose las lesiones antiguas o atípicas, con el objeto de 

analizar las características de la lesión inicial en enfermas con estadios precoces de la 

enfermedad. 

En 56 mujeres sin endometriosis se obtuvo muestra de tejido endometrial por el 

mismo procedimiento (endometrio control). 50 muestras de endometrio control se evaluaron 

los distintos parámetros estudiados y en  6 muestras se utilizaron para realizar cultivos de 

células estromales endometriales. 

 

3. 2. 3. MUESTRAS DE LÍQUIDO PERITONEAL 

Además de las muestras de tejido, se obtuvo líquido peritoneal de las pacientes (n=66) 

y controles (n=35), cuando existía un volumen significativo de líquido en la pelvis menor.   

Tras acceso laparoscópico a la cavidad peritoneal mediante un sistema de trócares, se 

procedió a separar el paquete intestinal para visualizar correctamente la pelvis menor e 

identificar la presencia de líquido peritoneal. Las muestras de trasudado peritoneal se 

recogieron cuidadosamente del fondo de saco de Douglas y del espacio vesicouterino, tal 

y como se describe en estudios previos [611]. Se realizó una aspiración del mismo con un 

sistema cerrado con una cánula laparoscópica conectada a una jeringa estéril. Se desecharon 

las muestras en las que se evidenció contaminación macroscópica del trasudado peritoneal 

con restos hemáticos durante el acceso quirúrgico. No se realizaron lavados peritoneales 

previamente a la recolección de las muestras ni tampoco se utilizó anticoagulante. El 

procedimiento utilizado fue similar para los dos grupos de pacientes estudiados. 

Para los experimentos de cultivos de células endometriales tratados con líquido 

peritoneal se utilizaron 10 muestras de líquido peritoneal de pacientes (pool de 

endometriosis) y otras 10 muestras de controles (pool control). 

 

3. 2. 4. PROCESADO DE LAS MUESTRAS  

Las muestras de sangre se mantuvieron a 4 ºC hasta la extracción de DNA.   
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Las muestras de tejido endometrial y endometriósico se lavaron en tampón fosfato 

salino, pH 7,4 (PBS) y guardaron en nevera hasta el final del procedimiento quirúrgico. 

Una parte de la muestra fue rápidamente congelada en nitrógeno líquido donde 

permaneció hasta que se realizó la extracción de proteínas o de RNA. Otra parte se fijó 

durante toda la noche en paraformaldehido a 4 ºC y se embebió en bloques de parafina. 

Posteriormente se realizaron cortes del tejido endometrial para comprobar, mediante 

microscopía óptica, la fase del ciclo menstrual y del tejido endometriósico para el 

diagnóstico, mediante la presencia de glándulas y estroma. 

Además, se utilizaron algunas muestras de tejido endometrial para realizar estudion in 

vitro en cultivos celulares. El procesado de estas muestras se describirá en el apartado 3.6 

(Cultivo de células endometriales).  

Las muestras de líquido peritoneal se guardaron en nevera hasta la finalización del 

procedimiento quirúrgico. El líquido peritoneal se centrifugó inmediatamente después a 

1.500 x g a 4 ºC durante 30 minutos con el fin de separar las células y el sobrenadante. El 

sobrenadante se almacenó en alícuotas a -80 ºC hasta su posterior cuantificación proteica. 

Los sobrenadantes de los líquidos peritoneales usados en los experimentos de cultivos se 

filtraron a través de una membrana con tamaño de poro de 0,2 µm antes de almacenarse a 

-80 ºC. La mezcla de los distintos líquidos peritoneales se realizó a partir de las distintas 

alícuotas, descongeladas inmediatamente antes del experimento. 

Tabla 3.1. Resumen del número de  muestras procesadas.  

 Sangre 
 

(n) 

Endometrio 
 

(n) 

Lesión 
endometriósica 

(n) 

Muestras pareadas 
de endometrioma 

ovárico  y 
endometrio  

(n) 

Líquido 
Peritoneal 

(n) 

Pacientes 
(total) 

186 67 84 40 66 

III-IV 167 40 
+ 14 (cultivo) 

71 (endometrioma 
ovárico) 

40 53 
 

I-II 19 13 13 
 (implante peritoneal) 

- 13 

Controles 220 50  
+ 6 (cultivo) 

- - 35 
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3. 3. TÉCNICAS PARA LA CUANTIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUC LEICOS . 

La cuantificación del mRNA tiene como principal problema la inestabilidad de la 

propia molécula. Además, es degradado por las ribonucleasas (RNasas), enzimas ubicuas, 

extremadamente estables, altamente resistentes al calor, activas en un amplio rango de pH 

y que no requieren de cofactores [612]. 

Esta técnica se realizó tanto en los extractos tisulares como en lo extractos de 

cultivos de células endometriales. 

 

3. 3. 1. EXTRACCIÓN DEL RNA 

La extracción de RNA se realizó mediante cromatografía de adsorción en columna 

de silicagel, con el kit comercial RNeasy de Qiagen. Primero se lisa y homogeneiza el 

tejido en presencia del tampón RLT, que contiene isocianato de guanidinio (un agente 

desnaturalizante que inactiva las RNasas para asegurar el aislamiento del RNA intacto) y 

β-mercaptoetanol (que contribuye a la desnaturalización proteica por rotura de puentes 

disulfuro de las RNasas). Luego se añade etanol, para proporcionar las condiciones 

adecuadas de unión del RNA a la membrana de silicagel situada en una columna, y se 

introduce la muestra en esta columna. Los posibles contaminantes se eliminan a través de 

sucesivos lavados con los tampones RW1 y RPE, que también contienen isocianato de 

guanidinio. Finalmente el RNA se eluye de la columna con un mínimo de 30 µl de agua 

libre de RNasas. 

El protocolo seguido fue el siguiente: 

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

peso y se le añade 600 µL del tampón RLT con β-mercaptoetanol al 1 % (v/v).  

2. Se lisa y homogeniza la muestra con el homogeneizador ultra-turrax T-50 (IKA-

WERKE). 
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3. Una vez la muestra adquiere un aspecto homogéneo, se centifuga a 13.000 rpm durante 

3 min.  

4. Se recupera el sobrenadante, se lleva a un tubo eppendorf nuevo, se le añade un volumen 

igual de etanol al 70 % y se incuba durante diez minutos a temperatura ambiente en un 

agitador orbital. 

5. La solución se introduce en la columna de silicagel y se centrifuga a 10.000 rpm durante 

15 segundos.  

6. Se lava la membrana, que contiene el RNA adherido con 700 µL de tampón RW1 

centrífugando a 10.000 rpm durante 15 segundos.  

7. Se lava la membrana dos veces con 500 µL de tampón RPE centrifugando a 10.000 rpm 

durante 15 segundos. Finalmente, se elimina cualquier resto de tampón que pueda 

interferir en la posterior elución, centrifugando a 13.000 rpm durante 1 min. 

8. Se transfiere la columna al tubo de elución, se añade 100 µL de H2O libre de RNasas y 

se centrífuga a 10.000 rpm durante 2 min.  

9. La concentración y pureza del RNA obtenido se determina espectrofotométricamente 

utilizando el NanoDrop ND-1000, que mide las absorbancias a 260 nm y a 280 nm. 

Sabiendo que una absorbancia de 1 unidad a 260nm corresponde a 40 µg de RNA por 

ml (relación sólo válida en agua), la concentración de RNA la calcula el software del 

NanoDrop automáticamente siguiendo la ecuación: [RNA (ng/µl)] = A260 (UA) x 40. El 

RNA purificado se almacenó a –80 ºC en agua libre de RNasas. 

 

3. 3. 2. TRATAMIENTO CON DNasa 

No hay ningún método de purificación de RNA que garantice que el RNA esté 

completamente libre de DNA genómico, aunque no sea visible en gel de agarosa. Por lo 

que para evitar interferencias del DNA en la RT-PCR, se digieren los restos de DNA 

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

1. En un tubo de microcentrífuga de 0,5 ml libre de RNasas se introduce 1 µg de RNA 

de las muestras a valorar, en un volumen máximo de 8 µl, ajustando el volumen con 

agua libre de RNAsas (tratada con DEPC) hasta los 8 µl. En una de las muestras se 

realiza esta operación por duplicado para obtener el control negativo de la RT. A esta 

muestra no se le añadirá posteriormente la RT, lo que permitirá comprobar que solo 

amplifica el cDNA y no el DNA genómico. También se usa una muestra sólo con 

agua que seguirá todo el proceso posterior (tratamiento con DNasa y 

retrotranscripción) y servirá de control negativo de todo el proceso de la RT-PCR.  

2. A continuación se añade 1 µl del tampón de reacción 10X (Invitrogen), formado por 

Tris-HCl 200 mM (pH 8,4), MgCl2 20 mM, KCl 500 mM. Y por último, 1 µl de la 

enzima DNasa I Amp Grade (1U/µl) (Invitrogen). 

3. La mezcla se incuba a temperatura ambiente durante 15 min, para que actúe la 

DNasa. 

4. A continuación la DNasa I  se inactiva térmicamente, tras la adición de 1 µl de EDTA 

25 mM (pH 8,0) e incubación a 65 ºC durante 10 min. Luego se deja enfriar en hielo 

de forma que la muestra ya está lista para ser usada en la RT. 

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

se guardan a -80 ºC. 

 

3. 3. 3. RETROTRANSCRIPCIÓN (RT) 

La retrotranscripción genera una copia de DNA complementario a la hebra de RNA 

(cDNA) estable al calor y que será amplificada por la Taq polimerasa. 

La transcripción reversa se llevó a cabo con la enzima comercial SuperscriptTM 

Revese Transcriptase RNase H- (Gibco BRL).  

 



 101

El protocolo seguido fue el siguiente:  

1. Las muestras de RNA tratadas con DNasa (1 ug de RNA en 10 ul) se mantienen en 

hielo (o se descongelan en hielo) mientras se prepara la siguiente mezcla de reacción:  

Componente Volumen Concentración final 

H2O-DEPC 

Tampón RT 1st strand 5X        

DTT (0.1M) 

RNaseOUT (40U/µl) 

oligo (dT)15  (60µM)       

dNTPs mix (10mM)          

SuperScript RT RNaseH- (200U/µl)                                 

5,50 µl 

6 µl 

3 µl 

1,5 µl 

1,5 µl 

1,5 µl 

1 µl 

 

1X 

10 mM 

2U/ µl 

3 µM 

0,5 mM 

6,67 U/ µl 

2. A cada muestra de RNA tratada con DNasa, así como al control con agua, se le 

añade 20 µl de la mezcla de reacción. Al control negativo de la RT (DNasa+RT-) se 

le añade 19µl de la mezcla de reacción, antes de añadir el enzima SuperScript RT 

RNaseH- y 1µl de agua. 

3. Las muestras se incuban a 42 ºC durante 1 hora, para que actue la enzima, y luego se 

inactiva térmicamente incubándola a 95 ºC durante 5 minutos. Despues se enfria la 

muestra en hielo. 

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

congela a -20 ºC hasta su uso. 

 

3. 3. 4. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL  

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) la desarrolló el grupo de Kary 

Mullis [613-615]. Permite la amplificación enzimática in vitro de un segmento específico 

de DNA situado entre dos oligonucleótidos que sirven como cebadores para una serie de 

reacciones de síntesis catalizadas por la polimerasa de DNA. El proceso tiene una 
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sucesión de ciclos de temperatura en los que se produce desnaturalización del DNA 

molde, hibridación de los cebadores con el DNA molde y extensión de los cebadores por 

la DNA polimerasa, usando desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs). Como los productos de 

un ciclo pueden usarse como molde para el ciclo siguiente se produce acumulación 

exponencial de fragmentos de DNA cuyos extremos estarán definidos por los extremos 5’ 

de los cebadores[616].  

La técnica de PCR cuantitativa en tiempo real es un refinamiento de la reacción de 

PCR original. El grupo de Higuchi [617, 618] fue el primero en llevar a cabo la técnica de 

la PCR en tiempo real, usando una videocámara para detectar la acumulación de producto 

de PCR en cada reacción, median el incremento de la fluorescencia de bromuro de etidio, 

que aumenta su fluorescencia en presencia de dsDNA, permitiendo así combinar la 

amplificación, la detección y la cuantificación de ácidos nucleicos. Esta técnica se 

caracteriza por ser altamente sensible, cinco órdenes de magnitud mayor que las técnicas 

de blotting, y por permitir trabajar con un gran rango dinámico, de hasta 10 órdenes de 

magnitud. Todo ello hace que esta técnica sea de gran utilidad para la cuantificación de la 

expresión génica. 

Seguimiento de la PCR en tiempo real 

La PCR en tiempo real es como una PCR convencional, pero realizada en presencia 

de fluoróforos que se unen al DNA (de forma independiente de secuencia o forma 

específica a una secuencia concreta) emitiendo fluorescencia y en un termociclador con 

sensores que detectan la fluorescencia tras excitar a estos fluoróforos con una longitud de 

onda apropiada.  

El termociclador en tiempo real utilizado fue el LightCycler (Roche Molecular 

Biochemicals, Manheim, Germany). La PCR se llevó a cabo en pequeños capilares de 

vidrio, que se introducen en un rotor tipo carrusel, y se calientan y enfrían por corrientes 

de aire [619, 620]. El carrusel rota haciendo pasar un haz de luz azul de 470 nm emitido 

por un diodo a través de los capilares, y la fluorescencia se lee por diodos de 
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fotodetección. Esta señal se analiza por el software (versión 3.5), permitiendo seguir la 

reacción en tiempo real y la cuantificación del producto amplificado.  

El fluoróforo utilizado fue el SYBR Green I, que en disolución emite poca 

fluorescencia, pero al unirse al surco menor del DNA de doble cadena (dsDNA) de forma 

independiente de secuencia, su fluorescencia aumenta más de 100 veces [621], emitiendo 

luz verde (λmáx= 522nm) al ser excitado por luz azul (λmáx=488nm). 

Durante la reacción de PCR la señal de fluorescencia se mide al final de cada etapa 

de elongación, permitiendo el seguimiento de la reacción de PCR en tiempo real. En la 

desnaturalización, el SYBR Green I no unido emite poca fluorescencia. En la fase de 

hibridación de los cebadores, unas pocas moléculas del fluoróforo se unen a la doble 

cadena de cDNA-cebador (y producto de PCR cebador), dando lugar a un ligero aumento 

de la fluorescencia. Y es al final de la etapa de polimerización cuando hay un mayor 

número de moléculas de SYBR Green I que se unen al producto de PCR recién 

sintetizado. Tras una nueva desnaturalización, las dos hebras del producto de PCR se 

separan, liberándose el fluoróforo y cayendo de nuevo la fluorescencia a la señal de fondo 

[622]. 

El seguimiento de la PCR en tiempo real (midiendo la intensidad de fluorescencia 

en cada ciclo con el LightCycler) permite identificar fácilmente los ciclos en los que se 

produce la fase de crecimiento exponencial, en los que la eficacia de amplificación de 

cada reacción es constante. El incremento de la señal producido en esta fase se 

corresponde directamente con el incremento en el DNA amplificado, lo que permite 

realizar una cuantificación con exactitud. Sin un seguimiento de la reacción en tiempo 

real es difícil identificar estos ciclos [623]. Así pues, esta monitorización permite la 

determinación de los puntos de corte o Cp’s (“crossing points”) en la fase exponencial de 

la PCR. El Cp es el ciclo en el que se asume que se llega a la misma cantidad de producto 

en cada curva, considerándose el punto más exacto proporcional a la concentración inicial 

[623]. La recta estándar la calcula el software del LightCycler automáticamente mediante 

el método del máximo de la segunda derivada (“Second Derivative Maximum Method”).  
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El principal problema del SYBR Green I es que se une a cualquier dsDNA, dando 

señal de productos específicos, pero también de productos inespecíficos y de dímeros de 

cebadores. Este problema se evita optimizando la reacción de PCR y utilizando kits de 

Fast-Taq para realizar un “hot-start”, lo que ayuda a evitar la formación de dímeros de 

cebadores.  

Además, el LightCycler permite un análisis de las curvas de fusión de los 

productos de la reacción. Lo que nos permite evitar realizar un análisis de los productos 

de PCR una vez se ha optimizado la técnica. 

 

 

Figura 3.1. Seguimiento de la reacción de PCR en el software del LightCycler. Las líneas 
continuas con figuras geométricas se corresponden a los estándares, las líneas continuas sin 
figuras a las muestras y las líneas discontinuas a los controles. 
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Figura 3.2. Análisis de la curva de desnaturalización. En la parte superior se muestran las 
“curvas de desnaturalización” al representar la fluorescencia frente a la temperatura. Y en la 
parte inferior los “picos de desnaturalización” al representar la derivada de la fluorescencia con 
respecto a la temperatura frente a la temperatura. Las líneas continuas con figuras geométricas se 
corresponden a los estándares, las líneas continuas sin figuras a las muestras y las líneas 
discontinuas a los controles. Observamos que tanto los controles negativos que dan señal en la 
Figura 3.1 (líneas discontínuas) como una de las muestras dan productos distintos al deseado, 
produciendo uno o varios “picos de desnaturalización” desplazados a la izquierda, con lo que 
dan lugar a productos de PCR distintos. Así pues, se pueden distinguir las muestras en las que 
haya formación de otros productos de PCR distintos al deseado.    
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Cuantificación relativa a un gen “housekeeping” con estándares externos 

En este tipo de cuantificación los resultados se expresan como cociente del mRNA 

en estudio, o mRNA diana, frente al mRNA de un gen “housekeeping” (o de 

mantenimiento), de expresión constitutiva y no regulado, con un número constante de 

copias en todas las muestras. De esta forma se normalizan las diferencias presentes de 

muestra a muestra. En nuestro caso, determinamos la abundancia de los transcritos que 

deseamos cuantificar con respecto a un gen de referencia, la β-actina, que codifica para 

una proteína del citoesqueleto. 

Para realizar este tipo de cuantificación se necesita, tanto del mRNA diana como 

del mRNA de referencia, un estándar externo (se corre en distintos capilares que las 

muestras), exógeno (no está de forma natural en la muestra) y de secuencia homóloga (se 

amplifica con el mismo juego de cebadores que las muestras). En nuestro caso, se usa 

como estándar un producto de PCR purificado y cuantificado. Con estos estándares, de 

concentración conocida, se realiza una serie de diluciones seriadas (antes de cada uso) y 

se amplifican en la misma carrera del LightCycler a la vez que las muestras de cDNA. La 

recta estándar, calculada por regresión lineal, pasa por los puntos generados en una 

gráfica en la que se representa el Cp, de cada dilución del estándar, frente al logaritmo de 

su concentración. Se deben usar unos 4 o 5 puntos para hacer una recta estándar, 

cubriendo el rango esperado del mRNA diana. El software del LightCycler calcula los 

Cp’s para los estándares y las muestras y realiza todos los cálculos necesarios para 

generar la recta estándar, representando los valores de Cp frente al logaritmo de su 

concentración inicial. Luego, se obtiene la concentración de las muestras al interpolar sus 

Cp’s en la recta estándar [622]. El análisis de los datos, para calcular la concentración de 

los genes diana y referencia, lo realiza automáticamente el software del LightCycler. Pero 

el cálculo del ratio mRNA diana/ mRNA referencia, en cada muestra, se ha de realizar 

manualmente o con la ayuda de un programa de cálculo como el MS Excel. 
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Figura 3.3. Recta estándar obtenida automáticamente, por regresión lineal, con el software del 
LightCicler. El software también calcula la eficacia de la reacción de amplificación y cuantifica 
las muestras.  

 

Preparación de los estándares de cDNA 

Se obtuvo un estándar de cada uno de los genes a analizar (uPA, PAI-1, MMP-3, 

TIMP-1, VEGF-A, PlGF, TSP-1) y otro para la β-actina, el gen “housekeeping” usado 

para normalizar la expresión. Cada uno de estos estándares se obtuvo tras realizar una 

retrotranscripción seguida de una PCR en distintas muestras de mRNA procedente de 

tejido endometrial. La amplificación se realizó mediante una PCR de tipo “hot-start” , 

para evitar amplificaciones de productos inespecíficos (sobre todo de dímeros de 

cebadores) debidas a la hibridación inespecífica de los cebadores a bajas temperaturas (de 

4 a 25 ºC) antes del comienzo de la amplificación. Para hacer esta PCR se utilizó la 

FastStart Taq DNA polimerasa (Roche), que permanece inactiva durante todo el periodo 

de preparación de la mezcla de reacción. 

La reacción de PCR, para cada muestra, contenía 5 µL de cDNA (diluido 1:10), 

200 µM dNTPs, 2 mM MgCl2, 0,5 µM de cada cebador, 1X del tampón de reacción sin 
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MgCl2 (Roche), 1 unidad de FastStart Taq polimerasa (Roche) y agua hasta un volumen 

final de 50 µL. La PCR se llevó a cabo en un termociclador convencional de Eppendorf 

con las siguientes condiciones: 

1) Se realiza un paso de desnaturalización inicial del DNA y de activación de la 

polimerasa, modificada químicamente, calentando a 95 ºC durante 6 minutos. 

2) Se realizan 35 ciclos con las siguientes condiciones:  

 Temperatura (ºC) Tiempo (s) 

Desnaturalización         95 30 

Hibridación         62 30 

Elongación         72 60  

3) Extensión final a 72 ºC durante 10 min. 

Para obtener suficiente cantidad de estándar, para cada uno de los genes, se 

hicieron varias amplificaciones. Se usó una alícuota de 1 µl para realizar una 

electroforesis en un gel de poliacrilamida  al 7 % en tampón TBE pH 8,0, a fin de 

confirmar la presencia de una sola banda del tamaño esperado. El resto del producto de 

PCR se corrió en un gel de agarosa al 1% en tampón TAE pH 8,0, se cortó la banda de 

interés con una cuchilla visualizandola con luz ultravioleta (UV) y se purificó mediante 

cromatografía de absorción (Qiaquick PCR Purification Kit, de Qiagen). Posteriormente 

se cuantificó mediante la reacción con picogreen (Quant-iT PicoGreen dsDNA Reagent, 

de Invitrogen) [624], fluoróforo que permite cuantificar hasta 50 pg de DNA de doble 

cadena en un volumen de ensayo de 200 µl, con una gran especificidad, usando un lector 

de fluorescencia con microplacas. Después, este estándar altamente concentrado se 

almacena en alícuotas a -80 ºC para evitar su degradación. 

Condiciones de reacción 

Para la cuantificación génica de β-actina, uPA, PAI-1, PAI-3, MMP-3, TIMP-1, 

VEGF-A, PlGF y TSP-1 se empleó el kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR 

Green I (Roche). Este kit usa el SYBR Green I para la detección del DNA de doble 
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cadena y una Taq polimerasa que se activa por calor, la cual minimiza la amplificación de 

productos no deseados.  

La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 10 µl, conteniendo 1,5 

µL de cDNA (diluido 1:10), 3 mM MgCl2, 0,3 µM de cada cebador en el caso de la β- 

actina y 0,5 µM para el resto (Tabla 3.2) y 1 µL de la mezcla de LightCycler® Fast-Start 

DNA Master SYBR Green I (10X). Esta mezcla contiene el enzima FastStart Taq DNA 

polimerasa, tampón de reacción y una mezcla de dATPs, dCTPs, dGTPs y dUTPs (estos 

últimos sustituyen a los dTTPs). El volumen final hasta 10 µl se completó con agua. 

La mezcla de la reacción se introdujo en los capilares (LightCycler Capillaries, 

Roche) por centrifugación a 3.000 rpm durante 10 segundos. 

Los capilares con la mezcla de reacción se colocaron en el rotor, y éste en el 

termociclador en tiempo real LightCycler de Roche, donde se realizó la PCR cuantitativa 

en tiempo real. Las condiciones de reacción fueron las siguientes:  

1. Calentamiento inicial, a 95 ºC durante 10 min, en el que se desnaturaliza el 

cDNA y se activa la FastStart Taq DNA polimerasa. 

2. Se realizan 40 ciclos de desnaturalización, hibridación y elongación (al final del 

cual se detectaba la intensidad de fluorescencia) con las siguientes condiciones:  

 Desnaturalización Hibridación Elongación 

β-actina 95 ºC/ 15 seg 62 ºC/ 5 seg 72 ºC/ 18 seg 

uPA, PAI-1, PAI-3, 
MMP-3 y TIMP-1 

95 ºC/ 15 seg 60 ºC/ 5 seg 72 ºC/ 18 seg 

VEGF-A y PlGF 95 ºC/ 10 seg 60 ºC/ 10 seg 72 ºC/ 10 seg 

TSP-1 95 ºC/ 10 seg 62 ºC/ 10 seg 72 ºC/ 12 seg 

3. Se genera una curva de desnaturalización, mediante el calentamiento a 95 ºC e 

inmediato enfriamiento a 65 ºC, manteniéndose esta temperatura durante 15 s, 

tras lo cual se realiza un aumento paulatino de la temperatura desde los 65 ºC 

hasta los 95 ºC, a una velocidad de 0,1 ºC/s, midiéndose la fluorescencia de 

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

En cada una de las reacciones, además de los estándares y de las muestras, se 

incluyó una serie de controles. Un control negativo de la RT-PCR (agua; DNasa+, RT+), 

en el que se usa agua, en lugar de mRNA, tanto desde el tratamiento con DNasa, como en 

la RT y en la posterior PCR. Este control sirve para indicar si hay algún tipo de 

contaminación durante todo el proceso. Un control negativo de la RT (RNA muestra; 

DNasa +, RT-), en el que se usa una de las muestras siguiendo todo el proceso, pero no se 

le añade enzima SuperScript para la RT. Este control nos permite comprobar que sólo 

amplifica el cDNA y no el DNA. Y un control positivo de referencia (RNA muestra; 

DNasa +, RT+), en el que se utiliza una muestra previamente usada. Este control nos 

permite comprobar que no se ha cometido ningún error en el ensayo, así como estimar la 

variabilidad interensayo.  

Diseño de cebadores para la amplificación por PCR 

Los cebadores se diseñaron flanqueando intrones para evitar contaminaciones con 

DNA genómico, dificultando su amplificación debido al gran tamaño del fragmento, y en 

el caso de que se produjesen poder detectar su presencia por análisis de la curva de 

desnaturalización o mediante electroforesis. Además, se añade un control negativo de la 

RT, que no debe amplificar.  

En la Tabla 3.2 se muestran las características de los cebadores utilizados, 

sintetizados por Gibco-BRL, para el análisis de la expresión de uPA, PAI-1, PAI-3, 

MMP-3, TIMP-1, VEGF-A, PlGF, TSP-1 y β-actina. Los cebadores de β-actina, uPA, 

PAI-1, TIMP-1, VEGF y PlGF se obtuvieron de la literatura (ver referencias en la tabla). 

El resto de cebadores se sintetizaron usando un software específico “Oligo 4.0.” (PAI-3 y 

MMP-3) y “Primer3” (TSP-1). Para asegurarnos de que los cebadores escogidos eran 

específicos, sus secuencias se compararon mediante el programa BLASTN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
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Tabla 3.2. Características de los cebadores utilizados para el análisis de la expresión génica 

Gen y número de la 
secuencia de referencia del 
mRNA del NCBI  

Nombre del cebador y Secuencia del oligonucleótido   
5´         3´ 
(Referencia) 

Longitud 
(Cebador y 
Producto de 
PCR) 

% GC 
(Cebador y 
Producto de 
PCR) 

Tm 
(Cebador 
y Producto 
de PCR) 

Masa 
Molecular 
(Producto 
de PCR) 

UPA (PLAU)  
NM_002658.2 

uPAex8_F:    CACGCAAGGGGAGATGAA [93] 
uPAex10_R:  ACAGCATTTTGGTGGTGACTT  

18nt / 341pb 
21nt 

56% / 53% 
43% 

51ºC / 86ºC 
52ºC 

210278 Da 

PAI-1 (SERPINE1) 
NM_000602.2  

PAI-1ex4_F:  TGCTGGTGAATGCCCTCTACT  [93] 
PAI-1ex6_R:  CGGTCATTCCCAGGTTCTCTA  

21nt / 399pb 
21nt 

52% / 57% 
52% 

54ºC / 87ºC 
54ºC 

244272 Da 

MMP-3 (STROMELYSIN1) 
NM_002422.3 

MMP-3ex7_F: AGCAAGGACCTCGTTTTCATT [95] 
MMP-3ex9_R:GTCAATCCCTGGAAAGTCTTCA  

21nt / 261pb 
22nt 

43% / 43% 
45% 

53ºC /82ºC 
52ºC 

161693 Da 

TIMP-1  
NM_003254.2 

TIMP-1ex2_F: CTGTTGTTGCTGTGGCTGATA [625] 
TIMP-1ex6_R: CCGTCCACAAGCAATGAGT  

21nt / 481pb 
19nt 

48% / 56% 
53% 

54ºC / 87ºC 
52ºC 

296155 Da 

VEGF  
NM_003376.4 

VEGFex2/3F: ATCACGAAGTGGTGAAGTTC [626] 
VEGFex4R: TGCTGTAGGAAGCTCATCTC  

20nt / 265pb 
20nt 

45% / 52% 
50% 

50ºC / 86ºC 
53ºC 

163778 Da 

PlGF (PGF)  
NM_002632.4 

PlGFex4F: CCTACGTGGAGCTGACGTTCT [627] 
PlGFex5/6R: TCCTTTCCGGCTTCATCTTCT  

21nt / 78pb 
21nt 

57% / 60% 
48% 

57ºC /83ºC 
54ºC 

48307 Da 

TSP-1 (THBS1) 
NM_003246.2 

THBSex3_F: TGTGAAAAGATGGAGAATGCTG [10] 
THBSex5_R: TTGTGGCCAATGTAGTTAGTGC  

22nt / 275pb 
22nt 

41% / 54% 
45% 

53ºC /86ºC 
53ºC 

169482 Da 

β-actina (ACTB) 
NM_001101.3 

B-ACTINex4_F: CGTACCACTGGCATCGTGAT [628] 
B-ACTINex5_R: GTGTTGGCGTACAGGTCTTTG  

20nt / 452pb 
21nt 

55% / 60% 
52% 

54ºC / 88ºC 
53ºC 

278095 Da 

En la tabla se indican las características de los cebadores. Entre corchetes se proporciona la referencia de la técnica (modificada para su optimización) 
y de los cebadores utilizados. El % GC y la Tm se han calculado con el Oligo Calculador (http://mbcf.dfci.harvard.edu/docs /oligocalc.html). En cada 
columna de características (longitud, %GC y Tm) a la izquierda están los datos de cada cebador y a la derecha los del producto de PCR. 
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3. 4. TÉCNICAS  PARA LA  CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNA S 

3. 4. 1. EXTRACCIÓN PROTEICA 

La extracción proteica se realizó en los extractos de tejido endometrial y de lesión 

endometriósica.  

Los extractos citosólicos de las muestras se obtuvieron por homogeneización del 

tejido en tampón Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, que contenía EDTA 1,5 mM y 10 % de 

glicerol. La suspensión se centrifugó a 100.000 x g, a una temperatura de 4 ºC durante 15 

minutos, para separar la fracción citosólica (sobrenadante) de la fracción de membrana 

(precipitado o pellet). El sobrenadante se almacenó en alícuotas a –80 ºC [629]. Los 

extractos de membrana se obtuvieron por solubilización del pellet, obtenido en la etapa 

anterior, en tampón Tris-HCl 20 mM, pH 7,4, que contenía NaCl 125 mM y Tritón X-100 

al 1 %, se incubaron toda la noche a 4 ºC y se centrifugaron a 100.000 x g, a 4 ºC durante 

15 min. El sobrenadante (extracto de membrana) se almacenó en alícotas a -80 ºC [629]. 

 

3. 4. 2. CUANTIFICACIÓN PROTEICA 

3. 4. 2. 1. Cuantificación de proteínas totales 

Para poder normalizar los niveles antigénicos obtenidos en los extractos de tejido 

endometrial y endometriósico, se determinó la cantidad total de proteína en las muestras 

utilizando el ensayo de proteína BCA (BCA assay, Pierce, Rockford, IL). 

La técnica consiste en una reacción colorimétrica, en la que los resultados de la 

muestra se interpolan a los obtenidos con una recta patrón de concentración conocida de 

albúmina de suero bovino (BSA) fracción V (Sigma). El ensayo combina la reducción del 

catión cúprico (Cu2+) a cuproso (Cu+) que se produce en las proteínas en medio básico, 

con la propiedad de detección del catión cuproso por el ácido bicinconínico (BCA) [630]. 

El BCA es un reactivo de detección de Cu+ (catión cuproso) altamente sensible y El 

producto de la reacción coloreada de este ensayo se forma por la interacción de dos 

moléculas de BCA con una de catión cuproso (Cu+). Este complejo es soluble en agua y 
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exhibe una fuerte absorbancia a 562nm (púrpura), permitiendo una cuantificación 

espectrofotométrica de la proteína en solución acuosa. Tanto las muestras como los 

controles se determinaron por duplicado para comprobar la reproducibilidad de la 

cuantificación. 

3. 4. 2. 2. Cuantificación proteica mediante ELISAs 

Los niveles proteicos de los distintos componentes de la angiogénesis y del sistema 

fibrinolítico y de las metaloproteasas se determinaron en los extractos tisulares 

(citosólicos y de membrana), en el líquido peritoneal y en los sobrenadantes de los 

cultivos mediante técnicas de enzimoinmunoensayo (ELISA).   

La descripción inicial del ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) tiene 

casi 40 años [631] y representó un gran avance tecnológico con aplicaciones científicas 

tanto básicas como clínicas. 

Detección de Antígenos solubles mediante ELISA de tipo Sándwich 

Este tipo de ELISA es el más usado, ya que es de 2 a 5 veces más sensible que 

aquellos en los que el antígeno se une directamente a la fase sólida. Para detectar el 

antígeno, los pocillos de las microplacas (con elevada capacidad de unión a proteínas), se 

incuban con un exceso de anticuerpo específico de captura, quedando recubiertos por 

éste. Cualquier sitio disponible en los pocillos de la placa es bloqueado con el uso de una 

proteína irrelevante como la albúmina de suero bovino (BSA). Las muestras, estándares y 

controles son incubados en la microplaca, para lograr la unión del antígeno de la muestra 

al anticuerpo de captura.  

El antígeno no unido al anticuerpo de captura se lava y se añade un exceso de un 

segundo anticuerpo específico, generalmente distinto del de captura, llamado de 

detección, que reconocerá un epítopo diferente de la misma molécula antigénica, 

formando el complejo sándwich. Este anticuerpo de detección puede estar conjugado con 

biotina o directamente con un enzima como la peroxidasa de rábano (HRP) o la fosfatasa 

alcalina (AP). 
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Tras el lavado para eliminar la fracción de anticuerpo conjugado que no se ha 

unido al antígeno (y adición de streptoavidina conjugada y su consiguiente lavado, si 

usamos este sistema) se añadirá un sustrato apropiado para el enzima usado. Tras una 

incubación apropiada, se mide el grado de hidrólisis del sustrato. La cantidad de sustrato 

hidrolizado será proporcional a la cantidad de enzima unido al pocillo, la cual a su vez es 

proporcional a la cantidad de antígeno en la muestra [632, 633].  

 

 

 
 

Figura 3.4. Esquema general de un ELISA tipo sándwich. 



 115

Técnica de ELISA para la cuantificación del inhibidor del activador del plasminógeno 

tipo 1 ( PAI-1) en extractos tisulares y líquido peritoneal 

La técnica para cuantificación proteica de los niveles de PAI-1 en los extractos 

tisulares y líquidos peritoneales se realizó mediante un ELISA comercial (Tint Elize PAI-

1, Biopool). 

Para aumentar la especificidad de la reacción se utilizó el sistema ISAC 

(Immunological Specificity and Accuracy Control). Para ello cada muestra se deposita por 

duplicado en dos pocillos. El pocillo A contiene un exceso de anticuerpo en solución, de 

tal manera que todo el antígeno que contenga la muestra se unirá al anticuerpo en 

solución y se evita así que se una al anticuerpo prefijado a la fase sólida. Este pocillo se 

utilizará como blanco de cada muestra, lo que evita cualquier respuesta inespecífica. El 

pocillo N contiene inmunoglobulina inespecífica, de modo que el antígeno de la muestra 

se unirá al anticuerpo prefijado al pocillo y no al anticuerpo en solución.  

Básicamente, el protocolo utilizado es el siguiente: 

 1) Se disuelve el vial de tampón PET (PBS/EDTA/Tween 20) en 1 litro de agua 

destilada. 

2) Se preparan diluciones de PAI-1 a concentraciones de 30, 20, 10, 5, 2.5, 1,   0.5 y 0 

ng/ml. 

3) Se reconstituye la placa con 100 µl/pocillo de tampón PET y se agita suavemente 1 

minuto. Es importante evitar la contaminación del pocillo N con el contenido del 

pocillo A, pues infravaloraríamos el valor de PAI-1 de la muestra. 

4) Se añade 20 µl/pocillo de cada muestra o estándar al pocillo N y al adyacente 

pocillo A. 

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

con 6 ml de tampón PET, y se añade 50 µl a cada pocillo. 

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

placa 4 veces con tampón PET. 
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7) Se reconstituye el sustrato ortofenildiaminodihidrocloro (OPD) con 22 ml de agua 

bidestilada y se añade, en el momento de utilizarlo, el vial de H2O2. Se añade 200 

µl de sustrato a cada pocillo. Se incuba 15 minutos a temperatura ambiente en 

agitación. 

8) Se añade 50 µl de solución STOP (H2SO4 3,3M), se mide la absorbancia a   492 nm 

y se sustrae la absorbancia a 620 nm en un lector de microplacas MRX Revelation 

(Thermo Labsystems, Chantilly VA, EEUU). La concentración se calcula a partir 

de la curva patrón obtenida con los valores de absorbancia producidos por los 

estándares. 

Técnica de ELISA para la cuantificación del PAI-1 en sobrenadantes de cultivos de 

células endometriales  

Los niveles antigénicos de PAI-1 se determinaron con un ELISA comercial 

(Imubind tissue PAI-1, America Diagnostica, EEUU). El ensayo detecta PAI-1 libre y en 

forma de complejo, pero es insensible al PAI-2. Los coeficientes de variación intra- e 

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

Técnica de ELISA para la cuantificación del activador del plasminógeno tipo 

uroquinasa (uPA) en extractos tisulares, líquido peritoneal y sobrenadantes de cultivos 

de células endometriales  

La concentración antigénica de uPA se cuantificó por un ELISA comercial 

(Zymutest  uPA, Hyphen Biomed). Dicho ensayo mide con similar eficacia tanto la uPA 

de una cadena  (scu-PA) como la uPA de alto peso molecular (HMW-uPA). La uPA de 

bajo peso molecular (LMW-uPA) es cuantificada con alrededor de un 40 % de eficacia en 

relación a la scu-PA y HMW-uPA. La variabilidad intra- e interensayo fue  de 4 % y 10 %, 

respectivamente. 
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Técnica de ELISA para la cuantificación de la metaloproteasa tipo 3 (MMP-3) en 

extractos tisulares, líquido peritoneal y sobrenadantes de cultivos de células 

endometriales  

La concentración antigénica de MMP-3 se determinó mediante un ELISA 

comercial (MMP-3 ELISA, Oncogene). El ensayo detecta la MMP-3 libre, pero no los 

complejos MMP-3:TIMP. La variabilidad intra- e interensayo fue de 5 % y 9 %, 

respectivamente. 

Técnica de ELISA para la cuantificación del inhibidor tipo 1 de las metaloproteasas 

(TIMP-1) en extractos tisulares, líquido peritoneal y sobrenadantes de cultivos de 

células endometriales 

Los niveles antigénicos de TIMP-1 se evaluaron por un ELISA comercial (TIMP-1 

ELISA, Oncogene). El ensayo reconoce tanto las formas libres como las acomplejadas. La 

variabilidad intra- e interensayo fue de 4 % y 7 %, respectivamente. 

Técnica de ELISA para la cuantificación del factor de crecimiento del endotelio 

vascular de tipo A (VEGF-A)  en extractos tisulares, líquido peritoneal y sobrenadantes 

de cultivos de células endometriales 

Los niveles antigénicos de VEGF-A se evaluaron mediante un ELISA comercial 

(Human VEGF, IBL International, Germany). No se observó reacción cruzada o 

interferencia con PlGF. Este ensayo reconoce las isoformas humanas del VEGF-A165 y 

VEGF-A121. La variabilidad intra- e interensayo fue 4-6 % y 7-10 %, respectivamente. 

Técnica de ELISA para la cuantificación del factor de crecimiento placentario (PlGF) 

en extractos tisulares y líquido peritoneal 

Los niveles antigénicos de PlGF se evaluaron mediante un ELISA comercial (Human 

PlGF, ELISA Development System, DuoSet, RD systems, Minneapolis, MN). ). No se 

observó reacción cruzada con el VEGF-A. 
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Técnica de ELISA indirecto para la cuantificación de la trombospondina de tipo 1 

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

Los  niveles de TSP-1 se cuantificaron mediante un ELISA indirecto, previamente 

descrito [10]. Básicamente el protocolo utilizado fue el siguiente: 

1. Las placas de ELISA (MaxiSorp surface, Nunc) se incubaron toda la noche con 100 

µl TSP-1 (20-40 µg/ml) obtenida de plaquetas humanas.  

2. Las muestras a valorar y los estándares (400-12 ng/ml TSP-1, Sigma) se incubaron 

toda la noche en tubos de ensayo con un exceso de anticuerpo policlonal de conejo 

contra la TSP-1 (TSP-1 Anb-8, NeoMarkers Lab Vision Corporation). 

3. Al día siguiente, se lavó la placa para eliminar el antígeno no pegado a la misma.  

4. A la placa lavada se añadieron 100  µL de las muestras y estándares unidos al 

anticuerpo contra la TSP-1 y se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente 

en agitación suave (300-600 rpm), para asegurar una distribución homogénea en el 

pocillo. 

5. La placa se lavó para eliminar el anticuerpo no unido.  

6. Se añadió  100  µL del segundo anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado 

con HRP (Amersham) y  se incubó a temperatura ambiente durante 2 horas en 

agitación.  

Tras un nuevo lavado de la placa, se añadió 200 µl de la solución sustrato (OPD) a 

cada pocillo y se incubó la placa a temperatura ambiente durante 10 minutos. 

7. La reacción se paró con 50 µl  de una solución de H2SO4 4M y se midió la 

absorbancia del producto coloreado formado a 490 nm, sustrayendo la absorbancia a 

620 nm, en un lector de microplacas MRX Revelation (Thermo Labsystems, 

Chantilly VA, EEUU).  

       El coeficiente de variación intraensayo fue del 5 %.  
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3. 5. TÉCNICAS MOLECULARES USADAS EN LA DETERMINACI ÓN DE 

POLIMORFISMOS  

3. 5. 1. EXTRACCIÓN DE DNA 

Para la extracción del DNA se empleó el Wizard Genomic Purification kit 

(Promega, Madison WI, EEUU) en muestras de sangre periférica anticoaguladas con 

EDTA.  

Este método de purificación de DNA consiste en un proceso de cuatro pasos [634]. 

Primero, los eritrocitos se lisan específicamente mediante una solución que deja intactos 

los leucocitos. Después, los leucocitos y su núcleo son lisados y solubilizados. En una 

tercera etapa se eliminan, mediante precipitación salina, las proteínas liberadas al medio 

al degradarse las estructuras celulares, quedando el DNA genómico en solución. 

Finalmente, este DNA genómico es concentrado y desalado mediante una precipitación 

con isopropanol y, tras un lavado con etanol, es resuspendido en una solución tamponada 

que permite un uso y almacenamiento adecuado. 

Básicamente, el proceso de extracción fue el siguiente: 

1) A un tubo estéril de 1,5 ml, conteniendo 300 µl de una muestra de sangre total, se 

añade 900 µl de una solución de lisis (Cell Lysis Solution), y se incuba la mezcla 

durante 10 minutos en un agitador orbital con el fin de lisar los eritrocitos.   

2) Luego se centrifuga a 13.000 x g durante unos 20 segundos, para que precipiten los 

leucocitos (forman un precipitado blanco en el fondo del tubo). Y se elimina la 

mayor cantidad de sobrenadante posible. 

3) Se añade 300 µl de una segunda solución de lisis (Nuclei Lysis Solution) y la mezcla 

se pipetea varias veces para favorecer la lisis de los leucocitos. La solución se 

vuelve viscosa, por lo que se recomienda incubarla a 37 ºC durante 1 hora hasta que 

los grumos hayan desaparecido. Si no fuera así, podría añadirse de nuevo 100 µl de 

la solución de lisis y repetir la incubación. 
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4) Opcionalmente, se puede degradar el RNA presente en la muestra añadiendo 1,5 µl 

de RNasa a 4 mg/ml (Promega) e incubando la muestra a 37 ºC durante 15 minutos. 

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

5) Para purificar el lisado nuclear se deben separar las proteínas de los restos celulares. 

Para ello, se añaden 100 µl de una solución de precipitación de proteínas (Protein 

Precipitation Solution) y la mezcla se agita vigorosamente durante 1 minuto hasta 

obtener grumos de proteínas en la solución. 

6) Para separar la solución que contiene el DNA de los restos celulares, la muestra se 

centrifuga a 13.000-16.000 x g durante 3 minutos.  

7) El sobrenadante (con el DNA) se recupera y se transfiere a un tubo estéril de 1,5 ml. 

8) A esta solución con DNA se le añade 300 µl de isopropanol y se incuba en un 

agitador orbital, para favorecer la precipitación del DNA, durante 2 minutos o hasta 

hacerse visible la madeja de DNA.  

9) La muestra se centrifuga a 13.000-16.000 x g durante 1 minuto para recuperar el 

DNA en forma de un pequeño pellet blanco. 

10) Se elimina el sobrenadante con cuidado, evitando eliminar el pellet de DNA. Se 

añaden 300 µl de etanol 70 % y se incuba en el agitador orbital 10 minutos para 

lavar el precipitado y las paredes del tubo. Seguidamente, la muestra se centrifuga a 

13.000 x g durante 1 minuto. 

11) A continuación se elimina el sobrenadante con mucho cuidado y se deja secar el 

DNA colocando el tubo invertido sobre un papel secante durante 10-15 minutos a 

temperatura ambiente. 

12) La muestra de DNA se resuspende con 100 µl de una solución de rehidratación 

(DNA Rehydration Solution): Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) y se incuba a 

temperatura ambiente o a 4 ºC durante toda una noche. La muestra de DNA 

resuspendido puede almacenarse a 2-8 ºC hasta su uso, o bien congelarse a –20 ºC. 
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3. 5. 2. TÉCNICAS DE GENOTIPADO UTILIZADAS 

Los polimorfismos estudiados, tanto en pacientes con endometriosis 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/T (rs3025039) del gen del 

VEGF. 

Los números de referencia (rs) de los polimorfismos se obtuvieron de la base de 

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

El genotipado de los polimorfismos se ha llevado a cabo utilizanado dos técnicas 

diferentes.  

3.5.2.1. El polimorfismo -675 4G/5G del gen del PAI-1 se genotipó mediante PCR 

específica de alelo. 

3.5.2.2. El resto de los polimorfismos estudiados se genotiparon mediante 

digestión con endonucleasas de restricción obteniendo polimorfismos de longitud 

de los fragmentos de restricción (RFLPs).  

3. 5. 2. 1. Determinación del polimorfismo -675 4G/5G del gen del PAI-1 (rs1799768) 

mediante PCR específica de alelo 

Este método consiste en realizar dos PCR por cada muestra, cada una con un 

cebador específico de un alelo. De esta forma, tras la PCR, la electroforesis en gel y la 

tinción con EtBr, se obtiene el genotipo del individuo por la presencia/ausencia de una 

banda específica del producto de PCR en una posición determinada del gel, según su 

tamaño.  

Esta PCR se realiza en unas condiciones restrictivas y con menos de 30 ciclos de 

amplificación para impedir la amplificación del cebador inespecífico. Aún así, en algunas 
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muestras puede aparecer una banda de menor intensidad debido a esta amplificación 

inespecífica.  

Para asegurar que la banda de menor intensidad se debe a una amplificación 

inespecífica y no a un error en el volumen de carga del gel, se utiliza un tercer cebador en 

cada reacción de PCR que hibridará “upstream” en la misma hebra que los cebadores 

específicos. Este cebador producirá un fragmento de mayor longitud y que deberá tener la 

misma intensidad en las dos PCRs (Figura 3.5 y Figura 3.6).  

En la Tabla 3.3 están las características de los cebadores utilizados, proporcionados 

por MWG-Biotech (Roche, Highpoint WC, EEUU). Se puede observar que los dos 

cebadores directos sólo se diferencian en el nucleótido del extremo 3’.  

Se preparan dos mezclas de reacción en dos tubos estériles, en hielo, conteniendo 

los reactivos necesarios para completar una placa de 96 pocillos. La primera mezcla 

contiene el cebador directo que hibridará y elongará con el alelo 4G (Mix 4G) y la 

segunda mezcla contiene el cebador directo que hibridará y elongará con el alelo 5G (Mix 

5G). Las mezclas de la reacción vienen indicadas en la Tabla 3.4. Estas mezclas se deben 

preparar y mantener en hielo hasta su uso.  

Se dispensa 1 µl de cada una de las muestras de DNA, por duplicado, en una placa 

de 96 pocillos. Además de las muestras se introducen controles positivos para cada 

genotipo (muestras de genotipo conocido) y un control negativo con agua. Posteriormente 

se dispensa 19 µl de una de las mezclas de reacción (Mix 4G) en sólo una de las muestras 

duplicadas y otros 19 µl de la otra mezcla de reacción (Mix 5G) en la otra muestra de 

DNA. Se sella la placa, se introduce en un termociclador convencional (Eppendorf) y se 

realiza la PCR según las condiciones indicadas en la Tabla 3.4. 

Tras la PCR, se toman  5 µl del producto de la PCR y se le añade 1 µl de la 

solución de carga 6X. Como referencia se incluyen marcadores de masa molecular, a 

partir de los cuales se clasifican las bandas correspondientes a las muestras problema. Las 

muestras se cargan en los pocillos y se someten a una electroforesis en gel de 

poliacrilamida al 7 % con TBE pH 8,0, a 300V durante 12 minutos (Figura 3.6).  
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Figura 3.5. Posición de los cebadores en el promotor del gen del PAI-1. El último nucleótido de 
los dos cebadores específicos es distinto para reconocer el polimorfismo (en rojo). El cebador 
control debe formar un producto de la misma intensidad en las dos reacciones 
independientemente de su genotipo. 

 

Figura 3.6. Electroforesis del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1, mediante la técnica de 
PCR específica de alelo. La electroforesis se realiza en gel de poliacrilamida al 7 % en TBE pH 
8,0, a 300V durante 12 minutos. De cada muestra se realizan dos PCRs  y el producto de cada una 
se  corre en un pocillo del gel. Los pocillos 1, 3 y 5 están cargados con  muestras cuya PCR se ha 
realizado con el Mix 4G y los pocillos 2, 4 y 6 con el Mix 5G. En cada carrera debe aparecer la 
banda control de 256 pb y/o 257 pb. La presencia/ausencia de las bandas específicas de alelo 
(138 pb y/o 139 pb) indica el genotipo.   

 

El gel se tiñe con bromuro de etidio y se fotografia. La presencia/ausencia de las 

bandas del producto de PCR específicas de alelo nos indicará el genotipo de cada 

individuo. De tal forma que un individuo homocigótico para el alelo 4G tendrá una banda 

de 256 pb (control positivo) en los dos pocillos de carga y una banda de 138 pb en el 

pocillo de carga del Mix 4G. Un individuo homocigótico para el alelo 5G tendrá una 

banda de 257 pb (control positivo) en los dos pocillos de carga y una banda de 139 pb en 

el pocillo de carga del Mix 5G. Y un individuo heterocigótico tendrá una banda de 256-7 

pb (control positivo) en los dos pocillos de carga y una banda de 138 pb y otra de 139 pb 

en los  pocillos de carga de los Mix 4G y 5G, respectivamente. 



 124

 
 
 
Tabla 3.3. Características de los cebadores utilizados para la determinación de los polimorfismos estudiados. 

 
Gen y 
polimorfismo 
(número de 
referencia del 
SNP del NCBI) 

Técnica usada 
para la 
determinaciónd
el polimorfismo 
(Referencia) 

Nombre del cebador y Secuencia del oligonucleótido   
5´         3´ 

Longitud 
(Cebador y 
Producto de 
PCR) 

% GC 
(Cebador y 
Producto de 
PCR) 

Tm 
(Cebador 
y Producto 
de PCR) 

PAI-1  
-675 4G/5G 
(rs1799768) 

PCR específica 
de alelo [234] 

PAI-1_4G_F: GTCTGGACACGTGGGGA 
PAI-1_5G_F: GTCTGGACACGTGGGGG 
PAI-1_C+_F: AAGCTTTTACCATGGTAACCCCTGGT 
PAI-1_R: TGCAGCCAGCCACGTGATTGTCTAG 

17nt/ 138pb 
17nt/ 139pb 
26nt/ 256-7pb 
25nt 

65%/ 59% 
71%/ 59% 
46%/ 58% 
56% 

52ºC/ 84ºC 
54ºC/ 84ºC 
58ºC/ 86ºC 
61ºC 

MMP-3 
-1612 5A/6A 
(rs3025058) 

PCR-RFLP 
(Pdm I)  [635] 

MMP-3_(-1612)_F: GATTACAGACATGGGTCACA 
MMP-3_(-1612)_R: TTTCAATCAGGACAAGACGAA GTTT 

20nt / 110-1pb 
25nt 

45%/ 41% 
36% 

50ºC / 76ºC 
53ºC 

VEGF-A 
-460C/T 
(rs833061) 

PCR-RFLP  
(Bsa HI)  [547]  

VEGF_(-460)_F: CCTCTTTAGCCAGAGCCGGGG 
VEGF_(-460)_R: TGGCCTTCTCCCCGCTCCGAC 
 

21nt / 176pb 
21nt 
 

67%/ 64% 
71% 

60ºC / 87ºC 
62ºC 

VEGF-A 
+405C/G 
(rs2010963) 

PCR-RFLP 
(Bsm FI) [547] 

VEGF_(+405)_F: CGACGGCTTGGGGAGATTGC 
VEGF_(+405)_R: GGGCGGTGTCTGTCTGTCTG 

20nt / 274pb 
20nt 

65%/ 61% 
65% 

58ºC / 88ºC 
58ºC 

VEGF-A 
936C/T 
(rs3025039) 

PCR-RFLP  
(Nla III) [547] 

VEGF_(936)_F: AGGGTTCGGGAACCAGATC 
VEGF_(936)_R: CTCGGTGATTTAGCAGCAAG  

19nt / 266pb 
20nt 

58%/ 53% 
50%  

53ºC / 84ºC 
52ºC 

En la tabla se indican las técnicas utilizadas en el estudio de SNPs, la referencia de la técnica y de los cebadores utilizados y, además, cuando la técnica 
utilizada es PCR-RFLP se indica entre paréntesis la ER utilizada. Las partes de la secuencia de los cebadores subrayadas cambian con respecto a la 
secuencia del DNA genómico para que el producto de PCR pueda ser reconocido por la ER en la digestión posterior. La longitud de los cebadores es en 
nucleótidos y la de los productos de PCR en pares de bases. El % GC y la Tm se han calculado con el Oligo Calculador 
(http://mbcf.dfci.harvard.edu/docs/oligocalc.html). En cada columna de características (longitud, %GC y Tm) a la izquierda están 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 Condiciones utilizadas.  
 

 PAI-1 -675 4G/5G 
(rs1799768) 
PCR específica de 
alelo 

MMP-3 -1612 
5A/6A 
(rs3025058) 
PCR-RFLP 

VEGF -460C/T 
(rs833061) 
PCR-RFLP 

VEGF +405G/C 
(rs2010963) 
PCR-RFLP 

VEGF 936C/T 
(rs3025039) 
PCR-RFLP 

Mezcla de Reacción de PCR: 
H2O 

Buffer 10X, con MgCl2 (20mM) 
Buffer 10X, sin MgCl2 

MgCl2 (25 mM) 
Primers (5µM/ cada uno) 

dNTPs (10mM) 
FastStart DNA pol Roche,5U/µl)  

DNA (0.1 a 0.5 µg) 
VOL TOTAL:  

 
12 µl 
2 µl 
--- 
1,4µl (3,75mM) 
1 µl (0,25µM)* 
0,5 µl (0,25mM) 
0,1µl (0,5U) 
1 µl 
20µµµµl 

 
16.8 µl 
2,5 µl 
--- 
2 µl (4 mM) 
1 µl (0,2 µM) 
0,5 µl (0,2mM) 
0,2µl (1U) 
1 µl  
25 µµµµl  

 
13.9 µl 
2,0 µl 
--- 
--- (2 mM) 
1 µl (0,25 µM) 
0,4 µl (0,2mM) 
0,2µl (1U) 
1 µl 
20 µµµµl 

 
12.9 µl 
2,0 µl 
--- 
--- (2 mM) 
1 µl (0,25 µM) 
0,4 µl (0,2mM) 
0,2µl (1U) 
1 µl 
20 µµµµl 

 
14.9 µl 
2,0 µl 
--- 
--- (2 mM) 
1 µl (0,25 µM) 
0,4 µl (0,2mM) 
0,2µl (1U) 
1 µl 
20 µµµµl 

Condiciones de la PCR: 
Precalentamiento de la tapa: 

Hot Start: 
Número de Ciclos: 
Desnaturalización 

Hibridación  
Extensión  

Extensión final: 

 
105 ºC/ 3min 
95 ºC/ 6 min 
26 ciclos 

95 ºC/ 30s 
65 ºC/ 30s 
72 ºC/ 75s 

72 ºC/ 7 min 

 
105 ºC/ 3min 
95 ºC/ 6 min 
30 ciclos 
95 ºC/ 30s 
53 ºC/ 30s 
72 ºC/ 1min  

72 ºC/ 7 min 

 
105 ºC/ 3min 
95 ºC/ 6 min 
30 ciclos 

95 ºC/ 30s 
62 ºC/ 30s 
72 ºC/ 1min 

72 ºC/ 10 min 

 
105 ºC/ 3min 
95 ºC/ 6 min 
30 ciclos 

95 ºC/ 30s 
60 ºC/ 30s 
72 ºC/ 1min 

72 ºC/ 10 min 

 
105 ºC/ 3min 
95 ºC/ 6 min 
30 ciclos 
95 ºC/ 30s 
54 ºC/ 30s 
72 ºC/ 1min 

72 ºC/ 10 min 
Producto de la PCR: 4G; 256 + 138pb  

5G; 257 + 139pb  
5A; 110 pb  
6A;111 pb  

176 pb 174 pb 266 pb 

*El cebador PAI-1_C+_F  está a concentración 0,5µM, quedando a una concentración final de 0,025µM. 
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3. 5. 2. 2. Determinación de los polimorfismos -1612 5A/6A (rs3025058) del gen de la 

MMP-3 y -460C/T (rs833061), +405C/G (rs2010963) y 936C/T (rs3025039) del gen del 

VEGF mediante PCR-RFLP 

Las bacterias tienen un sistema defensivo basado en enzimas metilantes, que 

producen metilaciones en secuencias específicas, y enzimas de restricción, que reconocen 

esas secuencias y cortan aquellas que no están metiladas, ya que no las reconocen como 

propias (introducidas por infección con fagos, por conjugación o por transformación).   

Las endonucleasas de restricción (ERs) de tipo II producen  el corte, en ambas 

cadenas del DNA, en o cerca del lugar de reconocimiento, normalmente simétrico. Esta 

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

Primero es necesario realizar una PCR de una secuencia de ácidos nucleicos que 

contenga el polimorfismo en cuestión, en la que se obtiene una gran cantidad de producto de 

PCR. Después se digiere el producto de PCR con una ER que corte específicamente en un 

punto dado tras reconocer uno de los dos alelos. Estos fragmentos de DNA se analizan 

mediante una electroforesis en un gel (de agarosa o poliacrilamida), en la que migrarán hacia 

el ánodo de una forma proporcional al logaritmo de su masa molecular. Luego son teñidos 

con bromuro de etidio, que se intercala en la doble hélice del DNA emitiendo fluorescencia 

al exponerlo a la luz ultravioleta.  

Aunque estas enzimas son activas y bastante estables en condiciones de ensayo 

muy diferentes, hay que tener en cuenta una serie de parámetros que influyen en su 

actividad (pureza y características del DNA sustrato, los cationes divalentes, la fuerza 

iónica, el pH del medio de reacción, la temperatura y el tiempo de incubación) para 

obtener digestiones de DNA reproducibles y eficientes. Por todo ello, es importante usar 

siempre un control positivo para el corte, ya que una digestión incompleta en una muestra 

de un individuo homocigoto para el corte con una ER, nos puede dar un falso 

heterocigoto tras realizar la electroforesis en gel y su tinción, ya que nos aparecerá la 

banda de la parte de producto de PCR sin digerir. También usaremos un control negativo 
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de la PCR con agua, que experimentará todo el proceso, para comprobar que no hay 

contaminación. 

Se han utilizado distintos cebadores y ERs para la determinación de estos 

polimorfismos, obtenidos de distintas fuentes bibliográficas (indicadas en la Tabla 3.3). 

Para cada una de estas determinaciones se realiza una PCR para cada muestra, para un 

control positivo (muestra homocigota para el corte con la ER) y uno negativo (agua). En 

la Tabla 3.3 están las características de los cebadores utilizados. Algunos tienen la 

secuencia modificada (con respecto a la secuencia de DNA diana) para poder ser 

reconocidos y cortados por la ER utilizada en cada determinación.  

La mezcla de reacción se prepara en un tubo estéril en hielo, los reactivos 

necesarios se descongelan en hielo, se agitan suavemente con el vortex, se centrifugan y 

se mantienen en hielo hasta el momento de preparar la mezcla de PCR (Tabla 3.4). Se 

añade 1 µl de cada una de las muestras de DNA, junto con controles positivos (muestras 

de genotipo conocido) y con un control negativo con agua. Posteriormente se dispensa la 

mezcla de reacción. Se sella la placa, se introduce en un termociclador convencional 

(Eppendorf) y se realiza la PCR según las condiciones indicadas en la Tabla 3.4. 

Tras la PCR se procede a la digestión directa del producto de PCR. En la Tabla 3.5 

están las características de las ERs usadas para cada polimorfismo y las condiciones de 

digestión. La mezcla de reacción se prepara en un tubo estéril en hielo y se dispensa en 

una placa de 96 pocillos. Después se añade 5 µl del producto de la PCR y se digiere con 

el ER y condiciones adecuadas.  

Tras la digestión se toman  5 µl del producto de la PCR digerido y se le añade 1 µl 

de solución de carga 6X. Como referencia se incluyen marcadores de masa molecular, a 

partir de los cuales se clasifican las bandas correspondientes a las muestras problema. La 

muestra se somete a electroforesis en un gel de poliacrilamida al 7 % en TBE pH 8,0, a 

300V durante 18 minutos. El gel es posteriormente teñido con bromuro de etidio y 

fotografiado. Se obtiene el genotipo del individuo por la posición y número de las bandas 

de cada una de las muestras. En la Figura 3.7 está indicada la posición de los 
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polimorfismos estudiados en el gen del VEGF-A y en la Figura 3.8 tenemos una 

fotografía de un gel con los tres polimorfismos estudiados. En la Tabla 3.5 están 

indicados los tamaños de los productos de la PCR tras la digestión según el alelo sobre el 

que actúan y por el genotipo del individuo.  

 

 
Figura 3.7. Esquema (no a escala) de la localización de los polimorfismos estudiados en el gen 
del VEGF. La nomenclatura de los SNPs viene referida con respecto al punto de inicio de la 
transcripción, con signo negativo para los nucleótidos anteriores y signo positivo para los 
posteriores (en rojo) y con respecto al punto de inicio de la traducción (en verde). 
 
 
 

 
 
Figura 3.8. Electroforesis de los polimorfismos -460C/T, +405C/G y 936C/T del gen del VEGF, 
mediante la técnica de PCR-RFLP. La electroforesis se realiza en gel de poliacrilamida al 7 % 
en TBE pH 8,0, a 300V durante 18 minutos. Se hace una PCR seguida de una digestión con una 
ER específica para uno de los dos alelos del polimorfismo. El producto de esta digestión se corre 
en un pocillo del gel. En las posiciones 1, 4 y 8 están los homocigotos para la no digestión, en las 
posiciones 2, 5 y 9 los heterocigotos y en las posiciones 3, 6 y 10 los homocigotos para la 
digestión.  
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Tabla 3.5. Características de las ERs usadas en la PCR-RFLP, condiciones de la digestión y características de los productos de la digestión.  

 
 MMP-3  

-1612 5A/6A 
(rs3025058) 

VEGF  
-460C/T 
(rs833061) 

VEGF  
+405C/G 
(rs2010963) 

VEGF  
936C/T 
(rs3025039) 

ER usada: 
Casa comercial 
Tampón usado 

Unidades  

Pdm I  
Fermentas 
10X Buffer Tango 
10 U/µl 

Bsa HI  
New England Biolabs 
10X NEBuffer 4 
10 U/µl 

Bsm FI  
New England Biolabs 
10X NEBuffer 4 
2 U/µl 

Nla III 
New England Biolabs 
10X NEBuffer 4 
10 U/µl 

Reacción de la Digestión:                
H2O 

Tampón de digestión 10X 
BSA (10 mg/ml) 

Endonucleasa de Restricción  
Producto de PCR 

 
12,5µl 
2µl 
(10 µg/ml) 
0,5 µl (5U) 
5 µl 

 
12,3µl 
2µl 
0,2µl (100 µg/ml) 
0,5 µl (5U) 
5 µl 

 
12,3µl 
2µl 
0,2µl (100 µg/ml) 
0,5 µl (1U) 
5 µl 

 
12,3µl 
2µl 
0,2µl (100 µg/ml) 
0,5 µl (5U) 
5 µl 

Incubación:  37 ºC/ toda la noche 37 ºC/ toda la noche 65 ºC/ toda la noche 37 ºC/ toda la noche 

Productos de la digestión (por alelo):    
                      Sin digerir 

Digerido 
(extremos cohesivos) 

 
6A: 111pb 
5A: 87+23 pb  

 
-460T: 176pb 
-460C: 154+20pb  
( 2 nts en 5’) 

 
+405C: 274pb 
+405G: 166+104 pb  
( 4 nts en 5’) 

 
936C: 266pb 
936T: 207+55 pb  
( 4 nts en 3’)  

Productos de la digestión                  
(por genotipo): 

Homocitoto para la no digestión 
Homocitoto para la digestión 

Heterocigoto 

 
 
6A6A: 111 pb 
5A5A: 87+ 23 pb 
5A6A:111+ 87+ 23 pb 

 
 
-460TT: 176 pb 
-460CC: 154 +20 pb 
-460CT: 176 +154 + 
20 pb 

 
 
+405CC: 274 pb 
+405GG:166 +104 pb 
+405GC:274 +166 + 
104 pb 

 
 
936CC: 266 pb 
936TT: 207 + 55 pb 
936CT: 266 + 207+55 
pb 

La Unidad de actividad enzimática de las ERs se define (por convenio) como la cantidad de enzima requerida para digerir completamente 
1µg de DNA (de distintas procedencias, indicado en la tabla) en un volumen de50µl, a una temperatura determinada (indicado en la tabla) en 
una hora. 
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3. 6. CULTIVO DE CÉLULAS ENDOMETRIALES  

El cultivo primario de células se realizó según se ha descrito previamente [636] con 

pequeñas modificaciones. La biopsia endometrial se introdujo en tampón PBS que 

contenía 50 U penicilina/ml y 50 µg estreptomicina/ml (Sigma), a 4°C y se procesó entre 

2-18 h. El tejido se cortó en piezas de aproximadamente 1 mm3 y se incubó a 37 ºC 

durante 60 minutos en medio DMEM/F12 en presencia de colagenasa IA (2,5 mg/ml, 

Sigma) y 50 U penicilina/ml y 50 µg estreptomicina/ml (Sigma). El tejido disociado se 

filtró a través de una gasa fina para eliminar restos tisulares sin digerir. 

La pureza de las células endometriales estromales se evaluó por tinción 

inmunocitoquímica, usando anticuerpos frente a citoqueratina (proteína que forma el 

filamento intermedio del citoesqueleto de células epiteliales y glandulares), vimentina 

(proteína que forma el filamento intermedio del citoesqueleto de las células estromales)  y 

CD68 (glicoproteína de membrana plasmática presente en macrófagos), y fue superior al 

95 %. 

La suspensión de células se centrifugó a 550 x g durante 5 minutos y el precipitado 

se resuspendió en medio de cultivo DMEM/F12 sin Rojo Fenol, en presencia de Suero 

Bovino Fetal al 10 % (FBS, Invitrogen), 50 U penicilina/ml y 50 µg estreptomicina/ml 

(Sigma). La viabilidad celular se evaluó mediante el ensayo de exclusión del colorante 

trypan blue y era siempre superior al 95 %. Las células endometriales estromales se 

sembraron en un frasco de 12 cm2 y se mantuvieron en atmósfera húmeda en una mezcla 

de aire al 95 % y de CO2 al 5 % a 37 ºC. El medio de cultivo se renovó cada 2 días hasta 

llegar a la confluencia celular en monocapa y las células se subcultivaron empleando 

tripsina al 0,25 %. Para realizar la exposición al líquido peritoneal las células se 

sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de 270.000 células/pocillo. Todos los 

experimentos se realizaron en cultivos confluentes tras el segundo pase.   

Los cultivos de células estromales se trataron con medio de cultivo sin FBS durante 

4 horas previo al experimento. Posteriormente, el medio de cultivo se suplementó con una 

mezcla de líquido peritoneal (a una concentración final de 0 %, 10 %, 25 %) procedente 
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de 10 mujeres con endometriosis o una mezcla de líquido peritoneal de 10 mujeres sin 

endometriosis, y las células se incubaron por otro periodo de 4 horas. Finalmente, los 

sobrenadantes de los cultivos celulares se distribuyeron en viales y se congelaron a -80 ºC 

hasta su cuantificación proteica, al igual que los extractos de cultivos de células 

endometriales hasta la extracción de RNA. Todos los experimentos de cultivos de células 

endometriales procedentes de catorce mujeres con endometriosis y seis mujeres sin 

endometriosis se realizaron por triplicado. 
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3. 7.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para el análisis de los datos se utilizó el paquete estadístico SPSS 11.5 para 

Windows (SPSS Inc., Chicago IL, EEUU) y se consideró estadísticamente significativo 

un nivel de p< 0,05.  

Primero se comprobó si las variables cuantitativas analizadas seguían una 

distribución normal, mediante la prueba de bondad de ajuste de Kolmogorov-Smirnov. 

Para comparar las medias de las variables cuantitativas con distribución normal se utilizó 

la prueba t de Student o la del ANOVA, según el número de grupos analizados. Cuando 

la prueba del ANOVA detectó diferencias significativas entre las medias, se aplicó la 

prueba de Bonferroni para establecer qué grupos presentaban diferencias estadísticamente 

significativas entre sí. En caso de no cumplir criterios de normalidad (niveles PAI-1), se 

aplicaron pruebas no paramétricas, como la U de Mann-Whitney o la de Kruskal-Wallis, 

según correspondiera por el número de grupos analizado. 

La prueba t de Student para datos pareados y la prueba no paramétrica de Wilcoxon 

se utilizaron para comparar datos de pacientes en las cuales se obtuvo simultáneamente 

muestra de tejido endometriósico y endometrial. 

Para el análisis de correlaciones entre dos variables, de las que al menos una tenía 

una distribución no normal, se aplicó el método de correlación de Pearson. 

En los estudios de caso-control en los que se determinan los genotipos de los loci 

polimórficos, se comprobó la existencia del equilibrio de Hardy-Weinberg en las 

poblaciones de estudio (controles y endometriosis) al comparar las frecuencias 

genotípicas observadas y las esperadas mediante un test chi-cuadrado (χ2) con un grado 

de libertad (mediante MS Excel). 

El número de muestras necesario para el studio de cada uno de los polimorfismos 

se calculó por la fórmula de comparación de medias de grupos independientes con un 

contraste bilateral y fijando los errores tipo I y II en 5 % y 20 % respectivamente. 

Considerando la prevalencia media de la variable genética a determinar, el tamaño 

calculado de la muestra fue de 150 casos y 150 controles para los polimorfismos del PAI-
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1 y de la MMP-3 y de 170 pacientes y 170 controles para el studio de los polimorfismos 

del VEGF-A. 

También se estudió la asociación entre un determinado genotipo o alelo y la 

enfermedad (endometriosis) mediante la prueba de independencia de χ2. Además, para 

cuantificar la magnitud de la asociación del polimorfismo con el riesgo de padecer 

endometriosis se calculó, para cada genotipo y alelo con 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 tres polimorfismos, también se 

evaluó la posible asociación de los haplotipos con la endometriosis.A partir de los 

genotipos de las poblaciones control y endometriosis, se infirieron los haplotipos y sus 

frecuencias mediante el software Haploview (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) 

[637].  

El desequilibrio de ligamiento se analizó mediante el estadístico D’, que es la 

desviación entre la frecuencia haplotípica esperada (asumiendo que no existe ligamiento) 

y la observada (D’= p12 - p1p2). Siendo p1 y p2 las probabilidades de los dos alelos y p12 la 

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 componentes de los sistemas 

fibrinolítico, de las MMPs y de la angiogénesis se determinaron en los distintos tipos de 

extractos tisulares estudiados (de endometrio de mujeres con y sin endometriosis y de 

endometrio de localización ectópica de las mujeres con endometriosis). Por otra parte, los 

niveles proteicos también se valoran  en el líquido peritoneal de las mujeres con y sin 

endometriosis.  

Durante el análisis de las muestras se observó que una cantidad significativa de los 

componentes estudiados (tanto del sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas como de 

la angiogénesis) permanecían en el extracto de membrana de los diferentes tejidos 

estudiados. Por ello, la cuantificación proteica de dichos componentes se realizó tanto en 

los extractos de la fracción citosólica como en la fracción de membrana, expresándose los 

resultados como la suma de ambos niveles, normalizándose frente a la cantidad de 

proteína total. 

Como el tejido endometrial está altamente influido por las hormonas esteroideas 

durante el ciclo menstrual, además de estudiar las diferencias de expresión entre los 

distintos tipos de tejido, también se realizó este estudio teniendo en cuenta la fase del 

ciclo menstrual. Por otra parte, también se comprobó la posible expresión diferencial en 

un mismo tejido a lo largo del ciclo menstrual.  

Además para los ensayos con cultivos de células endometriales se evaluaron los 

niveles de mRNA en los extractos de los cultivos y los niveles proteicos en los 

sobrenadantes del cultivo tras el experimento.  
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4. 1. EXTRACTOS TISULARES 

4. 1. 1. ENDOMETRIO EUTÓPICO DE MUJERES CON ENDOMETRIOSIS 

FRENTE A ENDOMETRIO CONTROL 

En relación a los activadores del sistema fibrinolítico y de las MMPs, el 

endometrio eutópico de mujeres con endometriosis (estadios III–IV) mostró unos niveles 

superiores, tanto a nivel de mRNA (P< 0,01) como proteico (P< 0,05), de uPA y MMP-3 

en comparación con el endometrio de las mujeres sin endometriosis (control) (Tabla 4.1).  

Cuando se evaluaron los niveles de los inhibidores, PAI-1 y TIMP-1, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los endometrios de mujeres 

con o sin endometriosis (Tabla 4.1). 

Cuando se estudiaron estas diferencias en los activadores proteolíticos, en las 

distintas fases del ciclo menstrual, sólo se mantuvieron las diferencias significativas en la 

fase secretora (Tabla 4.2). En esta fase, al comparar el endometrio de las mujeres con 

endometriosis (estadios III–IV) frente al endometrio de las mujeres control, se detectaron 

unos niveles significativamente superiores, tanto a nivel de mRNA como proteico, de 

uPA (P< 0,01 y P< 0,005, respectivamente) y de MMP-3 (P< 0,05).  

En relación a los inhibidores de la proteolisis, según la fase del ciclo menstrual, no 

se observaron diferencias estadísticamente significativas en los niveles de PAI-1 entre los 

extractos de endometriales de mujeres con y sin endometriosis (Tabla 4.2). Sin embargo, 

los niveles proteicos de TIMP-1 fueron superiores en el endometrio de la mujer con 

endometriosis que en el control en la fase secretora (P< 0,01), no encontrándose 

diferencias significativas en la fase proliferativa (Tabla 4.2).  
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Tabla 4.1. Niveles de componentes de los sistemas fibrinolítico y de las metaloproteasas en extractos tisulares de endometrioma ovárico 
y endometrio de mujeres con y sin endometriosis (controles) 

 Endometrioma ovárico 
(estadios III-IV)  

 
 (n= 71) 

Endometrio 
eutópico de mujer 
con endometriosis 

(III-IV) 
(n= 40) 

Endometrio 
de mujer sin 

endometriosis 
(Control) 
(n= 50) 

 

ANOVA      
P 

Endometrio 
eutópico vs.  
Endometrio 

control 
P 

Endometrioma 
ovárico vs. 
Endometrio 

eutópico 
P 

uPA        
mRNA 

0,334±0,034 0,532±0,006 0,381±0,003 < 0,005 < 0,01 NS 

uPA            
prot (ng/mg) 

2,0±0,2 2,8±0,5 1,7±0,2 < 0,05 < 0,05 NS 

PAI-1     
mRNA 

1,747±0,198 0,355±0,002 0,156±0,057 < 0,001 NS < 0,001 

PAI-1          
prot (ng/mg) 

14,7±3,1 2,2±0,4 1,5±0,3 < 0,001 NS < 0,001 

MMP-3  
mRNA 

0,037±0,009 0,156±0,061 0,013±0,004 < 0,005 < 0,01 NS 

MMP-3       
prot (ng/mg) 

3,46±0,43 4,70±0,80 2,65±0,36 < 0,05 < 0,05 NS 

TIMP-1 
mRNA 

10,258±1,401 1,630±0,243 1,545±0,249 < 0,001 NS < 0,001 

TIMP-1      
prot (ng/mg) 

93±11 59±14 29±4 < 0,001 NS < 0,001 

Los datos se expresan como media ± error estándar medio. Los niveles de mRNA se representan normalizados frente a los niveles de β-
actina  (copias de mRNA del parámetro en estudio/copias de mRNA de β-actina) x 100. Los niveles de proteína están representados como la 
suma de los extractos citosólicos y de membrana (ng proteína/mg proteína total). NS, sin diferencias estadísticamente significativas. 
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Tabla 4.2. Niveles de componentes de los sistemas fibrinolítico y de las metaloproteasas en extractos tisulares de endometrioma ovárico y 
endometrio de mujeres con y sin endometriosis (controles), según la  fase del ciclo menstrual 
 

 Endometrioma ovárico 
(estadios III-IV)  

  
(n= 71) 

Endometrio eutópico de 
mujer con endometriosis 

(III-IV) 
(n= 40) 

Endometrio 
de mujer sin endometriosis 

(Control) 
(n= 50) 

Endometrio 
eutópico vs 

Control          
P 

Endometrioma 
ovárico vs 

Endometrio 
eutópico      

   P 

 F. Prolif 

 (n= 33) 

F. Secret 

(n= 38) 

F. Prolif 

 (n= 18) 

F. Secret 

(n= 22) 

F. Prolif 

 (n= 23) 

F. Secret 

(n= 27) 

F. 
Prolif  

F. 
Secret 

F. 
Prolif  

F. 
Secret 

uPA    
mRNA 

0,32±0,04 0,36±0,05 0,47±0,06 0,58±0,10 0,48±0,04 0,30±0,01 NS < 0,01 < 0,05 < 0,05 

uPA        
prot (ng/ mg) 

2,0±0,3 2,0±0,2 2,1±0,4 3,4±0,7 1,7±0,2 1,8±0,2 NS  0,005 NS NS 

PAI-1 
mRNA 

2,15±0,49 1,23±0,19 0,20±0,07 0,50±0,16 0,12±0,03 0,13±0,04 NS NS 0,001 < 0,05 

PAI-1      
prot (ng/ mg) 

17,9±5,1 11,0±3,1 1,7±0,6 2,5±0,6 1,5±0,4 1,4±0,4 NS NS < 0,05 < 0,05 

MMP-3 
mRNA 

0,026±0,006 0,048±0,013 0,078±0,058 0,225±0,091 0,018±0,006 0,006±0,002 NS < 0,05 NS < 0,05 

MMP-3   
prot (ng/ mg) 

4,32±0,67 2,60±0,42 5,07±1,04 4,39±1,14 3,11±0,57 2,20±0,42 NS < 0,05 NS NS 

TIMP-1 
mRNA 

10,02±1,99 10,51±1,99 1,19±0,23 2,03±0,39 1,59±0,34 1,51±0,36 NS NS  0,001  0,005 

TIMP-1  
prot (ng/ mg) 

72±8 112±16 58±22 60±11 31±8 28±4 NS < 0,01 NS < 0,05 

Misma notación que Tabla 4.1 
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Cuando se evaluaron distintos componentes angiogénicos se observó que los 

extractos de endometrio eutópico de mujeres con endometriosis (estadios III-IV) 

mostraron unos niveles significativamente superiores de VEGF-A, tanto a nivel de 

mRNA (10,803±1,107 vs 6,395±0,538, P< 0,001) como proteico (249±43 vs 114±13 

ng/mg, P< 0,05) en comparación con el endometrio de las mujeres sin endometriosis 

(Tabla 4.3). Sin embargo, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en 

los niveles de PlGF entre el endometrio de mujeres con y sin endometriosis (Tabla 4.3).  

Los niveles del inhibidor de la angiogénesis, la TSP-1, tampoco mostraron 

diferencias significativas al comparar los extractos endometriales de los dos grupos 

estudiados (Tabla  4.3). 

Al examinar la expresión del VEGF-A a lo largo del ciclo menstrual, en el 

endometrio eutópico de las mujeres con endometriosis se detectaron, tanto en la fase 

proliferativa como en la secretora, unos niveles superiores de VEGF-A, tanto a nivel de 

mRNA (P< 0,05) como proteico (en fase proliferativa P< 0,05; en fase secretora P< 0,01) 

con respecto el endometrio de las mujeres control (Tabla 4.4).   

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas ni en los niveles de PlGF 

ni de los de TSP-1 entre los endometrios de mujeres con y sin endometriosis, tanto en la 

fase proliferativa como en la secretora. 
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Tabla 4.3. Niveles de componentes de la angiogénesis en extractos tisulares de endometrioma ovárico y endometrio de mujeres con y sin 
endometriosis (controles) 

 Endometrioma ovárico 
(estadios III-IV)  

 
 (n= 71) 

Endometrio 
eutópico de mujer 
con endometriosis 

(III-IV) 
(n= 40) 

Endometrio 
de mujer sin 

endometriosis 
(Control) 
(n= 50) 

 

ANOVA      
P 

Endometrio 
eutópico vs.  
Endometrio 

control 
P 

Endometrioma 
ovárico vs. 
Endometrio 

eutópico 
P 

VEGF-A 
mRNA 

5,207±0,533 10,803±1,107 6,395±0,538 < 0,001 < 0,001 < 0,001 

VEGF-A     
prot (pg/ mg) 

83±14 249±43 114±13 < 0,001 < 0,05 < 0,001 

PlGF      
mRNA 

0,052±0,005 0,043±0,003 0,028±0,005 NS NS NS 

PlGF           
prot  (pg/ mg) 

79±12 103±22 99±11 NS NS NS 

TSP-1     
mRNA 

13,161±1,078 2,881±0,512 1,975±0,508 < 0,001 NS < 0,001 

TSP-1         
prot (ng/ mg) 

1541±154 352±38 277±27 < 0,001 NS < 0,001 

Los datos se expresan como media ± error estándar medio. Los niveles de mRNA se representan normalizados frente a los niveles de β-
actina  (copias de mRNA del parámetro en estudio/copias de mRNA de β-actina) x 100. Los niveles de proteína están representados como la 
suma de los extractos citosólicos y de membrana (pg o ng proteína/mg proteína total). NS, sin diferencias estadísticamente significativas. 
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Tabla 4.4. Niveles de los componentes de la angiogénesis en extractos tisulares de endometrioma ovárico y endometrio de mujeres con y 
sin endometriosis (controles), por fase del ciclo menstrual 

 Endometrioma ovárico 
(estadios III-IV)  

 
 (n= 71) 

Endometrio eutópico de 
mujer con endometriosis 

(III-IV) 
(n= 40) 

Endometrio 
de mujer sin endometriosis 

(Control) 
(n= 50) 

Endometrio 
eutópico vs 

Control          
P 

Endometrioma 
ovárico vs 

Endometrio 
eutópico 

P 

 F. Prolif 

 (n= 33) 

F. Secret 

(n= 38) 

F. Prolif 

 (n= 18) 

F. Secret 

(n= 22) 

F. Prolif 

 (n= 23) 

F. Secret 

(n= 27) 

F. 
Prolif  

F. 
Secret 

F. 
Prolif  

F. 
Secret 

VEGF-A 
mRNA 

4,942±0,837 5,437±0,688 9,397±1,465 11,954±1,605 5,851±0,656 6,859±0,805 < 0,05 < 0,05 < 0,01 < 0,01 

VEGF-A  
prot (pg/ mg) 

95±24 69±15 182±47 327±64 68±12 150±19 < 0,05 < 0,01 < 0,05 < 0,001 

PlGF  
mRNA 

0,058±0,007 0,049±0,004 0,050±0,017 0,037±0,016 0,032±0,009 0,024±0,004 NS NS NS NS 

PlGF       
prot (pg/ mg) 

76±16 83±17 120±31 87±30 87±16 109±15 NS NS NS NS 

TSP-1 
mRNA 

12,976±1,734 13,322±1,361 2,621±0,735 3,093±0,7000 1,510±0,270 2,370±0,910 NS NS < 0,001 < 0,001 

TSP-1     
prot (ng/ mg) 

1656±218 1395±253 313±46 413±63 210±27 317±42 NS NS < 0,001 < 0,001 

Misma notación que Tabla 4.3. 
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4. 1. 2. ENDOMETRIOMA OVÁRICO EN ESTADIOS III-IV FRENTE A 

ENDOMETRIO EUTÓPICO DE MUJERES CON ENDOMETRIOSIS  

Los niveles de los activadores proteolíticos, uPA y MMP-3 resultaron ser 

ligeramente inferiores en los extractos de endometrioma ovárico frente a los extractos de 

endometrio de las mujeres con endometriosis (Tabla 4.1). Cuando se evaluaron estos 

resultados en relación a la fase del ciclo menstrual (Tabla 4.2), se observó una expresión 

significativamente inferior en los niveles de mRNA de uPA (en ambas fases del ciclo 

menstrual estudiadas) y MMP-3 (en la fase secretora del ciclo menstrual), en el extracto 

endometriósico con respecto al extracto endometrial de las mujeres con endometriosis 

(P< 0,05). 

En relación a los inhibidores fibrinolíticos y de las MMPs, se observó un 

incremento significativo en los niveles de mRNA y proteicos, tanto de PAI-1 como de 

TIMP-1, en los extractos de tejido endometriósico con respecto a los extractos de tejido 

endometrial de las mujeres con y sin endometriosis (P< 0,001) (Tabla 4.1). Al distinguir 

por fase del ciclo menstrual (Tabla 4.2), se siguieron encontrando diferencias 

significativas, en el PAI-1 tanto a nivel de mRNA (en fase proliferativa P= 0,001; en fase 

secretora (P< 0,05) como proteico (P< 0,05, en ambas fases del ciclo menstrual 

estudiadas), y en el TIMP-1 tanto a nivel de mRNA (en fase proliferativa P< 0,001; en 

fase secretora P< 0,005) como proteico (sólo en fase secretora P< 0,05).  

En relación con la angiogénesis, también se observó una disminución en los niveles 

de VEGF-A, tanto a nivel de mRNA como proteico (P< 0,001), en los extractos 

endometriósicos con respecto a los endometriales de las mujeres con endometriosis 

(Tabla 4.3). Además, cuando se distinguió por la fase del ciclo menstrual (Tabla 4.4), se 

siguieron encontrando diferencias significativas en ambas fases del ciclo menstrual 

estudiadas, tanto a nivel de mRNA (P< 0,01) como proteico (en fase proliferativa          

P< 0,05; en fase secretora P< 0,001).  
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No se observó ninguna diferencia significativa en los niveles de PlGF entre los 

diferentes extractos titulares estudiados (Tabla 4.3), como tampoco al diferenciar por la 

fase del ciclo menstrual  (Tabla 4.4). 

Con respecto a los inhibidores de la angiogénesis, se observó un incremento 

significativo en los niveles de TSP-1, a nivel de mRNA y proteína, en los extractos 

endometriósicos con respecto a los endometriales de las mujeres con endometriosis     

(P< 0,001). Al distinguir por la fase del ciclo menstrual (Tabla 4.4), se siguieron 

encontrando diferencias significativas, tanto a nivel de mRNA como proteico, en ambas 

fases del ciclo menstrual estudiadas (P< 0,001).  

En un subgrupo de 40 pacientes se analizaron las muestras pareadas de endometrio 

eutópico y endometrioma ovárico, ya que los datos pareados obtenidos de una misma 

paciente son fácilmente comparables y eliminan factores externos de confusión. En este 

subgrupo, se confirmaron  los resultados obtenidos en el grupo total. En los extractos 

endometriósicos se observaron unos niveles inferiores de mRNA y proteína de uPA, 

MMP-3 (sólo a nivel de mRNA) y de VEGF-A que en los endometriales de las mujeres 

con endometriosis (mRNA de uPA 0,253±0,039 vs 0,532±0,006, P< 0,001; proteína de 

uPA 1,43±0,16 vs 2,80±0,50 ng/mg, P< 0,01; mRNA de MMP-3 0,030±0,007 vs 

0,156±0,061, P< 0,05; proteína de MMP-3 3,63±0,54 vs 4,70±0,80 ng/mg , P no 

significativa; mRNA de VEGF-A 4,697±0,539 vs 10,803±1,107, P< 0,001; proteína de 

VEGF-A 82±20 vs 249±43 pg/mg, P< 0,001) (Figura 4.1a). 

Con respecto a los inhibidores, en los extractos endometriósicos se observaron 

unos niveles superiores de mRNA y proteina de PAI-1, TIMP-1 y TSP-1 que en los 

endometriales de las mujeres con endometriosis (mRNA de PAI-1 2,059±0,480 vs 

0,355±0,093, P< 0,01; proteína de PAI-1 13,01±2,98 vs 2,13±0,43 ng/mg, P< 0,01; 

mRNA de TIMP-1  10,286±1,401 vs 1,630±0,243, P< 0,01; proteína de TIMP-1 93±11 vs 

59±14 ng/mg , P< 0,01; mRNA de TSP-1 15,570±2,298 vs 2,881±0,512, P< 0,01; 

proteína de TSP-1 1811±185 vs 352±38 ng/mg, P< 0,01) (Figura 4.1b). 
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Figura 4.1a. Niveles de mRNA y proteicos de uPA, MMP-3 y VEGF-A en endometrio eutópico y ectópico (muestras pareadas) de mujeres 
con endometriosis. Datos expresados como media ± error estándar medio. *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. 
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Figura 4.1b. Niveles de mRNA y proteicos de PAI-1, TIMP-1 y TSP-1 en endometrio eutópico y ectópico de mujeres con endometriosis. 
Datos expresados como media ± error estándar medio. **P< 0,01. 
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4. 1. 3. ENDOMETRIO EUTÓPICO DE MUJERES CON ENDOMETRIOSIS 

EN ESTADIOS III-IV FRENTE A ESTADIOS I-II Y  ENDOME TRIOMA 

OVÁRICO (ESTADIOS III-IV) FRENTE A IMPLANTE PERITONEAL 

(ESTADIOS I-II) 

Con respecto al tejido endometrial de localización eutópica, se observó una mayor 

expresión, en el endometrio eutópico de las mujeres con endometriosis en estadios III-IV 

(n= 40) que en el endometrio de las mujeres con estadios I-II (n= 13), sólo a nivel de 

mRNA de VEGF-A (10,80±1,11 vs 6,32±1,13 pg/mg, P< 0,05) y PlGF (0,043±0,003 vs 

0,012±0,003 pg/mg, P< 0,01). 

Con respecto al tejido endometrial de localización ectópica (tejido endometriósico), 

se encontró, a nivel de mRNA, una menor expresión de uPA y una mayor expresión de 

PAI-1 en los endometriomas ováricos (en estadios III-IV, n= 71) que en las lesiones 

peritoneales endometriósicas (en estadios I-II, n=  13) (uPA: 0,334±0,034 vs 

0,751±0,261, P= 0,002; PAI-1: 1,747±0,198 vs 0,430±0,180, P= 0,016). También se 

observó esta misma tendencia, no significativa, en los niveles proteicos de PAI-1 

(14,72±3,07 vs 2,27±1,16 ng/mg, P=0,089).  

Además, también se apreció una menor actividad angiogénica en los 

endometriomas ováricos frente a los implantes endometriósicos (niveles proteicos VEGF-

A; 83±14 vs 373±168 pg/mg, P< 0,001).  
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Tabla 4.5. Niveles de componentes de los sistemas fibrinolítico, de las MMPs y de la 
angiogénesis  en extractos tisulares de lesiones endometriósicas, según el estadio de la 
enfermedad.     

 Endometrioma ovárico 
(estadios III-IV) 

 (n= 71) 

Implantes peritoneales 
(estadios I-II) 

(n= 13) 

Significación 
estadística 

 P 

uPA mRNA 0,334±0,034 0,751±0,261 0,002 

uPA  prot (ng/mg) 2,01±0,22 2,08±0,35 NS 

PAI-1 mRNA 1,747±0,198 0,430±0,180 0,016 

PAI-1 prot (ng/mg) 14,72±3,07 2,27±0,90 NS 

MMP-3 mRNA 0,037±0,009 0,016±0,012 NS 

MMP-3 prot (ng/mg) 3,46±0,43 2,60±0,38 NS 

TIMP-1 mRNA 10,286±1,401 2,798±0,121 NS 

TIMP-1 prot (ng/mg) 93±11 91±23 NS 

VEGF-A mRNA 5,207±0,533 7,204±1,297 NS 

VEGF-A prot (pg/mg) 83±14 373±168 < 0,001 

PlGF mRNA 0,052±0,005 0,053±0,023 NS 

PlGF prot (pg/mg) 79±12 128±21 NS 

TSP-1 mRNA 13,161±1,078 8,843±4,100 NS 

TSP-1 (ng/mg) 1541±154 934±143 NS 

Los datos se expresan como media ± error estándar medio. Los niveles de mRNA se representan 
normalizados frente a los niveles de β-actina (copias de mRNA del parámetro estudiado/copias de 
mRNA de β-actina) x 100. Los niveles de proteína están representados como la suma de los 
extractos citosólicos y de membrana (pg o ng proteína/ mg proteína total). NS, sin diferencias 
estadísticamente significativas. 

 

4. 1. 4. EXTRACTOS TISULARES A LO LARGO DEL CICLO MENSTRUAL 

Endometrio de mujeres control 

En el endometrio de las mujeres sin endometriosis se observaron niveles de mRNA 

de uPA significativamente más elevados en la fase proliferativa frente a la secretora. 

(Tabla 4.2) Aunque el resto de parámetros estudiados no mostraron diferencias 

significativas, los niveles de MMP-3 siguieron la misma tendencia.  
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Con respecto a los componentes de la angiogénesis estudiados, en el endometrio 

control se observó una menor expresión de VEGF-A y TSP-1, a nivel proteico, en las fase 

del ciclo proliferativa frente a la secretora (P< 0,001 y P< 0,05, respectivamente), aunque 

las diferencias no fueron significativas a nivel de mRNA (Tabla 4.4).  

Endometrio eutópico de mujeres con endometriosis (en estadios III-IV) 

En el endometrio de las mujeres con endometriosis se observó una menor 

expresión de uPA y PAI-1, a nivel proteico, en la fase del ciclo proliferativa con respecto 

a la secretora (P< 0,01 y P< 0,05, respectivamente). El resto de parámetros estudiados no 

mostraron diferencias significativas. (Tabla 4.2) 

Con respecto a los componentes implicados en la angiogénesis, en el endometrio 

de las mujeres con endometriosis, no se apreciaron diferencias significativas del VEGF-

A, ni a nivel de mRNA ni proteico. Tampoco se encontraron diferencias significativas del 

PlGF o la TSP-1 entre las fases del ciclo menstrual estudiadas, ni a nivel de mRNA ni 

proteico.  

Endometrioma ovárico de mujeres con endometriosis 

En endometrioma ovárico se observó una mayor expresión de PAI-1, a nivel 

proteico, en la fase del ciclo proliferativa con respecto a la secretora (P< 0,05). El resto de 

parámetros estudiados no mostraron diferencias significativas (Tabla 4.2).  

Con respecto a los componentes implicados en la angiogénesis, no se apreciaron 

diferencias estadísticamente significativas por la fase del ciclo menstrual.  

 

4. 1. 5. CORRELACIÓN ENTRE COMPONENTES DE LA ANGIOGÉNESIS 

Y DE LOS SISTEMAS FIBRINOLÍTICO Y DE LAS MMPS 

En los endometrios de las mujeres sin endometriosis, se observó una correlación 

significativa entre los niveles proteicos de VEGF-A con los niveles de uPA, por una 

parte, y con los de MMP-3 por otra (r= 0,552, P< 0,001 y r= 0,329, P< 0,05, 
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respectivamente) (Figura 4.2). A nivel de mRNA se observó una correlación positiva 

entre los niveles de TSP-1 y TIMP-1 (r= 0,552, P< 0,05).  

En los endometrios de las mujeres con endometriosis se observó una correlación 

significativa entre los niveles de uPA y MMP-3, a nivel de mRNA y proteína, (r= 0,581, 

P< 0,001 y r= 0,454, P< 0,05, respectivamente) y además, a nivel de mRNA entre los 

niveles de uPA y PAI-1 (r= 0,412, P< 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= 0,670, P< 0,001). En el endometrioma 

ovárico, existía una correlación significativa entre los niveles proteicos de uPA con los 

niveles de VEGF-A, por una parte, y con los de PAI-1 por otra (r= 0,410, P< 0,01 y r= 

0,359, P< 0,05, respectivamente).Y también entre los niveles proteicos de PAI-1 y TSP-1 

(r= 0,354, P< 0,05).  

 
Figura 4.2. Correlación entre los niveles proteicos de VEGF-A frente a los de uPA, en extracto 
de tejido endometrial de mujeres control. 

 

En cuanto a las correlaciones entre los niveles de mRNA con respecto a los 

proteicos, en endometrio de las mujeres control no se observa correlación significativa en 

los parámetros estudiados. Sin embargo, en el endometrio de las mujeres con 

endometriosis se observa una correlación positiva en los niveles de PAI-1 (r= 0,688, P< 

0,001) y en el endometrioma ovárico en los niveles de uPA (r= 0,539, P< 0,001). 
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4. 2. LÍQUIDO PERITONEAL  

La Tabla 4.6 muestra los niveles de los distintos parámetros determinados en el 

líquido peritoneal de mujeres con y sin endometriosis. La concentración de proteína total 

en el líquido peritoneal fue similar en mujeres con (n= 53) y sin endometriosis (n= 35).  

 

Tabla 4.6. Niveles proteicos de diversos componentes de los sistemas fibrinolítico, de las MMPs  
y de la angiogénesis, en líquido peritoneal de mujeres con y sin endometriosis (controles) 

 Líquido peritoneal de 
mujer con endometriosis 

(estadios III-IV)  

(n= 53) 

Líquido peritoneal de 
mujer control 

  (n= 35) 

Significación 
estadística  

P 

Prot total (mg/ml) 42,9±2,8 41±3 NS 

uPA  (ng/ml) 1,76±0,15 1,24±0,08 < 0,05 

PAI-1 (ng/ml) 25,4±3,9 18±4 NS 

MMP-3 (ng/ml) 51,2±5,2 32±5 < 0,05 

TIMP-1 (ng/ml) 943±97 664±109 NS 

VEGF-A (pg/ml) 317±50 184±30 < 0,05 

PlGF  (pg/ml) 358±54 310±35 NS 

TSP-1 (ng/ml) 197±19 145±17 NS 

Los datos se expresan como media ± error estándar medio. NS, sin diferencias estadísticamente 
significativas. 

 

En el líquido peritoneal, los niveles de uPA, MMP-3 y VEGF-A eran 

significativamente mayores en las mujeres con endometriosis que en las mujeres sin 

endometriosis (uPA: 1,76±0,15 vs 1,24±0,08 ng/ml; MMP-3: 51,2±5,2 vs 32,4±5,2 ng/ml; 

VEGF-A: 317±50 vs 184±30 pg/ml, P< 0,05) (Tabla 4.6.) No se encontraron diferencias 

significativas al comparar los niveles proteicos de PAI-1, TIMP-1, PlGF ni TSP-1, entre 

los líquidos peritoneales de las mujeres con y sin endometriosis.  
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No se encontraron diferencias significativas al comparar los niveles proteicos de 

los componentes estudiados entre las mujeres con endometriosis con estadios III-IV     

(n= 53) y aquellas con estadios I-II (n= 13). 

En relación a las correlaciones entre los parámetros estudiados en líquido 

peritoneal, no se observa ninguna correlación significativa en el grupo control, mientras 

que en las mujeres con endometriosis se observa una correlación entre los niveles 

proteicos de VEGF-A y uPA (r= 0,381, P< 0,01). 
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4. 3. FRECUENCIAS GENOTÍPICAS Y ALÉLICAS DE LOS 

POLIMORFISMOS ESTUDIADOS EN MUJERES CON Y SIN 

ENDOMETRIOSIS. RELACIÓN CON LOS NIVELES DE LOS 

COMPONENTES ESTUDIADOS  EN TEJIDO Y LÍQUIDO PERITON EAL  

El estudio de los polimorfismos genéticos permite identificar que genes pueden dar 

mayor (o menor) susceptibilidad a desarrollar una enfermedad. Así pues, la presencia en 

un individuo de un determinado genotipo o alelo (o combinaciones) es considerado como 

un factor de riesgo (o protección) para padecer una enfermedad. En nuestro caso 

estudiamos estos polimorfismos en mujeres con y sin endometriosis, no relacionadas 

entre sí (estudio de caso-control). En estos grupos se estimaron las frecuencias 

genotípicas y alélicas y se comprobó si cumplían con el equilibrio de Hardy-Weinberg. 

Se comprobó si hay diferencias en estas frecuencias genotípicas y alélicas entre las 

mujeres con y sin endometriosis, es decir, si el polimorfismo de estudio es un factor de 

riesgo (o de protección). Además se cuantificó la magnitud del riesgo calculando el odds 

ratio (OR).   

 

4. 3. 1. POLIMORFISMO -675 4G/5G DEL GEN DEL PAI-1 (rs1799768) 

Frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 

Para determinar el papel del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 en la 

endometriosis, evaluamos este polimorfismo en 186 mujeres con endometriosis y 220 

mujeres sin endometriosis (grupo control). Ambas poblaciones se encontraron en 

equilibrio de Hardy-Weinberg. Las frecuencias genotípicas y alélicas de este 

polimorfismo no mostraron diferencias significativas entre pacientes con endometriosis y 

mujeres control (Tabla 4.7).   
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Tabla 4.7. Frecuencia genotípica y alélica del polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 en 
mujeres con y sin endometriosis 

 Mujeres con 
endometriosis 

(n=186) 

Mujeres sin 
endometriosis 

(n = 220) 

OR (IC 95%) 

 

 N Frecuencia N Frecuencia  

Genotipos; 

5G5G 

4G5G 

4G4G 

 

44 

106 

36 

 

0,237 

0,570 

0,193 

 

66 

108 

46 

 

0,300 

0,491 

0,209 

 

1* 

1,47 (0,92-2,35) 

1,17 (0,66-2,10) 

Presencia 4G 142 0,763 154 0,700 1,38 (0,89-2,16) 

Alelos; 

5G 

4G 

 

194 

178 

 

0,522 

0,478 

 

240 

200 

 

0,555 

0,455 

 

1* 

1,10 (0,83-1,45) 

H-W (χχχχ2): 3,745 0,021  

* Grupo de referencia. H-W (χ2): Valor de chi-cuadrado, con 1 grado de libertad se acepta 
que las poblaciones están en equilibrio de Hardy-Weinberg cuando el valor es inferior a 
3,841 (p> 0,05).  

 

 

De las pacientes con endometriosis, 167 presentaban estadios III-IV de la 

enfermedad y las 19 restantes tenían estadios I-II. Tanto la población con endometriosis 

III-IV como la de endometriosis I-II estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg. Cuando, 

dentro del grupo de mujeres con endometriosis, se comparó la frecuencia genotípica y 

alélica de este polimorfismo por estadio de la enfermedad, no se encontraron diferencias 

significativas. 

Niveles de PAI-1 en tejido endometrial de mujeres con y sin endometriosis según el 

polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 

Aunque tanto los niveles de mRNA como los proteicos de PAI-1 en tejido 

endometrial eran mayores en el grupo de las mujeres con endometriosis (pacientes, n=50) 

que en el de las mujeres sin endometriosis (controles, n= 46), estas diferencias no fueron  

significativas (Figura 4.3a). 
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Figura 4.3a. Niveles de PAI-1 (mRNA y proteína) en tejido endometrial de mujeres con y sin 
endometriosis (control). Datos expresados como media ± error estándar medio. Niveles de 
significación mediante la prueba de Mann-Whitney para mRNA (P= 0,063) y proteina (P= 0,095). 

 

También se estudió si el polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 es capaz de 

modular los niveles tisulares de PAI-1, tanto a nivel de mRNA como proteico, para lo que 

se cuantificaron estos niveles en endometrio de mujeres con y sin endometriosis (Figura 

4.3b).  

En el endometrio de las mujeres sin endometriosis (control) se observó que los 

niveles de PAI-1, tanto de mRNA como de proteína, se incrementaban al aumentar el 

número de alelos 4G (Kruskal-Wallis: P= 0,011 y P= 0,038, respectivamente). Así, las 

mujeres control con genotipo 4G4G (n= 13) tenían niveles de PAI-1 mayores que con 

genotipo 5G5G (n= 13), a nivel de mRNA (0,087 vs 0,030, P= 0,014) y proteico (1,96 vs 
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0,21 ng/mg, P= 0,026), incluso las mujeres con genotipo 4G5G (n= 20) tenían unos 

niveles de mRNA de PAI-1 mayores a los de las mujeres con genotipo 5G5G (0,067 vs 

0,030, P= 0,005) (Figura 4.3b). Es más, el grupo de mujeres sin endometriosis portadoras 

del alelo 4G (con genotipos 4G4G y 4G5G, n= 33) también tenían niveles de PAI-1 

mayores que las no portadoras del alelo 4G (con genotipo 5G5G, n= 13) a nivel de 

mRNA (0,074 vs 0,030, P= 0,003) y proteico (0,50 vs 0,21 ng/mg, P= 0,047) (Figura 

4.3c). 

En el endometrio de las mujeres con endometriosis se observó la misma tendencia 

(a nivel de mRNA y proteína), aunque no significativa, que en las mujeres sin 

endometriosis (Kruskal-Wallis: P= 0,517 y P= 0,321, respectivamente). Así, las mujeres 

con endometriosis y con genotipo 4G4G (n= 10) o con genotipo 4G5G (n= 28) tenían 

niveles de PAI-1 mayores que con genotipo 5G5G (n= 12) (Figura 4.3b). También se 

encontró esta misma tendencia, no significativa, en el grupo de mujeres con 

endometriosis portadoras del alelo 4G (con genotipos 4G4G y 4G5G, n= 38) que tenían 

niveles de PAI-1 mayores que las no portadoras del alelo 4G (con genotipo 5G5G, n= 12) 

(Figura 4.3c). 
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Figura 4.3b. Niveles de mRNA y proteicos de PAI-1 en tejido endometrial, de acuerdo con el 
genotipo del polimorfismo 4G/5G del promotor del gen PAI-1, en mujeres con y sin 
endometriosis. Kruskal-Wallis para los niveles de mRNA y de proteína en mujeres sin 
endometriosis (controles) (P= 0,011 y P= 0,038, respectivamente) y para las mujeres con 
endometriosis (P= 0,517 y P= 0,321, respectivamente). Niveles de significación frente a los 
niveles del genotipo 5G5G de su grupo correspondiente (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 en tejido endometrial, de acuerdo con la 
presencia (4G+) o ausencia (4G-) del alelo 4G del polimorfismo 4G/5G del promotor del gen 
PAI-1, en mujeres con y sin endometriosis. Niveles de significación frente a los niveles del 
genotipo 5G5G de su grupo correspondiente (control y endometriosis)  mediante la prueba de 
Mann-Whitney:*P< 0,05.  

 

Niveles de PAI-1 en líquido peritoneal de mujeres con y sin endometriosis según el 

polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 

En el líquido peritoneal, los niveles proteicos de PAI-1 fueron significativamente 

superiores en pacientes (n= 67) que en controles (n= 30) (P= 0,003) (Figura 4.4). Con el 

fin de evaluar si el polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 modula los niveles proteicos 

de PAI-1 en el líquido peritoneal, agrupamos a las mujeres control y a las pacientes de 
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acuerdo con su genotipo (4G4G: n= 12 y n= 12; 4G5G: n= 12 y n= 39; 5G5G: n= 6 y n= 

16, respectivamente). No se observó diferencias significativas en dichos niveles, al 

distinguir por genotipo, entre los líquidos peritoneales de las mujeres control (Kruskal-

Wallis: P= 0,075), ni tampoco entre los líquidos peritoneales de las mujeres con 

endometriosis (Kruskal-Wallis: P= 0,385) (Figura 4.4)  
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Figura 4.4. Niveles proteicos de PAI-1 en líquido peritoneal de mujeres con y sin endometriosis. 
En la gráfica superior se muestran los niveles de ambos grupos sin agrupar por genotipo, 
mientras que en la inferior los niveles aparecen de acuerdo con el genotipo del polimorfismo 
4G/5G del promotor del gen del PAI-1. Datos expresados como media ± error estándar medio. Se 
realizó una prueba de Mann-Whitney para los niveles de proteína entre mujeres con y sin 
endometriosis (Niveles de significación; ***P< 0,005). Kruskal-Wallis para los niveles de 
proteína por genotipo en mujeres sin endometriosis (controles) y para las mujeres con 
endometriosis (P= 0,075 y P= 0,385, respectivamente). 



 161

4. 3. 2. POLIMORFISMO -1612 5A/6A DEL GEN DE LA MMP-3 (rs3025058)  

Frecuencias genotípicas y alélicas del polimorfismo 5A/6A de la MMP-3 

Para determinar el papel del polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3 en la 

endometriosis, se evaluó este polimorfismo en 153 (de las 186) mujeres con 

endometriosis y 202 (de las 220) mujeres control. Las poblaciones control y 

endometriosis estudiadas no estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg. Aún así, se 

compararon las frecuencias  genotípicas y alélicas de este polimorfismo entre mujeres con 

endometriosis y controles no obteniéndose diferencias significativas entre los grupos 

estudiados (Tabla 4.8).  

 

Tabla 4.8. Frecuencia genotípica y alélica del polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3 en 
mujeres con y sin endometriosis. 

 Mujeres con 
endometriosis  

(n=153) 

Mujeres sin 
endometriosis  

(n = 202) 

OR (IC 95%) 

 

 N Frecuencia N Frecuencia  

Genotipos; 

6A6A 

5A6A 

5A5A 

 

37 

98 

18 

 

0,242 

0,640 

0,118 

 

64 

115 

23 

 

0,317 

0,569 

0,114 

 

1* 

1,47 (0,91-2,40) 

1,35 (0,65-2,83) 

Presencia 5A 116 0,758 138 0,683 1,45 (0,90-2,34) 

Alelos; 

6A 

5A 

 

172 

134 

 

0,562 

0,438 

 

243 

161 

 

0,601 

0,399 

 

1* 

1,18 (0,87-1,54) 

H-W (χχχχ2): 13,872 7,104  

* Grupo de referencia. H-W (χ2): Valor de chi-cuadrado, con 1 grado de libertad se acepta 
que las poblaciones están en equilibrio de Hardy-Weinberg cuando el valor es inferior a 
3,841 (p> 0,05).  

 

De las 153 mujeres con endometriosis incluidas en el estudio, 139 estaban en un 

estadio III-IV de la enfermedad y las 14 restantes en estadio I-II. Al comparar las 
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frecuencias genotípicas entre mujeres con estadios III-IV con aquellas con estadios  I-II, 

no se encontraron diferencias significativas. 

Niveles de MMP-3 en tejido endometrial de mujeres con y sin endometriosis de acuerdo 

con el polimorfismo  5A/6A del gen de la MMP-3 

El endometrio de las mujeres con endometriosis (n= 25) mostró unos niveles 

superiores de MMP-3 a nivel de mRNA, pero no de proteína, 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-3 en tejido endometrial en mujeres con y sin 
endometriosis. Datos expresados como media ± error estándar medio. Mann-Whitney para los 
niveles de mRNA (P= 0,019) y de proteína (P=0,164). *P< 0,05. 
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También se analizó si el polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3 era capaz de 

modular los niveles tisulares de MMP-3, tanto a nivel de mRNA como de proteína, en el 

endometrio de mujeres con y sin endometriosis (Figura 4.5b). De esta forma agrupamos a 

las mujeres control y a las pacientes de acuerdo con su genotipo (6A6A: n= 10 y n= 6; 

5A6A: n= 17 y n= 19; 5A5A: n= 6 y n= 0, respectivamente). No se observaron 

diferencias estadísticamente significativas, al distinguir por genotipo, en los niveles de 

mRNA y proteína de la MMP-3 ni en el grupo de mujeres sin endometriosis (grupo 

control, Kruskal-Wallis: P= 0,866 y P= 0,269, respectivamente) ni en el de mujeres con 

endometriosis (pacientes, Mann-Whitney: P= 0,899 y P= 0,899, respectivamente).  
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Figura 4.5b. Niveles de mRNA y proteicos de MMP-3 en tejido endometrial, de acuerdo con el 
genotipo del polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3, de mujeres con y sin endometriosis. 
Datos expresados como media ± error estándar medio. Kruskal-Wallis para los niveles de mRNA 
y proteína por genotipo en mujeres sin endometriosis (controles) (P= 0,866 y P= 0,269, 
respectivamente) y Mann-Whitney para las mujeres con endometriosis (P= 0,899 y P= 0,899, 
respectivamente). 
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Niveles de MMP-3 en líquido peritoneal de mujeres con y 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 líquido peritoneal de las mujeres con 

endometriosis (n= 37) que en el del mujeres sin endometriosis (n= 26) (Mann-Whitney: 

P= 0,994). 

También se analizó si el polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3 modula los 

niveles proteicos de MMP-3 en el líquido peritoneal. No se observaron diferencias 

significativas en los niveles de MMP-3 del líquido peritoneal entre los 3 genotipos, ni en 

el grupo de mujeres sin endometriosis (6A6A 1,059±0,405, n= 7 ; 5A6A 0,911±0,251, n= 

14; 5A5A 0,372±0,045 ng/mg, n= 5, Kruskal-Wallis: P= 0,545) ni en el de mujeres con 

endometriosis (6A6A  0,906±0,245 , n= 10; 5A6A  1,376±0,534, n= 18; 5A5A  

0,552±0,138 ng/mg, n= 9, Kruskal-Wallis: P= 0,430) (Figura 4.6). 
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Figura 4.6. Niveles proteicos de MMP-3 en líquido peritoneal de mujeres con y sin 
endometriosis. En la gráfica superior se muestra los niveles de los dos grupos sin agrupar por 
genotipos, mientras que en la inferior los niveles aparecen de acuerdo con el genotipo del 
polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3. Datos expresados como media ± error estándar medio. 
Mann-Whitney para los niveles proteicos de MMP-3 sin atender al genotipo (P= 0,994). Kruskal-
Wallis para los niveles de proteína por genotipo en mujeres sin endometriosis (controles) (P= 
0,545) y para las mujeres con endometriosis (P= 0,430). 
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4. 3. 3. POLIMORFISMOS -460C/T (rs833061), +405G/C (rs2010963) y 

936C/T (rs3025039) DEL GEN DEL VEGF-A 

Frecuencias genotípicas, alélicas y haplotípicas de los polimorfismos del VEGF-A 

Para determinar el papel de estos tres polimorfismos en la endometriosis, se 

genotiparon 186 mujeres con endometriosis y 220 mujeres sin endometriosis (control). 

Para estos tres polimorfismos tanto la población control como la de endometriosis estaban 

en equilibrio de Hardy-Weinberg.  

Las frecuencias genotípicas y alélicas de los polimorfismos –460C/T y +405G/C 

no diferían entre las mujeres con y sin endometriosis (Tablas 4.9 y 4.10). 

 

Tabla 4.9. Frecuencia genotípica y alélica del polimorfismo -460C/T del gen del VEGF-A en 
mujeres con y sin endometriosis 

 Mujeres con 
endometriosis  

(n=186) 

Mujeres sin 
endometriosis  

(n = 220) 

OR (IC 95%) 

 

 N Frecuencia N Frecuencia  

Genotipos; 

-460CC 

-460CT 

-460TT 

 

39 

97 

50 

 

0,210 

0,521 

0,269 

 

57 

104 

59 

 

0,259 

0,473 

0,268 

 

1* 

1,36 (0,83-2,23) 

1,24 (0,71-2,16) 

Presencia -460T 147 0,790 163 0,741 1,32 (0,83-2,10) 

Alelos; 

-460C 

-460T 

 

175 

197 

 

0,470 

0,530 

 

218 

222 

 

0,495 

0,505 

 

1* 

1,11 (0,84-1,46) 

H-W (χχχχ2): 0,405 0,653  

* Grupo de referencia. H-W (χ2): Valor de chi-cuadrado, con 1 grado de libertad se acepta 
que las poblaciones están en equilibrio de Hardy-Weinberg cuando el valor es inferior a 
3,841 (p> 0,05).  
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Tabla 4.10. Frecuencia genotípica y alélica del polimorfismo +405G/C del gen del VEGF-A en 
mujeres con y sin endometriosis 

 Mujeres con 
endometriosis  

(n=186) 

Mujeres sin 
endometriosis  

(n = 220) 

OR (IC 95%) 

 

 N Frecuencia N Frecuencia  

Genotipos; 

+405GG 

+405GC 

+405CC 

 

77 

91 

18 

 

0,416 

0,489 

0,095 

 

103 

97 

20 

 

0,470 

0,438 

0,092 

 

1* 

1,26 (0,83-1,89) 

1,20 (0,60-2,43) 

Presencia +405C 109 0,584 117 0,530 1,25 (0,84-1,85) 

Alelos; 

+405G 

+405C 

 

245 

127 

 

0,659 

0,341 

 

229 

135 

 

0,689 

0,311 

 

1* 

1,15 (0,85-1,54) 

H-W (χχχχ2): 1,439 0,174  

* Grupo de referencia. H-W (χ2): Valor de chi-cuadrado, con 1 grado de libertad se acepta 
que las poblaciones están en equilibrio de Hardy-Weinberg cuando el valor es inferior a 
3,841 (p> 0,05).  

 

Sin embargo, las mujeres con endometriosis mostraron una mayor frecuencia del 

alelo 936T que las mujeres control (P= 0,015) (Tabla 4.11). Además, también se observó 

una diferencia significativa entre la frecuencia del alelo 936T del gen del VEGF-A en el 

subgrupo de 167 mujeres con endometriosis en estadios III-IV con respecto al grupo de 

220 mujeres sin endometriosis (grupo control) (P= 0,02). 

Tanto el grupo de 167 pacientes con estadios III-IV como el de 19 pacientes con 

estadios I-II estaban en equilibrio de Hardy-Weinberg para todos los polimorfismos del 

VEGF-A estudiados, excepto la pequeña población de endometriosis con estadios I-II 

(n=19) para el polimorfismo -460GC.  

Cuando se compararon las frecuencias genotípicas y alélicas de los tres 

polimorfismos del gen del VEGF-A estudiados, dentro del grupo de mujeres con 

endometriosis, de acuerdo con el estadio de la enfermedad, no se observó diferencias 
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significativas entre los subgrupos de pacientes con estadio I-II y aquellas con estadio III-

IV. 

 

Tabla 4.11. Frecuencia genotípica y alélica del polimorfismo 936C/T del gen del VEGF-A en 
mujeres con y sin endometriosis 

 Mujeres con 
endometriosis  

(n=186) 

Mujeres sin 
endometriosis  

(n = 220) 

OR (IC 95%) 

 

 N Frecuencia N Frecuencia  

Genotipos; 

936CC 

936CT 

936TT 

 

132 

49 

5 

 

0,710 

0,263 

0,027 

 

177 

42 

1 

 

0,804 

0,191 

0,005 

 

1* 

1,56 (0,98-2,50) 

6,71 (0,77-58,1) 

Presencia 936T 54 0,290 43 0,196 1,68 (1,06-2,67) 

Alelos; 

936C 

936T 

 

313 

59 

 

0,841 

0,159 

 

396 

44 

 

0,900 

0,100 

 

1* 

1,70 (1,12-2,58) 

H-W (χχχχ2): 0,031 0,808  

* Grupo de referencia. H-W (χ2): Valor de chi-cuadrado, con 1 grado de libertad se acepta 
que las poblaciones están en equilibrio de Hardy-Weinberg cuando el valor es inferior a 
3,841 (p> 0,05).  

 

Se estimó el valor de desequilibrio de ligamiento (D’) entre pares de SNPs 

mediante el software Haploview (Figura 4.7). Se observó la existencia de desequilibrio de 

ligamiento, tanto en el grupo de mujeres sin endometriosis (control) como en el de 

mujeres con endometriosis, entre los polimorfismos –460C/T (rs833061) y +405G/C 

(rs2010963) (D’= 0,84, en control), pero no entre –460C/T y 936C/T (rs3025039) (D’= 

0,24, en control) ni entre +405G/C y 936C/T (D’= 0,26, en control) (Figura 4.7). Por ello, 

se realizó un análisis por haplotipo de los polimorfismos -460C/T y +405G/C. Se 

estudiaron las frecuencias de los cuatro haplotipos resultantes y no se encontraron 

diferencias significativas entre pacientes y controles (Tabla 4.12).  
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Figura 4.7. Diagrama de desequilibrio de ligamiento de los tres polimorfismos estudiados en el 
gen del VEGF-A. Los números en el interior de los rombos indican el valor de D’ (en porcentaje). 
En ambos grupos (control y endometriosis) observamos que los polimorfismos -460 (1) y +405 (2) 
están fuertemente ligados formando un bloque (indicado mediante el color rojo en el rombo entre 
ambos polimorfismos). La asignación de bloque se realizó mediante el método “solid spine” del 
programa Haploview, considerando un valor umbral de D’> 0,8. 

 

Tabla 4.12. Frecuencia haplotípica del gen del VEGF-A en mujeres con y sin endometriosis. 

Haplotipo del 
VEGF-A 

-460/+405 

Mujeres con 
endometriosis  

(n=372) 

Mujeres sin 
endometriosis  

(n=440) 

OR (IC 95%) 

 

 N Frecuencia N Frecuencia  

Haplotipo: 

C/G 

C/C 

T/G 

T/C 

 

163 

12 

82 

115 

 

0,438 

0,032 

0,221 

0,309 

 

208 

10 

95 

127 

 

0,473 

0,023 

0,216 

0,288 

 

1* 

1,53 (0,65-3,63) 

1,10 (0,77-1,58) 

1,16 (0,84-1,60) 

* Grupo de referencia.  
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Niveles de VEGF-A en tejido endometrial de mujeres con y sin endometriosis según los 

polimorfismos -460C/T, +405G/C y 936C/T del gen del VEGF-A  

El endometrio de las mujeres con endometriosis (n= 55) mostró mayores niveles de 

VEGF-A que el de las mujeres sin endometriosis (n= 52), tanto de mRNA (9,83±0,89 vs 

6,43±0,51, P= 0,001) como de proteína (313±52 vs 104±15 pg/mg, P= 0,002) (Figura 

4.8a). 
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Figura 4.8a. Niveles proteicos y de mRNA de VEGF-A en tejido endometrial en mujeres con y 
sin endometriosis. Datos expresados como media ± error estándar medio. ***P< 0,005. 

 

Con el fin de evaluar si los polimorfismos del gen del VEGF-A modulaban los 

niveles de mRNA (Figura 4,8b) y proteína (Figura 4.8c) de VEGF-A, en tejido 

endometrial de mujeres con y sin endometriosis, agrupamos a las mujeres de acuerdo con 

sus genotipos. No se observó diferencias significativas en dichos niveles, al distinguir por 
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genotipo, entre los tres polimorfismos estudiados, ni en el endometrio de las mujeres con 

endometriosis ni en el de las mujeres sin endometriosis (Tabla 4.13).  
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Figura 4.8b. Niveles de mRNA de VEGF-A en tejido endometrial de acuerdo con los genotipos -
460C/T, +405G/C y 936C/T del gen del VEGF-A. Datos expresados como media ± error estándar 
medio. 
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Figura 4.8c. Niveles proteicos de VEGF-A en tejido endometrial de acuerdo con los genotipos -
460C/T, +405G/C y 936C/T del gen del VEGF-A. Datos expresados como media ± error estándar 
medio. 
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Tabla 4.13. Niveles de VEGF-A de acuerdo con los polimorfismos del gen del VEGF-A en 
endometrio de mujeres con y sin endometriosis. 

ENDOMETRIO DE MUJERES CONTROL 

Genotipo -460C/T -460CC 

(n=12) 

-460CT 

(n=24) 

-460TT 

(n=16) 

ANOVA 

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 

(n=26) 

+405GG 

(n=20) 

+405GG 

(n=6) 

ANOVA 

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±27 104±32 0,930 

Genotipo 936C/T 936CC 

(n=39) 

936CT 

(n=12) 

936TT 

(n=1) 

ANOVA* 

VEGF-A mRNA 6,73±0,63 5,54±0,85 5,59 0,339 

VEGF-A prot (pg/mg) 102±12 156±47 180 0,113 

ENDOMETRIO DE MUJERES CON ENDOMETRIOSIS 

Genotipo -460C/T -460CC 

(n=15) 

-460CT 

(n=25) 

-460TT 

(n=15) 

ANOVA 

VEGF-A mRNA 9,42±1,21 10,28±1,48 9,47±1,88 0,901 

VEGF-A prot (pg/mg) 255±63 256±68 470±135 0,184 

Genotipo +405G/C +405GG 

(n=27) 

+405GG 

(n=25) 

+405GG 

(n=3) 

ANOVA 

VEGF-A mRNA 9,63±1,07 10,84±1,53 3,11±0,60 0,159 

VEGF-A prot (pg/mg) 329±83 235±57 566±137 0,287 

Genotipo 936C/T 936CC 

(n=42) 

936CT 

(n=12) 

936TT 

(n=1) 

ANOVA* 

VEGF-A mRNA 9,99±1,00 8,55±2,07 18,3 0,510 

VEGF-A prot (pg/mg) 351±63 250±101 130 0,438 

Los datos se expresan como Media ± Error Estándar Medio.  Los niveles de mRNA se 
representan normalizados frente a los niveles de β-actina (copias mRNA de estudio/100 copias 
mRNA β-actina). Los niveles de proteína están representados como la suma de los extractos 
citosólicos y de membrana (pg proteína/ mg proteína total). * En el ANOVA del polimorfismo 
936C/T no se utiliza el grupo de individuos con genotipo 936TT.  
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Niveles de VEGF-A en líquido peritoneal de mujeres con y sin endometriosis según los 

polimorfismos -460C/T, +405G/C y 936C/T del gen del VEGF-A  

En el líquido peritoneal, el nivel proteico de VEGF-A fue significativamente mayor 

en mujeres con endometriosis (pacientes, n= 60) que sin endometriosis (controles, n= 30) 

(8,44±1,70 vs 4,50±0,89 pg/mg, P= 0,043) (Figura 4.9a). 
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Figura 4.9a. Niveles proteicos VEGF-A en líquido peritoneal de mujeres con y sin 
endometriosis (control). Datos expresados como media ± SEM. *P< 0,05. 

 

También se estudió si los polimorfismos del gen del VEGF-A modulan su nivel 

proteico en el líquido peritoneal. No se encontró asociación entre estos tres polimorfismos 

y los niveles proteicos de VEGF-A ni en el líquido peritoneal de las mujeres con 

endometriosis ni en el de las mujeres sin endometriosis (Figura 4.9b y Tabla 4.14).  
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Figura 4.9b. Niveles proteicos VEGF-A en líquido peritoneal de acuerdo con los genotipos -
460C/T, +405G/C y 936C/T del gen del VEGF-A. Datos expresados como media ± error estándar 
medio. 
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Tabla 4.14. Niveles de VEGF-A de acuerdo con los polimorfismos del gen del VEGF-A en 
líquido peritoneal de mujeres con y sin endometriosis. 

LÍQUIDO PERITONEAL DE MUJERES CONTROL 

Genotipo -460C/T -460CC 

(n=3) 

-460CT 

(n=16) 

-460TT 

(n=11) 

ANOVA 

VEGF-A prot (pg/mg) 6,73±4,65 4,86±1,23 3,37±1,23 0,536 

Genotipo +405G/C +405GG 

(n=13) 

+405GG 

(n=15) 

+405GG 

(n=2) 

ANOVA 

VEGF-A prot (pg/mg) 4,25±1,37 4,69±1,33 4,71±3,15 0,972 

Genotipo 936C/T 936CC 

(n=24) 

936CT 

(n=6) 

936TT 

(n=0) 

ANOVA* 

VEGF-A prot (pg/mg) 5,17±1,09 1,82±0,95 - 0,133 

LÍQUIDO PERITONEAL DE MUJERES CON ENDOMETRIOSIS 

Genotipo -460C/T -460CC 

(n=11) 

-460CT 

(n=34) 

-460TT 

(n=15) 

ANOVA 

VEGF-A prot (pg/mg) 11,08±4,04 9,25±2,62 4,69±1,33 0,415 

Genotipo +405G/C +405GG 

(n=27) 

+405GG 

(n=28) 

+405GG 

(n=5) 

ANOVA 

VEGF-A prot (pg/mg) 9,74±2,49 8,11±2,73 3,33±0,54 0,603 

Genotipo 936C/T 936CC 

(n=46) 

936CT 

(n=12) 

936TT 

(n=2) 

ANOVA 

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 Estándar Medio.  Los niveles de mRNA se 
representan normalizados frente a los niveles de β-actina (copias mRNA de estudio/100 copias 
mRNA β-actina). Los niveles de proteína están representados como la suma de los extractos 
citosólicos y de membrana (pg proteína/ mg proteína total). * En el ANOVA del polimorfismo 
936C/T no se utiliza el grupo de individuos con genotipo 936TT. 

 

 

 

 

 



 177

4.  4. CULTIVOS  DE CÉLULAS ENDOMETRIALES  

Uno de los objetivos del presente trabajo era evaluar si algún o algunos 

componentes presentes en el líquido peritoneal (LP) de las mujeres con endometriosis 

podían modular la expresión de diferentes componentes tanto del sistema fibrinolítico 

como de las metaloproteasas o de la angiogénesis, para lo que se estudió el efecto del 

líquido peritoneal de mujeres con endometriosis (LPE) y sin endometriosis (controles, 

LPC) sobre cultivos de células endometriales de mujeres con y sin endometriosis.  

Para ello, se prepararon dos mezclas de LP, una de ellas formada por líquidos 

procedentes de 10 mujeres con endometriosis y la otra mezcla formada por otros 10 

líquidos de mujeres sin endometriosis, todos recogidos en la fase secretora del ciclo 

menstrual.   

 

4. 4. 1. EXPERIMENTOS PREVIOS PARA OPTIMIZAR LA 

CONCENTRACIÓN DE LÍQUIDO PERITONEAL UTILIZADO EN LOS 

CULTIVOS DE CÉLULAS ENDOMETRIALES 

Para analizar el volumen máximo de líquido peritoneal que se podía añadir a las 

células endometriales en cultivo sin afectar a su viabilidad, se incubaron estas células con 

distintas concentraciones de la mezcla de LP y se evaluó la viabilidad celular mediante el 

análisis de exclusión con el colorante “trypan blue”. Una concentración de LP de hasta el 

25% del total de líquido de cultivo utilizado (concentración final en el medio) no tenía 

efecto sobre la viabilidad celular. 

Como se indica en material y métodos, las células estromales fueron primero 

preacondicionadas en medio libre de suero bovino fetal (FBS) durante un periodo de 4 

horas. A partir de entonces, se cambió el medio por uno suplementado con LP, a una 

concentración final de 0%, 10% y 25%, y se incubó durante otro periodo de 4 horas.    

Cuando se trataron las células endometriales con medio libre de FBS y LP al 0%, 

10% y 25%, el nivel proteico de VEGF-A y uPA en el sobrenadante de los cultivos 
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aumentaba conforme aumentaba la concentración de LP (Figura 4.10). De acuerdo con 

estos resultados preliminares, las células endometriales se trataron con medio 

suplementado con LP al 25% durante 4 horas en todos los experimentos posteriores. 
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Figura 4.10. Niveles proteicos de uPA y VEGF-A, obtenidos a partir de los sobrenadantes de 
cultivos de células endometriales de mujeres con endometriosis, tratados con LPE. Datos 
expresados como media ± error estándar medio. Niveles de significación frente a cultivos sin 
líquido peritoneal (LP0): *P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. Y niveles de significación frente a 
LPE 10%: #P< 0,05.  
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4. 4. 2. EFECTO DEL LÍQUIDO PERITONEAL SOBRE LOS NIVELES DE uPA, 

MMP-3 Y VEGF-A,  EN CULTIVOS DE CÉLULAS ENDOMETRIALES DE 

MUJERES CON Y SIN ENDOMETRIOSIS 

Las células endometriales se obtuvieron mediante cirugía laparoscópica en 

pacientes (n= 14) y en mujeres control (n= 6) tanto durante la fase proliferativa (n= 5 y 

n= 2, respectivamente) como durante la secretora (n= 9 y n= 4, respectivamente).   

Los cultivos de células endometriales de mujeres con y sin endometriosis se 

trataron con medio libre de suero y LP procedente de mujeres con endometriosis (LPE) o 

sin endometriosis (LPC) a una concentración final del 25% (v:v) durante 4 horas, o bien 

con medio libre de suero y sin LP en las mismas condiciones (medio control, LP0). 

El medio suplementado con una mezcla de LP, procedente tanto de mujeres con 

endometriosis (LPE) como de mujeres sin endometriosis (LPC), inducía en el cultivo 

endometrial de mujeres con y sin endometriosis un incremento significativo de uPA y 

VEGF-A, a nivel de mRNA y de proteína, comparado con el inducido por el medio 

control (LP0). (Figura 4.11a y b). Además, el mayor incremento en los niveles de uPA y 

VEGF-A se observó en los cultivos endometriales de mujeres con endometriosis tratados 

con medio suplementado con LP de mujeres con endometriosis (LPE).  

En el caso de la MMP-3, el medio suplementado con LP, tanto de mujeres con y 

sin endometriosis (LPE y LPC), indujo un incremento de los niveles proteicos de MMP-3 

en los sobrenadantes de los cultivos endometriales de mujeres con y sin endometriosis. 

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en los niveles de mRNA 

obtenidos a partir de los extractos celulares de los cultivos. (Figura 4.11a y b). 
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Figura 4.11a. Niveles de mRNA de los activadores de los sistemas fibrinolítico y de las 
metaloproteasas (uPA y MMP-3) y de la angiogénesis (VEGF-A), en cultivos de células 
endometriales tratados con LPC y LPE. Datos expresados como media ± error estándar medio. 
Niveles de significación frente a cultivos sin líquido peritoneal (LP0): *P< 0,05; **P< 0,01.  
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Figura 4.11b. Niveles proteicos de los activadores de los sistemas fibrinolítico y de las 
metaloproteasas (uPA y MMP-3) y de la angiogénesis (VEGF-A), en sobrenadantes de cultivos 
de células endometriales tratados con LPC y LPE. Datos expresados como media ± error 
estándar medio. Niveles de significación frente a cultivos sin líquido peritoneal (LP0): *P< 0,05; 
**P< 0,01; ***P< 0,001.  
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4. 4. 3. EFECTO DEL LÍQUIDO PERITONEAL SOBRE LOS NIVELES DE 

PAI-1, TIMP-1 Y TSP-1, EN CULTIVOS DE CÉLULAS ENDOMETRIALES 

DE MUJERES CON Y SIN ENDOMETRIOSIS 

Mientras ambos tipos de medios suplementados con LP (LPE y LPC) indujeron un 

incremento en los niveles de PAI-1, a nivel de mRNA y proteína, en cultivos de mujeres 

control, no se observó un efecto significativo en los cultivos derivados de las mujeres con 

endometriosis. (Figura 4.12a y b). 

Tampoco se observaron diferencias significativas en los niveles de TIMP-1 al 

estudiar los distintos cultivos suplementados con distintos medios. 

En relación al inhibidor angiogénico, TSP-1, al utilizar medio suplementado con 

LPE se observó un incremento en los niveles proteicos de TSP-1 en el sobrenadante del 

cultivo, aunque no así en los niveles de mRNA del extracto celular. Sin embargo, no se 

observaron diferencias significativas entre los cultivos al usar medio suplementado con 

LPC. (Figura 4.12a y b). 
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Figura 4.12a. Niveles de mRNA de los inhibidores de los sistemas fibrinolítico y de las 
metaloproteasas (PAI-1 y TIMP-1) y de la angiogénesis (TSP-1), en cultivos de células 
endometriales tratados con LPC y LPE. Datos expresados como media ± error estándar medio. 
Niveles de significación frente a cultivos sin líquido peritoneal (LP0): *P< 0,05; **P< 0,01.  
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Figura 4.12b. Niveles proteicos de los activadores de los sistemas fibrinolítico y de las 
metaloproteasas (PAI-1 y TIMP-1) y de la angiogénesis (TSP-1), en sobrenadantes de cultivos 
de células endometriales tratados con LPC y LPE. Datos expresados como media ± error 
estándar medio. Niveles de significación frente a cultivos sin líquido peritoneal (LP0): *P< 0,05. 
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4. 4. 4. CORRELACIONES ENTRE LOS PARÁMETROS ESTUDIADOS 

TRAS EL TRATAMIENTO CON LÍQUIDO PERITONEAL 

En los cultivos de células endometriales de mujeres sin endometriosis se observó 

una correlación positiva entre el porcentaje de cambio en los niveles de mRNA de VEGF-

A con los de uPA y MMP-3 (r= 0,657, P= 0,020; r= 0,778, P= 0,003, respectivamente) y 

entre los niveles proteicos de VEGF-A con los de uPA y MMP-3 (r= 0,745, P= 0,005; r= 

0,602, P= 0,038, respectivamente) (Figura 4.13). En los cultivos de células endometriales 

de mujeres con endometriosis también se observó una correlación positiva significativa 

entre el porcentaje de cambio en los niveles proteicos de VEGF-A y uPA (r= 0,588, P< 

0,05) (datos no mostrados). 

 

 
Figura 4.13. Correlación entre el porcentaje de cambio en los niveles de mRNA y proteína de 
VEGF-A frente a uPA, en cultivos endometriales de mujeres sin endometriosis tras el 
tratamiento con líquido peritoneal (25%), comparado con el cultivo sin líquido peritoneal. 
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“Las opiniones son como los culos. Cada uno tiene el suyo.” 

 

Clint Eastwood 
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La endometriosis es una enfermedad ginecológica benigna pero de importante 

repercusión clínica y cuya etiología permanece todavía desconocida a pesar de varias 

décadas de estudio en este campo. La teoría de la implantación, basada en un proceso de 

menstruación retrógrada, supone la existencia de un tejido endometrial con capacidad de 

adhesión e invasión del tejido peritoneal y ovárico debido a su capacidad proteolítica 

sobre la matriz extracelular, procesos en los que están implicados los sistemas 

fibrinolítico y de las metaloproteasas [13, 638]. Además, este tejido, para poder crecer y 

sobrevivir, tiene unos requerimientos metabólicos que se verán satisfechos mediante la 

generación de nuevos vasos que lo irriguen.  

 

Los sistemas fibrinolítico y de las MMPs en la endometriosis 

Varios estudios sugieren que el endometrio eutópico de las mujeres con 

endometriosis tiene una expresión alterada de diversos componentes de los sistemas de 

activación del plasminógeno y de las MMPs, indicando que estos sistemas pueden jugar 

un papel importante en la patogénesis de esta enfermedad  [14, 41].  

Se ha sugerido que una mayor concentración de uPA en el endometrio eutópico de 

las mujeres con endometriosis podría producir fragmentos endometriales con mayor 

potencial para degradar la MEC tras su implantación en lugares ectópicos [13, 94, 592, 

638].  

En el presente trabajo observamos que el endometrio de las mujeres con 

endometriosis tiene niveles mayores, de mRNA y proteína, de uPA y MMP-3 frente a las 

mujeres sin endometriosis (Tabla 4.1), lo que puede favorecer la capacidad invasiva de 

este tejido. Previamente se ha observado que el endometrio eutópico de las mujeres con 

endometriosis mostraba un incremento en los niveles proteicos de la MMP-3 [464] y 

elevados niveles de mRNA de la MMP-9 [468]. Sin embargo en un modelo murino, el 

mRNA de la MMP-3 fue detectable en los implantes endometriósicos pero no en tejido 

uterino eutópico [467]. El problema de estos modelos in vivo, es que los roedores no 

desarrollan espontáneamente la endometriosis, lo que implica que no tendrán alteraciones 
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bioquímicas en su tejido endometrial, a diferencia de lo que ocurre en las mujeres con 

endometriosis. Esto explica la ausencia de alteraciones proteolíticas en el endometrio 

eutópico de las ratas. Las diferencias en los niveles de MMP-3 en el endometrio eutópico 

entre nuestro estudio y los modelos animales son importantes e implican a la MMP-3 del 

endometrio de las mujeres con endometriosis en la patogénesis de la enfermedad.   

Los estudios in vivo indican que la progesterona es un potente inhibidor de la 

expresión a nivel de mRNA de la MMP-3 y también de su secreción proteica [460]. Las 

estromelisinas, como la MMP-3, se expresan in vivo durante el remodelado asociado a la 

proliferación pero no durante la fase secretora del ciclo menstrual, dominada por 

progesterona [382].  

Al distinguir por fase del ciclo, las diferencias de expresión de la uPA y la MMP-3 

entre el endometrio eutópico de las mujeres con endometriosis y sin endometriosis sólo se 

mantuvieron durante la fase secretora, tanto a nivel de mRNA como de proteína (Tabla 

4.2). Estos hallazgos pueden indicar un fallo de la progesterona o factores producidos 

localmente para suprimir estos enzimas en mujeres con endometriosis y puede facilitar la 

implantación de los fragmentos endometriales tras el paso retrogrado a través de las 

trompas de Falopio.  

En relación a las lesiones endometriósicas, estudios previos [593] han descrito un 

incremento en la expresión de mRNA de uPA en tejido endometriósico frente al 

endometrio eutópico. Sin embargo, en nuestro estudio no se observó ningún incremento 

de los niveles de mRNA de uPA en endometriomas ováricos. De hecho, los niveles de 

endometrio eutópico eran mayores que los niveles del endometrioma ovárico (Tabla 4.1). 

Las diferentes características de las muestras endometriósicas pueden ser la causa de esta 

discrepancia en los resultados. Como se ha sugerido previamente, la endometriosis parece 

ser una enfermedad progresiva, de forma que en estadios avanzados se produce una 

reducción en la actividad de las lesiones endometriosicas [639]. Nuestros resultados 

muestran que los niveles de mRNA de la uPA son mayores en los implantes 

endometriósicos que en los endometriomas ováricos. Además, los endometriomas 

ováricos mostraron unos niveles de mRNA de PAI-1 superiores al de los implantes 
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peritoneales (Tabla 4.5). De esta forma, el ratio uPA/PAI-1 fue superior en los implantes 

peritoneales que en los endometriomas ováricos. Estos resultados sugieren que los 

implantes peritoneales se corresponden con una lesión endometriósica activa, mientras 

que los quistes endometriosicos ováricos presentan una actividad proteolítica inferior.      

También observamos un incremento en los niveles de PAI-1 y TIMP-1, tanto de 

mRNA como de proteína, en endometrioma ovárico comparado con los del endometrio 

eutópico de las mujeres con y sin endometriosis (Tabla 4.1). El incremento en la 

expresión de PAI-1 y TIMP-1 en el endometrioma ovárico puede reducir el potencial 

invasivo del tejido endometriósico en estadios avanzados de la enfermedad.  

En el caso del PAI-1, el incremento de los niveles proteicos fue mayor que el de los 

niveles de mRNA. Una posible explicación es que, en los endometriomas ováricos, los 

bajos niveles de proteasas como la MMP-3, la cual es capaz de hidrolizar específicamente 

al PAI-1 [599], pueden dar lugar a una menor degradación de la proteína PAI-1, dando 

lugar a un aumento en sus niveles proteicos. Este incremento en los niveles proteicos del 

PAI-1, en los endometriomas ováricos, puede contribuir a limitar el potencial invasivo del 

tejido endometriósico en estadios avanzados de la enfermedad, lo que explicaría la 

presencia de tejido ovárico sano en la periferia del quiste endometríosico que puede ser 

preservado durante la cirugía del mismo. 

El incremento en los niveles de mRNA y proteína de TIMP-1 en tejido 

endometriósico ya se había descrito previamente [41, 477]. Sin embargo, otros autores 

han descrito una disminución de la expresión de TIMP-1 en tejido endometriósico al 

compararlo con el tejido endometrial [640]. Las lesiones endometriósicas sintetizan y 

secretan la proteína TIMP-1 in vitro, mientras que los niveles proteicos de TIMP-1 son 

inferiores en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis [477]. El incremento 

en la expresión de TIMP-1 observado en el endometrioma ovárico, en nuestro estudio, 

puede producir una inhibición adicional de la actividad proteolítica en esta localización.  

Respecto al líquido peritoneal, en el presente estudio, se encontró niveles 

superiores de uPA, y MMP-3 en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis 
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(estadios III y IV) que en el de las mujeres control (Tabla 4.6). Este incremento de la 

actividad proteolítica en el liquido peritoneal podría alterar la reparación normal del 

peritoneo y su función como barrera, facilitando el proceso de implantación de 

fragmentos endometriales y el desarrollo de la lesión endometriósica. 

En conclusión, la sobreexpresión de la uPA y la MMP-3 observada en el 

endometrio de las mujeres con endometriosis puede ser importante, al potenciar la 

capacidad invasiva y el crecimiento del tejido endometrial fuera del útero. Este proceso 

puede llevar a la formación de lesiones endometriósicas tempranas. Una vez se desarrolla 

el quiste endometriósico ovárico, se produce un incremento de la expresión del PAI-1 y el 

TIMP-1, de forma que la actividad proteolítica disminuye. Esta observación puede 

explicar el frecuente hallazgo clínico de un quiste endometriósico aislado sin invasión del 

tejido ovárico periférico.      

 

Angiogénesis y endometriosis, su relación con los sistemas fibrinolítico y de las MMPs 

Se ha descrito que el endometrio eutópico de las mujeres con endometriosis tiene 

una expresión alterada de diversos componentes de la angiogénesis, indicando su 

importancia en la endometriosis [584-587]. Sin embargo, no hay estudios previos a este 

trabajo que estudien la expresión simultánea de los niveles de mRNA y de proteína de 

VEGF-A, PlGF y TSP-1 y su correlación con algunos componentes de los sistemas 

fibrinolítico y de las MMPs en tejido y líquido peritoneal de mujeres con endometriosis.  

Aunque algunos estudios previos indican que hay una mayor expresión de mRNA 

de VEGF-A en endometrio de mujeres con endometriosis que en controles [585, 587]. 

Print y col. [641] encontraron una producción de VEGF-A similar en cultivos de 

endometrio provenientes de mujeres con y sin endometriosis. En el presente estudio 

observamos un incremento en los niveles de VEGF-A, tanto a nivel de mRNA como de 

proteína, en el endometrio de las mujeres con endometriosis, una condición que puede 

contribuir a la progresión de esta enfermedad. Aunque Print y col. [641] indican que la 

discrepancia de resultados puede deberse al criterio de selección de pacientes, este no 
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debe ser el caso, ya que los criterios de selección de nuestro grupo son similares. Es más, 

los cultivos de endometrio no pueden reproducir exactamente las condiciones in vivo, es 

decir, carecen de las modulaciones ambientales de las hormonas, factores de crecimiento 

o citoquinas, que están normalmente presentes en estudios in vivo, de forma que esta 

limitación puede influir en los resultados.  

En relación a las lesiones endometriósicas, Takehara y col. [587] encontraron un 

incremento en la expresión de mRNA del VEGF-A en tejido endometriósico (en estadios 

tempranos) frente al endometrio eutópico de estas mujeres con endometriosis. Sin 

embargo, en nuestro estudio no detectamos ningún incremento en los niveles de mRNA 

de VEGF-A en endometriomas ováricos (estadios III-IV). Más bien al contrario, 

observamos una disminución en los niveles de mRNA y proteína de VEGF-A en tejido 

endometriósico III-IV frente al endometrio eutópico de las mujeres con endometriosis 

(Tabla 4.3). Las características de las muestras endometriósicas pueden ser la razón de la 

discordancia entre estos resultados. Tal y como se ha indicado, la endometriosis parece 

ser una enfermedad progresiva y se ha observado una reducción de la actividad 

angiogénica de las lesiones endometriósicas en estadios avanzados de la enfermedad 

[639]. Los implantes endometriósicos peritoneales son lesiones con un elevado potencial 

invasivo de la MEC y angiogénico, mientras que los endometriomas ováricos son 

manifestaciones avanzadas de esta enfermedad con pequeña capacidad de remodelación 

del tejido circundante. De hecho, observamos una menor expresión proteica de VEGF-A 

en el endometrioma ovárico frente a la lesión endometriósica de tipo I-II (Tabla 4.5). 

También se ha descrito que, además del VEGF-A, el endometrio humano expresa 

mRNAs que codifican para otros factores de crecimiento como el PlGF [588]. De 

cualquier forma, no se ha descrito previamente la expresión de PlGF en tejido 

endometriósico. Aunque se ha sugerido que el PlGF contribuye a la angiogénesis en 

condiciones patológicas [531], en el presente trabajo no se encontraron diferencias 

significativas en los niveles de mRNA y proteicos del PlGF en extractos tisulares de 

pacientes y controles (Tabla 4.3).  
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En relación a los inhibidores angiogénicos, se ha sugerido que las alteraciones de la 

expresión de la TSP-1 pueden contribuir a distintas patologías vasculares del tracto 

reproductivo [590]. En el presente estudio se observó una disminución en los niveles de 

VEGF-A y un incremento en los de TSP-1 en endometrioma ovárico frente a endometrio 

eutópico de las mujeres con endometriosis (Tabla 4.3). Los niveles de mRNA concuerdan 

con los descritos previamente por Tan y col. [585], aunque no hay estudios previos de los 

niveles proteicos de la TSP-1 en endometriosis. 

El incremento de los niveles de TSP-1 puede ser responsable de la reducción de la 

actividad angiogénica en el endometrioma ovárico, lo que puede contribuir a la pequeña 

capacidad invasiva de este tejido. Se ha descrito que los niveles de TSP-1 en muestras 

endometriales son mayores en la fase secretora que en la proliferativa, y que la expresión 

de TSP-1 está regulada por progesterona [556]. En consonancia con estos datos, en 

nuestras muestras de endometrio de mujeres control, también se detectaron mayores 

niveles proteicos de TSP-1 en la fase secretora que en la proliferativa. Sin embargo, estas 

diferencias no fueron significativas en el endometrio de las mujeres con endometriosis. 

Todo ello sugiere que puede haber una respuesta alterada a la progesterona en el 

endometrio eutópico de las mujeres con endometriosis, lo que podría estar en relación con 

una menor receptividad endometrial en esta fase del ciclo que tendría como consecuencia 

una menor capacidad fértil, observada con frecuencia en este grupo de pacientes.   

Los pasos iniciales de la angiogénesis requieren proteolisis extracelular y entre las 

proteasas implicadas se encuentran las de los sistemas de activación del plasminógeno y 

de las MMPs  [591, 599, 642]. Por lo tanto los elevados niveles de uPA y MMP-3, a nivel 

de mRNA y proteína, observados en el endometrio de las mujeres con endometriosis 

pueden contribuir a la angiogénesis y favorecer las propiedades invasivas del tejido. Es 

más, estudios con microarrays han descrito diferencias en el sistema de las MMPs entre 

los endometrios de mujeres con y sin endometriosis [643]. Además, en el presente 

trabajo, se ha observado una correlación significativa entre los niveles de uPA y VEGF-A 

(Figura 4.2). 
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Por otra parte, como se ha indicado en el apartado de resultados, al distinguir por 

fase del ciclo menstrual, sólo en la fase secretora del ciclo menstrual los niveles de 

mRNA y proteína de la uPA y la MMP-3 continuaban siendo significativamente 

superiores en endometrio de mujeres con endometriosis que en endometrio control, 

confirmando resultados previos [14, 95, 464, 644] (Tabla 4.2). Las diferencias en los 

niveles de VEGF-A continuaban siendo significativas entre estos dos tejidos (Tabla 4.4)  

Estudios previos sugieren que tanto los factores endometriales como los 

peritoneales promueven la angiogénesis en la endometriosis [584, 645]. Respecto al 

líquido peritoneal, previamente se había descrito un incremento en los niveles del VEGF-

A en las mujeres con endometriosis [65, 473, 583, 587, 646]. En nuestro estudio también 

hemos encontrado mayores niveles proteicos de VEGF-A en el líquido peritoneal de las 

mujeres con endometriosis (estadios III y IV) que en el de las mujeres control (Tabla 4.6). 

Aparte del incremento en los niveles de uPA y MMP-3, no se observaron diferencias 

significativas en el resto de los parámetros estudiados. Aunque también se ha descrito un 

incremento en los niveles de PlGF en el líquido peritoneal de las mujeres con 

endometriosis en estadios iniciales [589], en nuestro estudio no se observaron estas 

diferencias, las cuales podrían deberse a los estadios avanzados de las pacientes en 

nuestro estudio. El incremento de VEGF-A puede estar relacionado con la endometriosis, 

de forma que permitiría al tejido ectópico sobrevivir en la cavidad peritoneal y desarrollar 

una lesión endometriósica.  

Hull y col. [647] describieron que los agentes antiangiogénicos inhibían el 

crecimiento de los explantes en un modelo in vivo de endometriosis al interrumpir la 

formación de vasos, y que este efecto se podría aplicar a la enfermedad humana. Estos 

hallazgos sugieren que el uso de agentes antiangiogénicos puede ser una nueva 

aproximación terapéutica para el tratamiento de la endometriosis [648, 649]. 

En conclusión, el incremento de VEGF-A sin un incremento significativo de la 

TSP-1 en el endometrio eutópico de las mujeres con endometriosis puede indicar una 

mayor actividad angiogénica, la cual puede contribuir a incrementar la capacidad de 

implantación de las células endometriales en lugares ectópicos. El incremento de uPA, 
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MMP-3 y VEGF-A en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis puede 

permitir la invasión de tejido endometrial en localizaciones ectópicas y permitir, mediante 

la formación de nuevos vasos, el desarrollo y supervivencia de las lesiones 

endometriósicas. Un exceso de angiogénesis endometrial y peritoneal nos sugiere que los 

agentes antiangiogénicos se podrían usar como terapia para la endometriosis. 

 

Polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-1 y la endometriosis 

El incremento de la actividad fibrinolítica en el endometrio de las mujeres con 

endometriosis puede contribuir al establecimiento de la lesión endometriósica [14, 95], 

pero otros factores genéticos y ambientales pueden modular la severidad de la 

enfermedad. Se ha descrito que los individuos con genotipo –675 4G4G del gen del PAI-

1 poseen niveles plasmáticos de PAI-1 más elevados y una menor actividad fibrinolítica que 

los individuos con genotipo –675 5G5G, mientras que los heterocigotos poseen niveles 

intermedios [231-234]. Así pues, resultaba interesante estudiar si el polimorfismo –675 

4G/5G del gen del PAI-1 se asocia con la predisposición de sufrir endometriosis.  

La hipótesis de partida es que las mujeres portadoras del alelo 4G pueden producir 

mayores cantidades de PAI-1 (Figura 4.3c), dando lugar a una mayor inhibición de la 

fibrinolisis. La persistencia de la fibrina podría dar lugar a que en el peritoneo puedan 

quedar confinados fragmentos endometriales, lo que contribuiría al inicio de las lesiones 

endometriósicas. 

En un trabajo previo, Bedaiwy y col. [650] observaron que la frecuencia del alelo 

4G del gen del PAI-1 en 75 mujeres con endometrosis era significativamente superior a la 

observada en 43 mujeres control. Sin embargo, en el presente estudio no se observaron 

diferencias significativas en este polimorfismo al comparar 170 mujeres con 

endometriosis frente a 219 mujeres control (Tabla 4.7) [651]. En un estudio posterior, 

realizado por Gentillini y col. [652] se observó una ligera asociación en el sentido opuesto 

que Bedaiwy y col. [650], de forma que las mujeres con genotipo 4G4G  tenían un menor 

riesgo de desarrollar la enfermedad. Estos autores reconocen que, dada la limitada 

contribución del polimorfismo a la susceptibilidad de la enfermedad, se necesitaría 
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realizar un estudio con un mayor tamaño muestral. Además, concluyen que, en población 

caucásica, la posible asociación de una variación genética del sistema fibrinolítico con la 

predisposición de sufrir endometriosis no implica al polimorfismo 4G/5G del gen del 

PAI-1, confirmando nuestros resultados [651].  

La discrepancia de nuestros resultados con los obtenidos por Bedaiwy y col. puede 

deberse a algún sesgo en el grupo control (n= 43) del estudio anterior [650], posiblemente 

debido a que las poblaciones estudiadas son muy pequeñas para un estudio de asociación. 

De hecho, aunque la distribución del polimorfismo 4G/5G en los controles varía a lo 

largo de distintos estudios [653-656], la frecuencia del genotipo 5G5G siempre ha 

resultado ser inferior a 0,340 y la del genotipo 4G4G siempre ha resultado ser superior a 

0,180. En contraste, la distribución descrita por Bedaiwy y col. [650] en el grupo control 

fue 0,560 para el genotipo 5G5G y de 0,120 para el 4G4G. Tampoco parece que las 

diferencias del fondo genético tengan importancia, ya que las mujeres en los tres estudios 

pertenecen al mismo grupo étnico. 

En nuestro trabajo, también estudiamos si el polimorfismo 4G/5G del gen del PAI-

1 modula los niveles endometriales de PAI-1 en mujeres con y sin endometriosis. En 

mujeres control, encontramos que los niveles de PAI-1 endometriales aumentan 

significativamente con el número de alelos 4G. Sin embargo, en las mujeres con 

endometriosis, aunque se observó esta misma tendencia, las diferencias no fueron 

significativas (Figura 4.3b). El significado de este hecho en la endometriosis aún debe 

aclararse.  

Es más, los niveles de mRNA y proteicos del PAI-1 tendían a ser mayores en el 

endometrio de las pacientes que en el de las mujeres control, aunque sus diferencias no 

resultaron significativas (P= 0,063, P= 0,073) (Tabla 4.1). La ausencia de significación 

estadística para estas diferencias se puede deber a un tamaño muestral insuficiente en el 

estudio.  

El líquido peritoneal parece jugar un papel importante en el proceso de 

implantación y el desarrollo de las lesiones endometriósicas de las pacientes con 
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endometriosis [645, 657]. En el presente trabajo, los niveles proteicos de PAI-1 en el 

líquido peritoneal estaban significativamente más elevados en pacientes que en controles. 

Es más, pacientes y controles con genotipo 4G4G tenían niveles superiores de PAI-1, 

aunque no significativos, que aquellos con genotipo 5G5G (Figura 4.4). El incremento en 

los niveles proteicos de PAI-1 en el líquido peritoneal de las pacientes puede deberse a la 

inflamación de bajo grado descrita previamente en la endometriosis [657]. Estos niveles 

elevados de PAI-1 en el líquido peritoneal pueden contribuir al empeoramiento de la 

fibrinolisis  peritoneal, lo que facilita la formación de adhesiones debidas a la reducida 

eliminación de fibrina.  Este hallazgo podría abrir líneas terapéuticas que permitieran el 

uso de sustancias profibrinolíticas a nivel peritoneal que utilizadas en el postoperatorio 

contribuyeran a la prevención de formación de nuevas adherencias. 

En conclusión, las frecuencias genotípicas del polimorfismo 4G/5G no varían 

significativamente entre pacientes y controles. Los niveles de PAI-1 en el tejido 

endometrial de las mujeres control parecen estar asociados con el polimorfismo 4G/5G. 

El aumento de los niveles proteicos de PAI-1 observados en el líquido peritoneal de los 

pacientes puede contribuir a incrementar las lesiones peritoneales observadas en la 

endometriosis. 

 

Polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3 y la endometriosis 

Como se ha comentado previamente, las células endometriales estromales expresan 

varias MMPs y la expresión alterada de esas proteasas puede llevar al establecimiento y 

progresión de la endometriosis. Además, polimorfismos genéticos localizados en la 

región promotora de los genes de las MMPs pueden producir un incremento en la 

expresión génica de estas MMPs, pudiendo conferir una mayor predisposición a sufrir 

endometriosis.  

Distintos grupos han observado alteraciones en los niveles de MMP-3 en el 

endometrio eutópico de las mujeres con endometriosis frente al de las mujeres control 

[10, 14, 61, 95, 386] (Tabla 4.1) y  por otro lado, el polimorfismo de inserción/deleción 
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de una adenina (5A/6A) en la posición -1612 de la región promotora de la MMP-3 

modifica la actividad transcripcional de forma específica de alelo, de forma que el alelo 

5A está asociado con una mayor actividad transcripcional in vitro, aproximadamente el 

doble que el alelo 6A  [387]. Por ello, nuestro grupo se decidió a estudiar la asociación de 

este polimorfismo con la predisposición de sufrir endometriosis. 

Hay varias publicaciones en las que se estudia este polimorfismo con resultados 

contradictorios. Por un lado Shan y col. [394] observan un mayor riesgo para las mujeres 

portadoras de los alelos -1607 2G (de la MMP-1) / -1612 6A (de la MMP-3). Sin 

embargo, Ferrari y col. [398], en población italiana y Borghese y col. [399], en 

poblaciones con distinto origen étnico, siendo la población caucásica la más abundante, 

no encuentran ninguna relación entre estos dos polimorfismos (-1607 1G/2G de la MMP-

1 y -1612 5A/6A de la MMP-3) con una predisposición genética a sufrir endometriosis. 

En nuestro trabajo no encontramos diferencias significativas entre ambos grupos 

(Tabla 4.8). Sin embargo, no se puede tomar ninguna conclusión de nuestro estudio, ya 

que la población de individuos control no se encontró en equilibrio de Hardy-Weinberg. 

Pese a esto, las frecuencias alélicas de los controles obtenidas por nuestro grupo (5A= 

0,399; 6A= 0,601) no son muy diferentes a las obtenidas en otro estudio en población 

española (5A= 0,476; 6A= 0,524) [658].  

También analizamos si el polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3 era capaz de 

modular los niveles tisulares de MMP-3, tanto a nivel de mRNA como de proteína, en el 

endometrio de mujeres con y sin endometriosis (Figura 4.5b), así como los niveles 

proteicos en el líquido peritoneal (Figura 4.6). En ninguno de los casos encontramos 

diferencias significativas, de forma que, al menos en tejido endometrial y en líquido 

peritoneal, el polimorfismo 5A/6A del gen de la MMP-3 no parece afectar a sus niveles 

de expresión. Sin embargo, observamos un incremento en la expresión de la MMP-3, a 

nivel de mRNA y proteico (Tabla 4.1), en el endometrio de las mujeres con endometriosis 

frente al de las mujeres control. Respecto al líquido peritoneal, también se observó que la 

expresión de MMP-3 era mayor en las mujeres con endometriosis 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 polimorfismos funcionales del gen del 

VEGF-A (-460C/T, +405G/C y 936C/T) en mujeres con y sin endometriosis y, además, 

correlacionamos estos polimorfismos con la expresión de VEGF-A en tejido endometrial 

y líquido peritoneal [659].  

No encontramos diferencias significativas, ni en las frecuencias genotípicas ni 

alélicas, entre las mujeres con y sin endometriosis para los polimorfismos -460C/T (Tabla 

4.9) y +405G/C (Tabla 4.10) del gen del VEGF-A. Sin embargo, los pacientes con 

endometriosis mostraron una mayor frecuencia del alelo 936T que los controles (Tabla 

4.11).  

Este es el primer trabajo en el que se estudia la correlación entre estos tres 

polimorfismos y los niveles de VEGF-A en extractos endometriales y líquido peritoneal 

de mujeres con y sin endometriosis.  

Aunque en la mayoría de trabajos tampoco se encuentra asociación entre el 

polimorfismo -460C/T y la endometriosis [550-552, 660-663], Hsieh y col. [548] 

describieron que la presencia del alelo -460T confería una mayor susceptibilidad de sufrir 

endometriosis. Esta discrepancia puede deberse a que la distribución genotípica del 

polimorfismo -460C/T en la población de controles de dicho estudio [548] no se 

encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg (P= 0,00006). 

En relación al polimorfismo +405C/G, no observamos asociación entre este 

polimorfismo y la endometriosis, lo que concuerda con los resultados de otros grupos 

[552, 660, 661], pero está en desacuerdo con otros trabajos [549-551, 662, 663]. Sin 

embargo estos últimos trabajos también difieren en sus resultados, de forma que, según 

los grupos de Bhanoori y col. [550] y Altinkaya y col. [662] hay una mayor frecuencia 

del alelo +405G en mujeres con endometriosis, mientras que 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 afectadas. Esta discrepancia a lo largo de 

los diferentes estudios puede deberse a las diferentes poblaciones estudiadas: Sur de la 



 201

India [550], Corea [551], Japón [552], Italia [549], Australia [660] China [661] y Turquía 

[662, 663]. Pero también hay que tener en cuenta los errores experimentales, así por 

ejemplo, en el estudio en población Turca de los polimorfismos –460C/T y +405G/C, 

realizado por Altinkaya y col. [662] en 98 mujeres con endometriosis y 94 controles, se 

observó una mayor frecuencia del alelo +405G y de los genotipos portadores de este alelo 

en mujeres con endometriosis que en las mujeres control. Sin embargo, la ausencia de 

individuos homocigotos para el corte de estos dos genotipos en controles (usaron 

endonucleasas de restricción para el genotipado), nos hace pensar que estos autores han 

sufrido un error de diseño experimental. Sus frecuencias genotípicas y alélicas (-460C 

1,1% y +405G 5,3%, en controles) se alejan de las de cualquier estudio previo e incluso 

de estudios de su propia población [663].  

En relación al polimorfismo 936C/T del VEGF-A, encontramos una asociación 

positiva entre el alelo 936T del gen del VEGF-A y la endometriosis. Este resultado está 

en consonancia con un trabajo realizado en población Japonesa [552] en el que hay mayor 

frecuencia del alelo 936T en mujeres con endometriosis en estadios III-IV que en mujeres 

control, aunque otros tres estudios no encuentran diferencias significativas en población 

Coreana [553], Australiana [660] y China [661]. No está claro si el polimorfismo 936C/T 

está asociado con la expresión del VEGF-A. Aunque Renner y col. [544] describieron que 

el genotipo 936CC está asociado con mayores niveles plasmáticos de VEGF-A que los 

genotipos 936CT y TT, Awata y col. [664] no encontró ninguna correlación significativa 

entre los polimorfismos del VEGF-A y los niveles séricos del VEGF-A. 

La presencia del haplotipo -460C/+405G parece asociarse con una mayor actividad 

promotora y, por lo tanto, con una mayor expresión de VEGF-A, comparada con el 

haplotipo -460T/+405C [665]. Sin embargo, existen discrepancias en cuanto a los 

resultados de los distintos grupos.  

Aunque nuestro estudio [659] comprobó la existencia de desequilibrio de 

ligamiento, tanto en el grupo de mujeres sin endometriosis (control) como en el de 

mujeres con endometriosis, entre los polimorfismos –460C/T (rs833061) y +405G/C 

(rs2010963) (Figura 4.7), al analizar las frecuencias de los cuatro haplotipos resultantes 
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no se encontraron diferencias significativas entre pacientes y controles (Tabla 4.12). Ello 

concuerda con los resultados de Kim y col. [551], que pese a encontrar una mayor 

frecuencia del genotipo +405CC, no encuentran diferencias en las frecuencias 

haplotípicas. Además, Ikuhashi y col. [552] en población japonesa, y Zhao y col. [660] en 

población australiana, tampoco encuentran diferencias en las frecuencias alélicas ni 

genotipicas de los polimorfismos -460C/T o +405G/C, ni en las frecuencias haplotípicas 

derivadas de su combinación, entre mujeres con y sin endometriosis.  

Sin embargo, otros autores si que encuentran asociación entre determinados 

haplotipos y la endometriosis. Así por ejemplo Bhanoori y col. [550], describen una 

mayor frecuencia del genotipo +405GG y del alelo +405G en mujeres con endometriosis 

que en controles (P= 0,002), así como una menor frecuencia del haplotipo -460T/+405C 

en mujeres con endometriosis que en controles (P= 0,016). Pero Attar y col. [663] 

obtienen resultados totalmente opuestos, de forma que encuentran una mayor frecuencia 

del genotipo +405CC (P= 0,027) y del haplotipo -460T/+405C (P= 0,011) en mujeres con 

endometriosis que en controles (P= 0,027). 

 Se ha descrito que tan solo el 16% de los estudios de asociación genética se 

replican con éxito [666]. En el caso de la endometriosis, se ha investigado la asociación 

de distintos genes candidato con la endometriosis, estando la mayoría de ellos implicados 

en los procesos de detoxificación, biosíntesis de esteroides y sus receptores y regulación 

del sistema inmunológico. Y, al igual que ocurre en otras enfermedades complejas, la 

mayoría de los hallazgos positivos no se han podido replicar [652]. 

La mayoría de estos estudios no concuerdan debido a la posible implicación de 

numerosos genes con efectos modestos, al sesgo producido por el uso de pequeñas 

poblaciones y además por el sesgo en las publicaciones, ya que los investigadores, 

editores y revisores tienden a enviar o a aceptar manuscritos para su publicación basados 

en resultados positivos, siendo los negativos difíciles de localizar [652]. 

No hay trabajos previos al nuestro [659] que estudien la influencia de estos tres 

polimorfismos del gen del VEGF-A sobre su expresión en tejido endometrial y líquido 
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peritoneal en mujeres con y sin endometriosis. Como hemos indicado previamente [10], 

junto con otros grupos [65, 473, 583, 585, 587], observamos un incremento en los niveles 

de VEGF-A en el endometrio (Tabla 4.3 y Figura 4.8a) y en el líquido peritoneal de las 

mujeres con endometriosis (Tabla 4.6 y Figura 4.9a), lo que sugiere que hay un 

incremento de la actividad angiogénica. Este aumento de la angiogénesis puede contribuir 

a la capacidad de implantación de las células endometriales en lugares ectópicos, 

permitiendo el desarrollo de una lesión endometriósica.  

Sin embargo, no hemos observado diferencias significativas en los niveles de 

VEGF-A en tejido endometrial (Figura 4.8b, c y Tabla 4.13) y líquido peritoneal (Figura 

4.9b y Tabla 4.14) en los tres polimorfismos estudiados, tanto en pacientes como en 

controles [659]. Se ha demostrado que los macrófagos activados del líquido peritoneal 

son una fuente de VEGF-A en endometriosis y que, además, la expresión del VEGF-A 

está regulada por esteroides ováricos [65]. Se ha descrito que, en la endometriosis, 

aumenta el número y la activación de los macrófagos, lo que podría explicar los elevados 

niveles de VEGF-A en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis [65]. 

Aunque en el presente estudio el VEGF-A parece estar relacionado con la endometriosis, 

los niveles de VEGF-A no parecen estar modulados por ninguno de los tres 

polimorfismos estudiados, ni en pacientes ni en mujeres control. Nuestros resultados 

[659] indican que estos polimorfismos no son buenos marcadores de endometriosis y que 

el polimorfismo 936C/T del VEGF-A puede estar asociado con el riesgo de endometriosis 

en población caucásica, aunque el incremento en los niveles de VEGF-A observados en la 

endometriosis no parece estar asociado con este polimorfismo.  

 

Influencia del líquido peritoneal en la expresión de factores angiogénicos y 

proteolíticos en cultivos de células endometriales 

Varios estudios, incluyendo los resultados del presente trabajo [11], sugieren que el 

endometrio eutópico y el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis alteran la 

expresión de algunos componentes de los sistemas de activación del plasminógeno y de 
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las MMPs y, también, de la angiogénesis, indicando que estos sistemas pueden jugar un 

papel importante en la patogenia de esta enfermedad [8, 10, 14, 41, 95, 584-587, 667]. 

Sin embargo, no hay estudios previos del efecto del líquido peritoneal, de mujeres con y 

sin endometriosis, en la expresión y liberación de distintos componentes proteolíticos y 

angiogénicos en cultivos de células endometriales de mujeres con la enfermedad y 

controles.  

La proteolisis extracelular está implicada en los estadios iniciales de la 

angiogénesis, y entre el grupo de proteasas implicadas se incluyen componentes del 

sistema de activación del plasminógeno y de las MMPs [223, 591, 599, 642]. Dado que el 

VEGF-A induce la expresión de uPA [591], parece razonable estudiar simultáneamente la 

expresión de los sistemas fibrinolítico, de las MMPs y de la angiogénesis. 

En relación a los parámetros de los sistemas de proteasas estudiados en este 

trabajo, se observa que el líquido peritoneal, tanto de mujeres control como con 

endometriosis, induce significativamente los niveles de mRNA y proteína de uPA y los 

niveles proteicos de la MMP-3 en los cultivos de células endometriales (Figura 4.11a y 

b). Mientras, ambos tipos de medios suplementados con el líquido peritoneal de mujeres 

con y sin endometriosis indujeron un incremento en los niveles de PAI-1, a nivel de 

mRNA y proteína, en cultivos de mujeres control, sin embargo no se observó un efecto 

significativo en los cultivos derivados de las mujeres con endometriosis (Figura 4.12a y 

b). Tampoco se observaron diferencias significativas en los niveles de TIMP-1 al estudiar 

los distintos cultivos suplementados con distintos medios (Figura 4.12a y b) [11]. 

Por otra parte, se observó que el líquido peritoneal, tanto de mujeres control como 

con endometriosis, inducía un incremento significativo en los niveles de mRNA y 

proteína de VEGF-A en los cultivos procedentes de las mujeres con endometriosis 

(Figura 4.11a y b), mientras que la TSP-1 solo se incrementaba significativamente en los 

cultivos de células endometriales procedentes de mujeres con endometriosis y tratadas 

con líquido peritoneal de mujeres con endometriosis (Figura 4.12a y b). El elevado 

incremento del VEGF-A observado en el endometrio de las mujeres con endometriosis 
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puede indicar una mayor actividad angiogénica, la cual puede contribuir a la capacidad de 

implantación de las células endometriales en sitios ectópicos [11].  

El presente estudio [11] muestra que el líquido peritoneal de las mujeres con 

endometriosis es el que induce un mayor incremento de expresión de mRNA de uPA y 

VEGF-A (en extracto celular) y un mayor incremento de liberación proteica de uPA y 

VEGF-A (en sobrenadante del cultivo), en cultivos endometriales de mujeres con la 

enfermedad (Figura 4.11a y b). El líquido peritoneal contiene distintas citoquinas, 

factores de crecimiento, hormonas esteroideas y factores proteolíticos y angiogénicos 

[645]. Es más, en el líquido peritoneal se han detectado distintos tipos celulares como 

macrófagos, eritrocitos y células endometriales [645]. Los macrófagos activados secretan 

IL-1β, que incrementa la expresión de mRNA del VEGF-A en cultivos de células 

estromales humanas de mujeres con endometriosis [668]. Además, el líquido peritoneal 

de las mujeres con endometriosis induce la producción y liberación de VEGF-A por 

neutrófilos [646]. De esta forma, algunas citoquinas o factores de crecimiento presentes 

en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis pueden contribuir a incrementar 

la angiogénesis en células las endometriales de mujeres con endometriosis.  

También se observó una correlación positiva significativa entre el porcentaje de 

cambio en los niveles de uPA y MMP-3 y los niveles de VEGF-A (Figura 4.13). El 

incremento en los factores proteolíticos inducidos por el líquido peritoneal de pacientes 

también puede favorecer la angiogénesis y las propiedades invasivas de este tejido. El 

desarrollo de explantes endometriósicos implica los siguientes eventos celulares: 

adhesión, invasión, proliferación  y neovascularización. Algunos de estos eventos usan 

procesos similares, por ejemplo, tanto durante la invasión como la neovascularización se 

utilizan procesos proteolíticos [669].   

Los niveles de mRNA y proteicos de de los componentes proteolíticos y 

angiogénicos pueden reflejar la regulación transcripcional y postranscripcional de estos 

componentes y la relación de estos eventos críticos en el desarrollo de la endometriosis. 

En el presente trabajo [11] se observó que el líquido peritoneal induce un mayor 

incremento en los niveles proteicos de uPA, MMP-3 y VEGF-A que en los niveles de 
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mRNA correspondientes. Estos resultados sugieren que ciertas proteínas del líquido 

peritoneal de las mujeres con endometriosis regulan, a nivel transcripcional y 

postranscripcional, factores proteolíticos y angiogénicos en cultivos endometriales de 

mujeres con endometriosis. 

Es más, los aumentos de las actividades proteolítica y angiogénica en el 

endometrio pueden no ser las únicas alteraciones responsables para el proceso de 

implantación en lugares ectópicos. Un ambiente peritoneal alterado, con capacidad 

incrementada para inducir y potenciar alteraciones en el tejido endometrial, puede ser una 

condición necesaria para la patogénesis de la enfermedad.   

En conclusión, el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis induce 

mayores niveles de uPA y VEGF-A en cultivos de células endometriales de mujeres con 

endometriosis que el líquido peritoneal de las mujeres control. Los niveles más altos se 

observaron en cultivos de células endometriales de las pacientes de endometriosis. 

Así, las interacciones endometriales-peritoneales inducen un incremento en los 

factores proteolíticos y angiogénicos en las células endometriales, participando de esta 

forma en el establecimiento y mantenimiento de la endometriosis peritoneal. De cualquier 

forma, el mecanismo específico por el cual se producen factores proteolíticos y 

angiogénicos en las células endometriales tratadas con líquido peritoneal necesita ser 

investigado en profundidad. 

En la actualidad nuestro grupo de trabajo está analizando el papel de diveros 

microRNAs relacionados con la angiogénesis y proteolisis en la endometriosis, con la 

finalidad de saber si una expresión alterada de los miRNAs que modulan estos procesos 

podría ser la causa del desequilibrio de los mismos en la endometriosis [670]. De esta 

manera, nuevas estrategias terapéuticas encaminadas a modular los miRNAs alterados 

(mediante el bloqueo de los sobreexpresados o la potenciación de los subexpresados) 

[671], podrían suponer un verdadero avance en el conocimiento y en el desarrollo de 

nuevas modalidades terapéuticas encaminadas al tratamiento de la enfermedad 

establecida o a la prevención de recurrencias tras el tratamiento quirúrgico de la misma. 
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“Normalmente no rezo, pero si estás ahí, por favor, sálvame Superman” 

 

Homer Simpson 

 



 209

1. El endometrio de las mujeres con endometriosis posee una mayor capacidad 

proteolítica y angiogénica mediada por un aumento de los niveles de mRNA y  

proteína de uPA, MMP-3 y VEGF-A. Todo ello explicaría la capacidad de las 

células endometriales de degradar la matriz extracelular e implantarse en 

localizaciones ectópicas y desencadenar la formación de la lesión endometriósica 

inicial.  

 

2. La mayor expresión de los inhibidores, PAI-1, TIMP-1 y TPS-1 en el endometrioma 

ovárico sugiere que se trata de una lesión con una baja actividad proteolítica y 

angiogénica.   

 

3. El aumento de uPA, MMP-3 y VEGF-A en el líquido peritoneal de las mujeres con 

endometriosis podría permitir el desarrollo de la lesión endometriósica. El aumento de 

los niveles de PAI-1 en líquido peritoneal de las pacientes podría contribuir al 

aumento de las adherencias peritoneales observado en estas pacientes.  

 

4. La distribución del genotipo 4G/5G del gen del PAI-1 es similar en pacientes y 

controles. Sin embargo, en mujeres control los niveles de PAI-1 en tejido 

endometrial y líquido peritoneal se asociaron con dicho polimorfismo, siendo más 

elevados en las mujeres con genotipo 4G/4G.  

 

5. En relación a los polimorfismos estudiados del gen del VEGF-A, nuestros 

resultados sugieren que el polimorfismo 936C/T puede estar asociado con el riesgo 

de endometriosis. Sin embargo, el aumento de los niveles de VEGF-A que se 

observa en el endometrio eutópico y en el líquido peritoneal de las mujeres con 

endometriosis no parece asociarse con este polimorfismo.  
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6. El líquido peritoneal de mujeres con endometriosis induce mayores niveles de uPA 

y VEGF-A en cultivo de células endometriales de mujeres con endometriosis que el 

líquido peritoneal control. Ello indica que la interacción endometrio-líquido 

peritoneal induce un aumento de factores angiogénicos y fibrinolíticos que puede 

contribuir al desarrollo de las lesiones endometriósicas. 

 

7. Los resultados del presente estudio sugieren que el aumento de activadores 

proteolíticos y de factores angiogénicos en el endometrio de mujeres con 

endometriosis podría contribuir al potencial invasivo de las células endometriales. El 

aumento de inhibidores y la disminución de la actividad proteolítica y angiogénica 

observados en el tejido endometriósico podría explicar el frecuente hallazgo clínico del 

quiste ovárico endometriósico aislado sin invasión del tejido ovárico circundante. 

 

8. La existencia de un desequilibrio proteolítico y angiogénico a nivel endometrial, 

peritoneal y en el tejido endometriósico podría abrir nuevas líneas de investigación 

encaminadas a una mayor comprensión de los mecanismos implicados y a la 

aplicación de nuevas terapias. 
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“El primer pecado de la humanidad fue la fe, la primera virtud la duda”.  

 

Carl Sagan 
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