UNIVERSIDAD
DE GRANADA

PROGRAMA DE DOCTORADO DE MEDICINA CLINICA Y SALUD PUBLICA

TESIS DOCTORAL

IMPORTANCIA DEL MICROAMBIENTE OXIDATIVO EN LAS
ALTERACIONES DE LOS MECANISMOS DE ADHESION CELULAR
RELACIONADOS CON EL DESARROLLO DE ENDOMETRIOSIS. PAPEL
DE LA EXPOSICION INADVERTIDA A SUSTANCIAS QUIMICAS CON
ACTIVIDAD HORMONAL.

AUTORA: INMACULADA LENDINEZ ROMERO

DIRECTOR: FRANCISCO ARTACHO CORDON

Granada, 2021



Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales
Autor: Inmaculada Lendinez Romero
ISBN: 978-84-1306-847-3

URI: http://hdl.handle.net/10481/68182


http://hdl.handle.net/10481/68182




AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, me gustaria agradecer la posibilidad de llevar a cabo
esta tesis a todo el equipo, que con esfuerzo y su tiempo han permitido
que todo saliera a delante y porque gracias a ello, he crecido en
conocimiento sobre temas que para mi eran desconocidos 6 quizds,
fuera de este objetivo no habria podido adquirir. En especial, quiero
agradecer el trabajo incondicional de mi director, Fran Artacho Cordon,
por su ayuda, su paciencia y su el tiempo que ha dedicado para que esta
tesis se llevase a cabo.



Esta tesis quiero dedicarla a las personas mds importante en mi vida, a
Alfredo, mi padre y mi madre. Gracias por aguantar cada dia mis
estados de dnimo, mis enfados y mis agobios, porque ese apoyo me ha
permitido darme cuenta de la importancia de las cosas y seguir hacia
delante cada dia que me venia abajo.

Si alguien es responsable de que esta tesis haya sido posible, ha sido
gracias a mis padres, que han permitido que cada objetivo que me he
propuesto se hiciera realidad porque han puesto todo lo que han tenido
a su alcance para que no me faltase de nada.



"No se diagnostica lo que no se conoce o aquello en lo que no se
piensa, que casi siempre es por conocerse poco y se diagnostica con
dificultad aquello que se ha visto en contadas ocasiones”.

(M.A. Moreno)



Esta tesis doctoral se ha realizado gracias a la financiacién publica
recibida para los siguientes proyectos de investigacion:

1.

“Contribucion de la exposicion humana a disruptores
endocrinos en el riesgo y desarrollo de endometriosis”
financiado por la Catedra de Investigacion Antonio Chamorro-
Alejandro Otero de la Universidad de Granada

“Contribucion de la exposicion humana a disruptores
endocrinos en la génesis y desarrollo de endometriosis en
mujeres en edad fértil” financiado por el Instituto de Salud
Carlos 11l (P117/01743)



FIGURAS. ....eeeeeetecte et tee et ae s s st s s s sae s s st essssesesssssssaesesassesansnsssnasssnansssananans 1
TABLAS ...ttt e st ae st e s s s s s s s st s ae s e s st et en st et en et s s et s s e et enaetesanens 3
GRAFICAS ...ttt ettt s sttt s s s s et et e s s s asanaese s sees 4
ABREVIATURAS ......oovvieieetieetettesae sttt ss s sass e se st ss s sa s s e s sanaes 5
L. RESUMEN ...oooviieceeiceeteecee ettt et s et sae s st ena s naesesassesnenans 9
2. INTRODUCCION ....covieeeiecteteteete ettt sttt asae et es s sasaesesanas 16
1.1 ENDOMETRIOSIS. DEFINICION .....coverecereeeeeeeeereeeeeetesete e snes 16
2.1 REFERENCIAS HISTORICAS .......covuivereieerereiesessaesssee e seses e, 19
2.2 EPIDEMIOLOGIA ...ttt 22
2.3 ASPECTOS CLINICOS DE LA ENDOMETRIOSIS ......oervvreererereerererieseseeaeneen, 24
23.1  ANATOMIA TOPOGRAFICA .....ocueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeae e senanans 24
2.3.2  TIPOS DE LESION....cooieeeeieeeereeeceeeeeeeteseseiesesaesessse s sessssssssssssssenanenns 25
2.3.3  ANATOMIA MICROSCOPICA .....cocvviieriereretsieeeeeie e 31
2.3.4  ESTADIO CLINICO DE LA ENDOMETRIOSIS ....covervrreererereererreernananns 32

2.4  SINTOMAS ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD .......ocvveeeereeraereeeceereneeaeneen, 38
241  DIMENORREA Yy DOLOR PELVICO CRONICO ....coovvrerrerceererceerenennns 39
242  SINTOMAS UROLOGICOS E INTESTINALES ......ovvvreererceererneeseneennns 39
2.4.3  DISPAREUNIA. ....oouiteiiectetceeteiete ettt 40
244  TRASTORNOS REPRODUCTIVOS .....cooviuerrereerierieseeesesesaesssesaesenanaes 41
2.45  ALTERACIONES MUSCULO-ESQUELETICAS.......oeerreerrrrrerrnierrannans 44
246  AFECTACION PSICOLOGICA ....coovveeeeceereteteeeeeeeee e 45
247  CALIDAD DE VIDA ...ovveeeieeeeeeeeceeeeeeeeseseessesassesesassesessssesassssssssesananns 46

2.5  RIESGO DE MALIGNIZACION EN ENDOMETRIOSIS .....cucvverrerrecrerererrnene, 46
2.6 ETIOPATOGENIA. TEORIAS DEL ORIGEN DE LA ENDOMETRIOSIS ............. 48

2.6.1 TEORIAS BASADAS EN UN ORIGEN UTERINO DE LA ENDOMETRIOSIS
49



2.6.2 TEORIAS BASADAS EN UN ORIGEN NO UTERINO DE LA

ENDOMETRIOSIS «..ovovevreerece ettt seesesaesesses s ses s ssse s sssse s sesaesssesans 51
2.7  ETIOPATOGENIA. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LA
ENDOMETRIOSIS «.ecvoverevevceevseceeseeeetesesaesesssesesasssseseesessssessssssesssesessssssesasssssssssnas 53
2.8 LA HIPOTESIS DE LA DISRUPCION ENDOCRINA .......corvieererrreerrrerrenenes 64
2.8.1  CLASIFICACION DE LOS DISRUPTORES ENDOCRINOS...........ccocvec..... 65
2.8.2  BISFENOL A ...oouiveeeeeeeeeeeieeeeeteseseseesesesaesss s ss s nsesssassssssenans 68
2.8.3  OTROS TIPOS DE BISFENOL ......cvveecereceeeeeceeseeeceeseseesssessssssessssesenanns 72
2.84  FUENTES DE EXPOSICION Y MECANISMOS DE ACCION DE LOS
BISFENOLES ....voveveeevectceesseeseesseess s st saesasses s s sesas s sessssnsesssssssessssessssassesans 74
2.8.5 EFECTO BIOLOGICO ...ttt 76

2.8.6 CONSECUENCIAS DE LA EXPOSICION A BISFENOLES EN LA SALUD
HUMANA78

2.9 FISIOPATOLOGIA DE LA ENDOMETRIOSIS .....vvvieiierecrereieeeese e 81

2.9.1 CREACION DE UN MICROAMBIENTE INFLAMATORIO Y OXIDATIVO
CRONICO 82

29.2 SUPERVIVENCIA CELULAR INCREMENTADA ......oooiiiirierreeeeesieenieene 90
2.9.3  EVASION DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA........ccccovuerreircrnannes 92
294 CREACION Y CRECIMIENTO DE TEJIDO NEUROVASCULAR................. 93
295 ADHESION E INVASION CELULAR .....cvvveeececeereteeeeereeeie e, 94
HIPOTESIS Y OBJETIVOS.....cvcviiieeiceeteveiisesiete e sessesesaese s se s 98
MATERIALY METODOS ....ocvviieieeteteteteieeeeeie et ae s be s se s 101
4.1 DISENO DEL ESTUDIO ...ovvvieieieeeeieiiseete et 101
4.2 RECLUTAMIENTO DE LAS PARTICIPANTES .....coooieiiiiieiienieeieeieeiee e 101
421 Criterios de inclusion y eXclusion .........cccecuveeieiiiee e 102
43 RECOGIDA DE MUESTRAS BIOLOGICAS........coeverieeeecrerereieeieeere s 103
4.4 RECOGIDA DE INFORMACION DE LAS PARTICIPANTES ........ccccoeveverrnne. 104
4.5 MEDIDA DE LA EXPOSICION A BISFENOLES.......c.cooveurrererereeeeererereresnane 106
4,5.1 Extraccion quimica de las muestras ........cccvvveeeeeeevcccinreeeeeeeeecnnnen, 106

45.2 Determinacion analitica de BPA, BPF y BPS ......ooveeviiieeieciieeecee, 107



4.6 ANALISIS DE BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO.......cccvvvrvernnnens 108

46.1 Peroxidacion lipidiCa......cccvueeeicciiee e 108
46.2 Poder antioxidante total .........cccceeeciieeiciiiee e 109

4.7  ANALISIS DE LAS ADHESION CELULAR .......cocoeveereereretereeeeiere e eesaeaene, 109
4.8 ANALISIS ESTADISTICO ...voveeeeeieeeeieeeeeeceetete ettt 110
5. RESULTADOS ...ovuivvieieetieseetsesaesesaesessse s ssae s s s s s ss s sassesanas 115

5.1 Objetivo 1. Evaluar la magnitud de la exposicion a bisfenoles (BPA, BPF y
BPS) y los factores relacionados en la poblacion de estudio ..........ccccceeuuveeenneee. 123

5.2 Objetivo 2. Analizar el papel de la exposicién a bisfenoles y el riesgo de
1YL o 0 Y=Y d g o 1 TSR 126

53 Objetivo 3. Explorar el efecto mediador del estrés oxidativo en la
asociacién entre exposicion a bisfenoles y el riesgo de endometriosis.............. 131

5.4 Objetivo 4. Investigar la influencia de la exposicion a bisfenoles en los

mecanismos de adhesion celular en mujeres con endometriosis. ..................... 137
B, DISCUSION ...ttt ettt 140
7. LIMITACIONES Y FORTALEZAS ....ccttiiieiieeieeteete ettt ettt 153
7.1 LiIMItacionN@S.....cciiiiiiiiiiiiiiiiii e 153
7.2 FOrTalezas ......oeoreiiiieieee s 154
8. CONCLUSIONES ...ttt ettt sttt ettt st sttt ettt e sbe e st sareere e 156

9. BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt a et n s 160



LISTADO DE FIGURAS

FIGURAS

Figura 1. Tasas de incidencia de endometriosis por edad en Estados

Unidos.

Figura 2. Tipos de lesiones peritoneales y endometrioma ovarico debido a

endometriosis.
Figura 3. Lesion blanca peritoneal por endometriosis.
Figura 4. Imagen de endometriomas ovaricos y su contenido achocolatado

Figura 5. Anatomia pélvica femenina en plano coronal (a) y sagital (b),

mostrando localizaciéon de endometriosis infiltrativa profunda.
Figura 6. Estudio anatomopatolégico de tejido endometriésico.

Figura 7: Histologia del endometrioma y posibles anomalias epiteliales

asociados a endometriosis.

Figura 8. Estadiaje clinico de la endometriosis de la ASRM revisada.
Figura 9. Clasificacion de ENZIAN

Figura 10. Endometriosis Fertility Index (EFI).

Figura 11. Esquema de las teorias etiopatogénicas de la endometriosis.

Figura 12. Factores epidemiolégicos y mecanismos moleculares

implicados en el desarrollo de la endometriosis.
Figura 13. Bisfenol-A (BPA).
Figura 14. Metabolismo del Bisfenol-A.

Figura 15. Teoria fisiopatologica de la endometriosis



LISTADO DE FIGURAS

Figura 16. Diagrama de biomarcadores relacionados con endometriosis.

Figura 17. Esquema de los procesos que favorecen y permiten la

formacion de implantes de endometriosis.



LISTADO DE TABLAS Y GRAFICAS

TABLAS

Tabla 1. Distribucién anatémica de la endometriosis.

Tabla 2. Tabla 2. Caracteristicas de los casos de endometriosis y
controles.

Tabla 3. Variables relacionadas con higiene personal y productos de
belleza en la poblacién de estudio.

Tabla 4. Variables relacionadas con el habito dietético en la poblacién de
estudio.

Tabla 5. Niveles de bisfenol en orina (ng/mL) en la poblacién de estudio.

Tabla 6. Factores relacionados con las concentraciones en orina de BPA
(n=99). Analisis de regresién lineal multivariante.

Tabla 7. Relacion entre bisfenol urinario y riesgo de endometriosis.
Analisis de regresion logistica multivariante.

Tabla 8. Niveles de bisfenol urinario (ng/mL) en los casos en funcidon del
grado de endometriosis, reagrupado segun la clasificacion rASRM.

Tabla 9. Relacién entre exposicion a bisfenol y el estadio de
endometriosis en la poblacion de estudio. Analisis de regresion logistica
multivariante.

Tabla 10. Niveles urinarios de TBARS y SAT (uM) en la poblacion de
estudio.

Table 11. Relacién entre niveles de TBARS y PAT y riesgo de
endometriosis. Analisis de regresion logistica multivariante.

Tabla 12. Niveles de TBARS y SAT en orina (uM) en funcién al estadio de
endometriosis en la poblacién de estudio

Tabla 13. Asociacion entre los niveles de TBARS y PAT en orina y el
estadio de la endometriosis en la poblacién de estudio.

Tabla 14. Relacidn entre niveles de estrés oxidativo y bisfenol en orina.
Analisis de regresién lineal.



LISTADO DE TABLAS Y GRAFICAS

Tabla 15. Efecto mediador del estrés oxidativo en la asociacién entre
bisfenol urinario y riesgo de endometriosis. Analisis de regresion logistica
multivariante.

Tabla 16. Niveles de vimentina en tejido endometriésico de mujeres con
endometriosis.

Tabla 17. Asociacion entre estadio de la endometriosis y los niveles de
vimentina. Andlisis de regresion logistica.

Tabla 18. Asociacién entre exposicion a bisfenol y niveles de vimentina.
Analisis de regresion lineal.

Tabla 19. Asociacidn entre estrés oxidativo y niveles de vimentina.
Analisis de regresion lineal.

Tabla 20. Resumen de articulos publicados a cerca de la relacion entre
exposicion a BPA y el riesgo de endometriosis en humanos.

GRAFICAS

Grafica 1. Prevalencia de la endometriosis diagnosticada estratificada por

grupos de edad.
Grafica 2. Evolucidén de la incidencia de endometriosis 2000-2015.
Grafica 3. Distribuciéon del consumo mundial de BPA en 2018.

Grafica 4. Representacion grafica de la relaciéon entre niveles de TBARS

por terciles y bisfenol en orina.



ABREVIATURAS

Y'bisfenoles: sumatoria de bisfenoles

AEN: neoplasias malignas asociadas a endometriosis
ASMR: American Society for Reproductive Medicine
Bcl-2

BPA: bisfenol-A

BPAF: bisfenol-AF

BPF: bisfenol-F

BPS: bisfenol-S

COX-2: ciclooxigenasa 2

DDT: diclorodifeniltricloroetano

DEs: disruptores endocrinos

DLLME: microextraccion dispersiva liquido-liquido
E1l: estrona

E2: estradiol

ECHA: Agencia Europea de sustancias y mezclas quimicas
EFI: Endometriosis Fertility Index

EHPect: World Endometriosis Research Foundation
EndEA: Endometriosis y Exposicién Ambiental
eNOS: 6xido nitrico sintetasa endotelial

ERRYy: receptor relacionado con los estrégenos y
ERa: receptor estrogénico o

ERp: receptor estrogénico 3

FAD: flavin adenin dinucle6tido

FOXO01: forkhead box o1 (factor de transcripcion)

GC-MS: cromatologia gaseosa-espectrometria de masa



Gen supresor de tumores PTEN

GPER: receptores de proteinas acoplados G

H&E: tincion hematosina & Eosina.

HCL: Acido clorhidrico

HOXA-10: homeobox A10 (factor de transcripcion),
HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia
HSD17(2: enzima 17f hidroxiesteroide dehidrogenasa de tipo 2
[L-1: interleuquina 1

[1-6: interleuquina 6

[L-8: interleuquina 8

IMC indice de masa corporal

JNK: quinasa terminal c-Jun NH2

LC-MS: espectrometria liquida-cromatografia de masa
LD: limite de deteccién

LOOD: hidropero6xido de lipidos

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitégenos
MCP-1: proteina quimiotrayente de monocitos-1,
MDA: malondialdehido

MEC: componentes de la matriz extracelular

MMP: metaloproteinasas,

MS: Cromatografia de masa

NaCl: cloruro sédico

NAD: nicotinamida adenina dinucle6tido

NCoR2: correpresor del receptor nuclear-2,

NF-kB: factor nuclear kB,

NK: células Natural Killer

OR: Odd ration


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-kinases
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-kinases

P4: progesterona 4

PAT: poder antioxidante total

PGE2: prostaglandinas E2

PPARy: factor de transcripcion dependiente de ligando
PR: receptor de la progesterona

ROS: especies reactivas oxidadas

TBARS: sustancias reactivas al acido barbiturico
TCDD: toxina 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina
TEM: transicion epitelio-mesénquima

TGF: factor de crecimiento transformante 3

TNF: factor de necrosis tumoral

UHPLC-MS/MS: cromatografia liquida de ultra alta acoplado a un
detector de espectrometria de masas con triple cuadrupolo

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular
WERF: Fundacién para la Investigaciéon Mundial de Endometriosis

WHO: Organizacién Mundial de la Salud.



01

RESUMEN



INMACULADA LENDINEZ ROMERO W

1. RESUMEN

Introduccion: La endometriosis es una enfermedad ginecolégica
caracterizada por la presencia de tejido endometrial funcionante
fuera de la cavidad uterina, lo cual induce una reacciéon inflamatoria
local en el lugar de implantacidn. Su localizaciéon mas frecuente es la
pelvis, principalmente los ovarios y las areas cercanas que estan
cubiertas por peritoneo. Se trata de una enfermedad polimorfa, que
afecta al 2-10% de mujeres en edad fértil, con una gran variedad de
lesiones y grado de afectacidn, lo que se traduce en una diversidad
de sintomas, entre los que se incluyen el dolor pélvico crénico, la
dismenorrea, la dispareunia, sintomas urolégicos e intestinales,
trastornos reproductivos, alteraciones musculo-esqueléticas,
afectacién psicolégica, e incluso riesgo de desarrollar algunos tipos
de neoplasias malignas. Sin embargo, a veces los sintomas son
inespecificos o incluso, puede ser asintomatica, lo que supone un
retraso en su diagndstico y periodos prolongados de tiempos sin
tratamiento. Por ello, es una causa mayor de discapacidad y que
afecta significativamente a la calidad de vida de las pacientes.
Existen multiples teorias que intentan explicar el origen de la
endometriosis, siendo la mas aceptada la teoria de la menstruacion
retrégrada, Sin embargo, su etiopatogenia es aun desconocida,
siendo considerada una enfermedad multifactorial, en la que estan

implicados de forma compleja factores anatémicos, hormonales,
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inmunologicos, genéticos, epigenéticos y ambientales. Se ha

propuesto que la exposicion inadvertida a bisfenol A (BPA),
compuesto de mayor produccion mundial y extensamente
distribuido en nuestra vida cotidiana formando parte de envases de
plastico, recubrimiento de latas, productos de cosmética e higiene
personal, podria jugar un papel importante en el desarrollo de la
endometriosis por su actividad xenoestrogénica como disruptor
endocrino. Sin embargo, los estudios al respecto son muy escasos y

con resultados muy contradictorios.

Objetivos: El objetivo principal de esta tesis es estudiar el impacto
que supone la exposicion inadvertida a BPA y sus derivados
[bisfenol F (BPF) y bisfenol S (BPS)] en la endometriosis. Para ello,
los objetivos especificos de esta tesis doctoral fueron (1) evaluar la
magnitud de la exposicion a BPA y sus derivados y los posibles
factores relacionados con dicha exposicion; (2) analizar el papel de
la exposicidn a bisfenoles y el riesgo de endometriosis; (3) explorar
el efector mediador del estrés oxidativo en la asociaciéon entre
exposicion a bisfenol y riesgo de endometriosis y (4) investigar la
influencia de la exposicion a bisfenoles y del estrés oxidativo en los

mecanismos de adhesion celular en la endometriosis.

Material y Métodos: Se llevo a cabo un estudio caso-control que
incluy6 un total de 124 mujeres reclutadas entre enero de 2018 y
julio de 2019 [35 mujeres con endometriosis (casos) y 89 mujeres

sin endometriosis sometidas a cirugia abdominal por otros motivos

10
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(controles)]. La endometriosis se diagnosticO (en casos) o se

descartd (en controles) mediante la inspeccion quirdrgica de la
pelvis y biopsia de las lesiones sospechosas para estudio histolégico.
Se recogieron muestras de orina en ayunas antes de la cirugia para
determinar las concentraciones de BPA, BPS, BPF, sustancias
reactivas al acido barbiturico (TBARS) y poder antioxidante total
(PAT). Las asociaciones de las concentraciones de bisfenol y los
biomarcadores de estrés oxidativo con el riesgo de endometriosis se
exploraron con analisis multivariantes de regresién logistica y

lineal.

Resultados: En relacion al primer objetivo de esta tesis doctoral, el
BPA fue detectado en el 100.0% de los casos y en el 88.5% de los
controles, con una concentraciéon media de 6.6+4.2 ng/mL en los
casosy 6.4+6.8 ng/mL en los controles (diferencias no significativas,
p-valor>0.050). Residir en medios urbanos se asocid
significativamente con mayor riesgo de exposicién a BPA [exp([3)
1.94 (IC95% 1.05-3.57), p-valor 0.034]. En cambio, el consumo de
fruta (al menos 2 veces en semana) se relacion6 con menores niveles
en orina de BPA [exp() 0.44 (IC95% 0.21-0.93), p-valor 0.032].
Otras caracteristicas del estilo de vida como fue el consumo de
mantequilla, el consumo de huevos o la frecuencia de uso de
magquillaje se asociaron con mayores concentraciones de BPA,
aunque la asociacion fue cercana a la significacion estadistica (p-

valor < 0.100).

11
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En relacion al segundo objetivo de esta tesis doctoral, tras ajustar los

modelos por edad, indice de masa corporal, paridad, residencia y
creatinina urinaria, las concentraciones de BPA [OR 1.5 (IC95% 1.0-
2.3), p-valor 0.049] y Zbisfenoles en orina [OR 1.5 (IC95% 0.9-2.3),
p-valor 0.089] se asociaron con un mayor riesgo de endometriosis.
No se asocié con la presencia de BPS y BPF. La clasificacion de las
mujeres por tertiles de exposicibn reveld6 asociaciones
estadisticamente significativas entre el riesgo de endometriosis y el
segundo tertil de exposicion al BPA [OR 3.7 (IC95% 1.3-10.3) y
Ibisfenoles [OR 5.4 (IC95% 1.9-15.6)]. En funcién al estadio clinico
de la enfermedad, aunque los niveles tanto de Xbisfenoles como de
BPA y BPF fueron mayores en mujeres con endometriosis en estadio
III/IV, estas diferencias no fueron significativas y no se encontro
asociacion con el estadio de la enfermedad, excepto para la

exposicion a BPF [OR 2.7 (IC95% 1.1-7.0) p-valor 0.035].

En relacidn al tercer objetivo de esta tesis doctoral, la concentracion
media de TBARS fue mas elevada en mujeres con endometriosis en
comparacion con el grupo control, aunque con una diferencia
marginal (4.4+3.3 puM frente a3.7+3.7 uM; p-valor 0.062). Tras
estratificar por terciles, se encontr6 mayor riesgo de endometriosis
en mujeres con concentraciones en orina de TBARS superior a
4.23uM [OR 3.8 (IC95% 1.0-13.9), p-valor 0.047]. Por el contrario,
no se encontrd6 una asociacion significativa entre el riesgo de
endometriosis y los niveles de PAT. No se encontro relaciéon entre
niveles de TBARS y el estadio de la enfermedad. Por otro lado, en

12
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cuanto a larelacion entre exposicidn a bisfenol y los niveles de estrés

oxidativo, se apreci6é relaciéon positiva pero no significativa entre
niveles de BPA y TBARS en orina [exp(8) 1.1; [C95% 1.0-1.2; valor p
0.188] y entre las concentraciones de Zbisfenoles y TBARS [exp([)
1.1; IC95% 1.0-1.2; valor p 0.230]. La estratificacion del TBARS por
terciles identific6 que estas asociaciones positivas alcanzaban la
significancia estadistica en el tercil de mujeres con mayor exposicion
a BPA y XBisfenoles. Ademas, en relacién al efecto mediador del
estrés oxidativo, la influencia de la exposicion a BPA en el riesgo de
endometriosis solo era observada en el grupo de mujeres con
niveles mayores a 4.23 puM [OR 2.0 (IC95% 1.0-4.1)]. Se midieron los
niveles de vimentina en el tejido endometridsico de las pacientes
con endometriosis, encontrando niveles mas elevados de ésta en
mujeres con estadios III/IV respecto a aquellas con niveles iniciales
de la enfermedad, aunque sin significacion estadistica (203,99 ng/g
de tejido vs 142,47 ng/g de tejido respectivamente, p-valor 0.374).
Sin embargo, no se encontré asociacion entre los niveles de
vimentina en el tejido y el mayor estadio de la enfermedad. Se
encontré asociacidn significativa entre los niveles urinarios de BPF
y mayores niveles de vimentina en el tejido endometridsico [exp([3)
3.0; 1C95% 1.12-8.09; valor p 0.032]. Finalmente, no hubo

asociacion entre los niveles de estrés oxidativo y vimentina.

Conclusion: Los resultados de esta tesis doctoral indican que la
exposicion inadvertida a bisfenoles puede estar relacionada con el
riesgo de endometriosis, especialmente relevante en el caso del BPA.
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Ademas, la exposicion a bisfenoles podria incrementar los niveles de

estrés oxidativo, el cual a su vez se asocia con mayor riesgo de
endometriosis. De hecho, esta tesis doctoral demuestra, por primera
vez, que el estrés oxidativo puede desempefar un papel crucial en
esta asociacion entre exposiciéon a bisfenoles y el riesgo de
endometriosis. Aunque sin alcanzar diferencias estadisticamente
significativas, las mujeres con endometriosis con un mayor estadio
clinico de la enfermedad presentan un mayor nivel de vimentina,
compatible con un mayor grado de transformaciéon en un fenotipo
mesenquimal. Los niveles de BPF se relacionan con una induccion

de este proceso.
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2. INTRODUCCION

1.1 ENDOMETRIOSIS. DEFINICION

La endometriosis es una enfermedad ginecoldgica caracterizada por
la presencia de tejido endometrial funcionante (epitelio glandular y
estroma) fuera de la cavidad uterina, lo cual induce una reacciéon
inflamatoria local en el lugar de implantacion. Los sitios mas
comunmente afectados son el peritoneo y los 6rganos pélvicos,
principalmente el ovario (Vercellini et al. 2014). Se trata de un
proceso benigno pero invasivo, dependiente de estrogenos, que
tiende a progresar y recidivar, principalmente en las formas
profundas. Por ello, recientemente existe una comprensiéon de la
endometriosis como una enfermedad sistémica con multiples
manifestaciones fuera de los parametros de la enfermedad

ginecolégica clasica (Taylor et al., 2021).

En si, es una patologia extraordinariamente polimorfa con una gran
variedad de lesiones y grado de afectacion, lo que se traduce en una
diversidad de sintomas, entre los que se incluyen el dolor pélvico
cronico, la dismenorrea o la dispareunia, aunque a veces los
sintomas son mas inespecificos o incluso, puede ser asintomatica, y
por ello en algunos casos se descubre de forma casual durante una
cirugia realizada por otro motivo, en estudios de infertilidad o en
una revision ginecologica de rutina. Como consecuencia, se ha

descrito un importante retraso en el diagnéstico, cuya estimacion
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ronda entre los 8 y 12 afos desde la apariciéon de los primeros
sintomas (Kiesel & Sourouni, 2019), siendo diagnosticada en
algunos casos con estadios avanzados (Giudice et al. 2004). Estudios
recientes informan especificamente de un retraso diagnostico de
entre 5y 10 afios desde el inicio de los sintomas para Europa; siendo
de 8 afos en el caso concreto de Espafia ( Dunselman et al. 2014).
Teniendo en cuenta que la endometriosis es una causa mayor de
discapacidad y que afecta significativamente a la calidad de vida de
las pacientes, este retraso en el diagndstico puede empeorar el
pronostico de la enfermedad al suponer periodos prolongados de
tiempo sin tratamiento (Nnoaham et al,, 2011). En la actualidad, la
vision directa de las lesiones mediante laparoscopia/laparotomia
asociada siempre a estudio anatomopatologico de la toma de biopsia
de las lesiones sigue siendo el “gold standard” para el diagndstico de
confirmacion de endometriosis. Sin embargo, se trata de un método
invasivo y con costes asociados (Dunselman et al. 2014). Por tanto,
segun las guias clinicas actuales, no es obligatorio someter a una
paciente a cirugia para confirmar la enfermedad, sino que siempre
que existan criterios clinicos, exploratorios y/o por imagen que
proporcionen sospechas fundadas de endometriosis, se pueden
iniciar tratamientos médicos que sean seguros y bien tolerados. Sera
preciso la laparoscopia diagndstica en caso de duda con los métodos
no invasivos, cuando se necesite confirmacion histologica de la

enfermedad para planificar determinados tratamientos o en casos
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que precisen tratamiento quirurgico de la enfermedad (Carrera et

al. 2018; Dunselman et al. 2014).

Se trata de una enfermedad cuya evolucién puede comprometer la
fertilidad, derivar en complicaciones durante el embarazo,
incrementar el riesgo de enfermedad coronaria, e incluso se ha
descrito el aumento de riesgo a largo plazo de determinados tipos
de cancer ginecoldgico (Matias-Guiu et al. 2018). Sin embargo, pese
a la relevancia para la salud de la mujer, la endometriosis sigue
siendo una enfermedad controvertida en la que persisten muchas
dudas en cuanto a su incidencia y prevalencia, la patogénesis,
historia natural y el tratamiento 6ptimo. Es una enfermedad que
implica un importante deterioro en la calidad de vida de algunas
pacientes y con repercusién econdmica y social. En 2011, la
Fundacién para la Investigacion Mundial de Endometriosis (WERF)
puso en marcha el estudio EndoCost con el fin de estimar los costes
directos e indirectos que derivan de esta enfermedad, e identificar
posibles factores que pudiesen influir en ellos. Los autores
observaron que los costes directos derivados de la enfermedad (lo
que incluye medicamentos, intervenciones quirurgicas y
supervision médica, entre otros) oscilaban entre 1.109 y 12.118%
por paciente y afio, aunque existian grandes diferencias entre paises
(Soliman et al., 2016). Ademas, este estudié calculd, ademas, los
costes indirectos asociados, los cuales oscilaron entre 3.314 y
15.737$% por paciente y afio (Soliman et al., 2016), lo que resulta en
una carga econdmica que es, al menos, comparable a la carga
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derivada de otras enfermedades cronicas, como la diabetes mellitus.
En Europa, la carga social anual total asociada a los sintomas de la
endometriosis se estima entre 0,8 y 12,5 millones de euros,
calculado tedéricamente a partir de los costes medios anuales por
mujer tratadas en centros de referencia en todo el continente

(Nnoaham etal.,, 2011).

2.1 REFERENCIAS HISTORICAS

La primera descripcion compatible con endometriosis la llevé a cabo
un médico aleman, Daniel Shroen en 1690, el cual describi6 en su
tesis doctoral una enfermedad de la mujer basada en la formacion
de ulceras que producian sangrado ciclico y que se localizaban en
vejiga, intestino y en los ligamentos de sujecion del utero. No
obstante, en la antigliedad ya se recogian descripciones de mujeres
con dolor pélvico, infertilidad y desordenes menstruales que se
agrupaban bajo el término “asfixia de la matriz”, siendo dificil
distinguir en los relatos historicos cuando se trataba realmente de
endometriosis y cuando de otras dolencias ginecolégicas. Para
mitigar los sintomas que describian estas mujeres, se solian
prescribir remedios tales como el cerebro de liebre (para detener la
menstruacion), granados, la orina de toro o de hombre, la colocacién
endovaginal de testiculos machacados de un macho cabrio o de un
zorro. Aunque de primeras desagradables, podrian considerarse

como los precursores ancestrales de una posterior terapia
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hormonal. Asi, la orina o los testiculos machacados contienen
testosterona, los granados poseen fitoestrégenos y otras sustancias
que podrian actuar como agentes antiproliferativos de los implantes
de endometriosis. En cualquier caso, son remedios mas intuitivos
que los remedios empleados en la antigua Grecia, donde colocaban
a la mujer colgada boca abajo y la sacudian para recolocar el dtero
en su lugar, considerando la patologia como un desplazamiento de

la matriz hacia otras partes del cuerpo (Benagiano et al. 2011).

Ademas, es posible que algunas de las mujeres condenadas durante
la Edad Media por la Inquisiciébn acusadas de brujeria por
menstruaciones aberrantes, sangrados ciclicos por el ombligo,
convulsiones ciclicas, sangrados periédicos por cicatrices, pudiesen
haber sido también pacientes con endometriosis. Estas mujeres eran
quemadas en la hoguera al considerarse estos signos como estigmas
de posesion demoniaca, cuando muy probablemente podrian haber
sido implantes endometridsicos de localizacion atipica como

posteriormente veremos (Knapp, 1999).

Pero pasaron siglos hasta que, en 1860, Carl Von Rokitansky,
meédico, patdlogo, filésofo y politico austriaco, identific6 la
enfermedad como acimulos de tejido disperso a los que denominé
“adenomyomatas” (Benagiano et al. 1991). Fue la primera
descripcion detallada de endometriosis a la que siguieron muchas
otras, fruto de experimentos con cadaveres de médicos y patologos.

La endometriosis recibia entonces sus primeros nombres:
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hematocele catamenial, tumores de sangre, cistosarcomas,

retenciéon menstrual o quistes sanguineos recto-uterinos.

Algunos tratamientos histéricos para paliar los sintomas de la
endometriosis utilizados a finales del siglo XIX y principios del XX
fueron la psicoterapia con terapia electroconvulsiva, sanguijuelas
intravaginales, morfina, alcohol u opio como analgésicos. También
se uso el éter mezclado con licor, unglientos de plantas medicinales,
hasta la extirpacion quirurgica de las lesiones o incluso de los
ovarios, intervenciones que podian superar el 75% de mortalidad en

aquella época (Knapp, 1999).

En esta linea quirurgica uno de los principales impulsores fue el
médico americano Thomas Cullen. Se convirtiéo en el principal
experto de su época tras ser el primero en describir la afectacion de
la enfermedad en nervios pélvicos, apéndice o vias urinarias. Tratd
quirurgicamente con los medios primitivos de la época algunos
casos severos de endometriosis intestinal si bien, pocos de ellos
sobrevivian a las infecciones postquirdrgicas (Benagiano et al. 2014;

Knapp 1999).

Fue el gineco6logo estadounidense ].A. Sampson en 1927 quien
introdujo por primera vez el término “endometriosis” (Sampson,
1927), postulando la menstruacion retrégrada como teoria
etiopatogénica de la endometriosis, siendo actualmente una de las

explicaciones causales mas aceptada.
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

El crecimiento y mantenimiento de los implantes de endometriosis
requieren del estimulo de los estrégenos ovaricos. En consecuencia,
la endometriosis suele acontecer en la edad reproductiva de la
mujer. En nuestro entorno, es una enfermedad prevalente, pero con
unas tasas de prevalencia e incidencia dificiles de estimar. De hecho,
a pesar de numerosos estudios, se desconoce su prevalencia exacta
en la poblacion general, debido entre otros motivos, a variaciones de
las cifras en funcion de la poblacién de estudio (infraestimada en
poblacion sana y sobreestimada en poblaciones candidatas a cirugia
u hospitalizacion por sintomas de dolor y/o infertilidad), y debido a
que sus sintomas pueden ser poco especificos, lo cual dificulta su
diagnéstico (Shafrir et al., 2018). No obstante, se estima que la
endometriosis afecta entre el 2-10% de mujeres en edad fértil, con
un pico de maxima incidencia en el momento del diagnostico entre
los 40 y los 45 afios, convirtiéndola en una de las patologias
ginecoldgicas mas prevalentes de la mujer (Grafica 1). Su incidencia
anual es de 0.1% en el grupo de edad entre los 15 y los 49 afios, con

una tendencia ascendente en los altimos afios (Grafica 2) (Eisenberg et

al, 2018).

Por otro lado, teniendo en cuenta poblaciones seleccionadas, estas
cifras aumentan drasticamente. Por ejemplo, se ha publicado que

entre el 5-50% de las mujeres infértiles y entre el 5-21% de mujeres
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hospitalizadas por dolor pélvico padecen endometriosis (Shafrir et

al,, 2018; Ulett, 2019).
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Grafica 1. Prevalencia de la endometriosis diagnosticada estratificada

por grupos edad (Eisenberg et al., 2018).
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Grafica 2. Evolucion de la incidencia de endometriosis 2000-2015
(Eisenberg et al, 2018).

Por otro lado, aunque la endometriosis ha sido poco estudiada en la

adolescencia, puede ser una patologia frecuente en este periodo en
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aquellas  adolescentes con dolor pélvico, suponiendo
aproximadamente un 30% de los casos, e incluso puede alcanzar
hasta el 75% en adolescentes que se someten a laparoscopia por
dolor pélvico refractario a tratamiento. Por tanto, es importante
descartar el diagnostico de endometriosis en los casos de dolor
pélvico en adolescentes, especialmente en aquellos casos
refractarios a los tratamientos médicos habituales (Shafrir et al.,

2018).

2.3 ASPECTOS CLINICOS DE LA ENDOMETRIOSIS

2.3.1 ANATOMIA TOPOGRAFICA

La localizacion mas frecuente de la endometriosis es la pelvis,
principalmente los ovarios y las areas cercanas que estan cubiertas
por peritoneo, tales como el fondo de saco de Douglas, los
ligamentos anchos y los ligamentos utero-sacros (Tabla 1)
(Dmowski and Radwanska, 1984). Con menor asiduidad se puede
encontrar en las trompas de Falopio, cérvix, vagina, vulva, recto,
sigma, apéndice ileocecal y ligamentos redondos. No obstante, se
han identificado implantes de endometriosis en lugares
extrapélvicos como ganglios linfaticos, higado, pancreas, vejiga,
pulmén, pleura, ombligo e incluso en extremidades (Jenkins et al.
1986; Vercellini et al. 2014). En ocasiones, se ha identificado
implantes de endometriosis en la pared abdominal anterior, en
relacién con la incisién quirdrgica de una cesarea o de episiotomia.
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Horton, et al. (2008) llevaron a cabo una revision bibliografica que
incluy6 455 casos de implantes endometriésicos de pared
abdominal, de los cuales, el 57% y el 11 % estaban en relacién con
partos por cesarea e histerectomia respectivamente. Por tanto, la
endometriosis se ha identificado en practicamente todos los tejidos
a excepcion del bazo, que parece gozar de una proteccidon

inmunoldgica especial (Rock and Markham, 1992).

2.3.2 TIPOS DE LESION

Desde el punto de vista macroscopico la endometriosis puede
presentarse de 3 formas:
1. Peritoneal (tipoI)

2. Ovarica (tipo II)
3. Infiltrante profunda (tipo III)

DISTRIBUCION ANATOMICA DE LA

ENDOMETRIOSIS
FRECUENTES
Ovario INFRECUENTES
Peritoneo pélvico Ombligo
Ligamentos uterinos Cicatriz
o Rifion, uréter, vejiga
Ganglios linfticos pélvicos Biknoore
Cérvix \ Cerebro
Vagina ’
Trompas de Falopio

Tabla 1. Distribucion anatémica de la endometriosis.
(Endometriosis-2014. Documento de consenso de la Sociedad Espafiola de
Ginecologia y Obstetricia (SEGO), 2015)
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> TIPO |: Endometriosis peritoneal

Las lesiones peritoneales suelen tener un aspecto y tamano variable.

Se han descrito tres patrones de lesiones (Nisolle et al., 1990):

-Lesiones rojas (lesiones atipicas): lesiones “en llama”, recientes o

activas. Se trata de lesiones glandulares, petequial y/o areas de
hipervascularizacion (Figura 2A y 2B), principalmente en

peritoneo de los ligamentos anchos y utero-sacros.

-Lesiones negras (lesiones tipicas): lesiones antiguas o poco activas

de color negro o azulado que aparecen como resultado del depdsito
de hemosiderina, proporcionando un color oscuro a la parte interna
del tejido que semejan “quemaduras de pdlvora” (Figura 2B). Estan
formadas por glandulas, estroma, tejido cicatricial y detritus

intraluminal.

-Lesiones blancas: se trata de lesiones peritoneales gruesas de

aspecto blanquecinas y opacas debido a la fibrosis, y que presentan
un contorno irregular (Figura 3). En estas lesiones, los elementos
glandulares son poco frecuentes y tienen una apariencia poco activa.
Son lesiones que corresponden a cicatrices de lesiones activas

previas.

» TIPO Il: Endometriosis ovarica

La afectacion ovarica esta presente en un tercio de los casos de

endometriosis. Puede presentarse como lesiones
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superficiales o bien en forma de endometriomas (Nisolle & Donnez,

1997):

-Focos superficiales pueden tener una apariencia macroscopica

atipica con lesiones marronaceas, lesiones rojas, depositos

parduscos y adherencias en la superficie del ovario.

Figura 2. Tipos de lesiones peritoneales y endometrioma ovarico
debido a endometriosis. A) implante endometridsico tipo lesion roja,
adherencias e hiperemia peritoneal. B) implante peritoneal incluyendo una
lesion roja y otra negra. C) extensas adherencias que distorsionan la
anatémica pélvica normal. D) endometrioma adherido a cara posterior de
utero y que se adhiere al ovario contralateral (Giudice, 2010).
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Figura 3. Lesion blanca peritoneal por endometriosis (Rodriguez Tdrrega,
2016).

Endometriomas o “quistes de chocolate” son formaciones quisticas de

tamafio variable que contienen material espeso de aspecto
achocolatado resultado del acimulo de desechos hematicos (Figura
4). En contraste con la mayoria de quistes hemorragicos y/o
funcionales del ovario, los endometriomas suelen tener paredes
gruesas y adherencias fibroticas a menudo firmemente adheridos a

las estructuras adyacentes (Figura 2D).

o2
Uterus ¢

Figura 4. Imagen de endometriomas ovaricos y su contenido achocolatado

(http://lapgincuc.blogspot.com).
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» TIPO Ill: Endometriosis infiltrante profunda

La endometriosis se considera infiltrante cuando las lesiones
alcanzan mas de 5 mm de profundidad en el peritoneo. Pueden estar
situadas en el fondo de saco de Douglas, en el espacio vésico-uterino
y en otras regiones de la pelvis (Cornillie et al, 1990). Algunos
autores reservan este término para referirse a lesiones ubicadas en
el retroperitoneo, en regiones distintas de la endometriosis comun,
y comprometiendo érganos como intestino, uréteres, vejiga o region
recto-vaginal, pudiendo provocar dolor severo (Vercellini et al.
2014). Se estima que mas del 20% de las pacientes con
endometriosis presentan este tipo y suele ser multifocal en el 61%
de los casos, ademas de coexistir con otros tipos de endometriosis
(Dunselman et al. 2014). Puede producir dolor crénico e infertilidad,
y estd aceptada la relacion entre el nivel del dolor, la localizacién y
la profundidad de invasién. La manifestacién clinica del dolor en
este tipo suele ser dismenorrea, dispareunia, disquecia y dolor
pélvico croénico, acompafiado con frecuencia de rectorragia o
hematuria (Carneiro, et al. 2017). Puede subdividirse en tres tipos
segun su localizacién anatémica como muestra la Figura 5 (Chapron

etal., 2006):

-Compartimento anterior: nodulos localizados en pared vesical

(Kovoor et al,, 2010) o ligamentos redondos (Gui et al.,, 2014).

-Pared pélvica lateral: puede existir afectacion de uréteres, plexos

nerviosos hipogastricos, espina ciatica, ligamento sacroespinoso y,
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en ocasiones nervios profundos de la pelvis como el nervio ciatico o
el nervio pudendo (Ceccaroni et al., 2011). Constituye la forma mas

frecuente de endometriosis infiltrativa profunda

Figura 5. Anatomia pélvica femenina en plano coronal (a) y sagital (b),
mostrando localizacién de endometriosis infiltrativa profunda. (Chamié

etal,2011).

- Compartimento posterior: afectacion de ligamentos utero-sacros,

parametrios, vagina, recto y tabique recto-vaginal (Bonte et al,,
2002; Ruffo et al.,, 2012). Constituye la forma mas frecuente de

endometriosis infiltrativa profunda.

Por ultimo, cabe destacar la posibilidad de encontrar endometriosis
en localizaciones extrapélvicas como intestino delgado, sigma, ciego

y apéndice ileocecal (Pergialiotis et al.,, 2015).
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2.3.3 ANATOMIA MICROSCOPICA

El aspecto microscépico de tejido endometridsico es similar al del
endometrio de la cavidad uterina, siendo los dos componentes
principales el tejido epitelial tipo secretor y el tejido estromal
(Figura 6A). Sin embargo, a diferencia del endometrio, los
implantes de endometriosis a menudo contienen también tejido
fibroso, depoésitos de hemosiderina, quistes e histiocitos
pigmentados en cantidad variable en funcién a la duracién del
proceso (Bonte et al., 2002; Nisolle et al., 1990). Los endometriomas
estan revestidos por epitelio endometrial, estroma y glandulas en la

mayor parte de su superficie interna (Figura 6B y 7A), que los

diferencia de los quistes ovaricos hemorragicos (Muzii et al., 2007).

Figura 6: Estudio anatomopatoldgico de tejido endometridsico. A)
Biopsia de ectocérvix con foco de endometriosis que comprende una lesion
quistica revestida de epitelio y rodeada de estoma con numerosos
hemosideréfagos (H&E aumento x20); B) Endometrioma ovdrico con
caracteristicas atipicas (H&E, aumento x200) (Arafah et al, 2021).
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Anormalidades epiteliales, tales como hiperplasia, atipia o

metaplasia pueden estar presentes en el revestimiento del quiste

(Figura 7B). Aunque la importancia clinica de estos cambios no esta

bien definido (Prefumo et al., 2002).

Figura 7: Histologia del endometrioma y posibles anomalias epiteliales
asociados a endometriosis. A) Pared de endometrioma ovdrico con una sola
capa de células epiteliales y numerosos hemosiderdfagos (H&E, aumento x200);
B) Revestimiento epitelial parcialmente atrdfico con numerosos
hemosideréfagos en estoma (H&E, aumento x40) (Arafah et al., 2021)

2.3.4 ESTADIO CLINICO DE LA ENDOMETRIOSIS

La primera clasificacion propuesta para la endometriosis fue
publicada por Sampson (1921). Desde entonces, han sido multiples
las propuestas de mejora (Adamson, 2011; Buttram, 1987; Kistner
et al, 1977). Actualmente, la clasificacion mas ampliamente
utilizada es la American Society for Reproductive Medicine (ASMR)

revisada en 1997 (Canis et al., 1997). Segun esta clasificacion, la
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endometriosis se divide en 4 estadios basandose en la presencia de
implantes y/o adherencias a peritoneo, ovarios o trompas, y
asignando una puntuacion en funcién del tamaio, profundidad y

localizacidn de los implantes (Figura 8):

Estadio I (minima): se asigna este estadio a pacientes que presentan

una puntuacién inferior o igual a 5 puntos. La afectaciéon en este
grupo suele incluir implantes endometriésicos peritoneales
superficiales, asociados o no a afectacion ovarica superficial de

pequefio tamafio y adherencias laxas limitadas.

Estadio II (leve): se encuentran en este grupo pacientes con

puntuaciéon entre 6 y 15 puntos. En estos casos, ademas de las
lesiones descritas anteriormente, pueden existir implantes

peritoneales profundos.

Estadio III (moderada): se asigna a pacientes que obtienen entre 16

y 40 puntos. Pueden presentar obliteracién parcial del fondo de saco
de Douglas y endometrioma de mayor tamafo, ademas de

adherencias firmes.

Estadio IV (grave): incluyen las pacientes con puntuacién superior a

40 puntos. Ademas de las lesiones ya descritas pueden presentar

obliteracién completa del fondo de saco de Douglas.

A pesar de ser la mas empleada en la practica clinica, esta
clasificacion presenta limitaciones ya que basa su puntuacién en una
exploracion laparoscépica subjetiva, sobrestima la relevancia del
endometrioma (asignandole de entre 16 a 20 puntos) y también la
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de la obliteracion del saco de Douglas (a la que otorga 40 puntos)
frente a, por ejemplo, los nddulos profundos (maximo de 6 puntos)
y no contabiliza lesiones en uréter o extrapélvicas. Tampoco
muestra correlacion clinica con fertilidad o dolor pélvico, y no tiene
en cuenta el caracter multifocal de las lesiones de endometriosis
profunda, su distribucién anatémica o las dificultades quirurgicas

que todo ello suponga.

(SOCIEDAD AMERICANA DE MEDICINA REPRODUCTIVA)

STAGE I (MINIMAL) STAGE 11 (MILD) STAGE 11l (MODERATE)

o Estadio | (minimo) :
1-5
o Estadio Il (leve) :

6-15

o Estadio lli(moderado):
16-40

o Estadio IV (severo) :
>40

PERITONEUM
Deep Endo - >3m -
CULDESAC
e Obliteration
Filmy Adhesions - <1/3 -1 L TUBE Deep Endo - 13cm - 16
L TUBE Dense Adhesions - ( 1/3 -8  DenscAdhesions - (1/3 -4
Dense Adhesions = < 1/3 - 16" TOTAL POINTS 52 b TUBE
L OVARY Dense Adhesions = >2/3 - 16
Deep - <lem 4 L OVARY
Dense Adhesions -~ <1/3 4 Deep Endo - 1-3cm - 16
TOTAL POINTS 30 *Point assignment changed to 16 Dense Adhesions - >2/3 - 16
**Point assignment doubled TOTAL POINTS 114

Figura 8. Estadiaje clinico de la endometriosis de la ASRM revisada

(American Society for Reproductive Medicine) (Arafah etal, 2021).
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Teniendo en cuenta todo ello, en los ultimos afios han surgido
clasificaciones alternativas que se han centrado en valorar temas
especificos relacionados con la enfermedad. En 2005 se desarrolla
la clasificaciéon ENZIAN, posteriormente revisada en 2011, centrada
en describir las lesiones infiltrativas profundas de la enfermedad en
lugar del sistema de puntos empleado por la ASRM. Esta clasificacién
se emplea principalmente en Alemania, y realiza la descripcion
morfoldgica de las lesiones profundas en base a su ubicacion y a
tamafio de la lesién, de forma similar a un sistema TNM (Tuttlies et
al., 2005; Zondervan et al., 2018) (Figura 9). Esta clasificacién se ha
considerado una buena herramienta complementaria a la de la
ASRM, especialmente util para planificar el manejo de las lesiones
de endometriosis profunda (Haas et al, 2013), pero continta
dejando pendiente la valoraciéon de los resultados reproductivos de

las pacientes sometidas a la cirugia (Adamson, 2011).

Por ello, en 2010 se publicé el “Endometriosis Fertility Index” (EFI),
un sistema que auna la puntuacién de la clasificacion ASRM, con la
historia de infertilidad de la paciente y el estado de sus 6rganos
reproductivos al finalizar la cirugia (Adamson & Pasta, 2010)
(Figura 10). Revisado posteriormente por diferentes autores y
sometido a valoraciones externas parece que el EFI consigue mejor
valoraciéon del prondstico reproductivo de la paciente con

endometriosis, permitiendo un asesoramiento personalizado sobre la

necesidad de llevar a cabo o no, una técnica de reproduccién asistida (Adamson,

2011).
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INTRODUCCIO

Dado que ninguna de las clasificaciones es la ideal, por el momento

deberemos individualizar cada caso para emplear el esquema que

mejor se ajuste a los objetivos perseguidos con cada paciente o en su

defecto, recurrir a la combinacién de varias clasificaciones para

combinar la informacién y lograr una vision mas completa de la

enfermedad.
%*
Compartment A BIBB C
Rectovaginal septum Sacrouterine ligament Bowel
Grade Vagina Pelvic wall
Grade 1 \ 4% Q
\ l . L | AN 2
<1cm y
Grade 2 | f1) ‘
AL ® o | ®
1-3cm
Grade 3 \ 7 ‘ | \ ’.'
nY ) : ,
>3cm ~ :

* BB = bilateral involvement

FA **
FB *
FU ;
Fl1 N
..

Fo 115

Figura 9. Clasificacion de ENZIAN. Disefiada especialmente para describir la
endometriosis infiltrativa profunda. (FA: adenomiosis; FB: infiltracién vejiga;
FU: infiltracion uréter; FI: infiltracion intestinal; FO: otras localizaciones

profundas (Tuttlies et al., 2005)
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ENDOMETRIOSIS FERTILITY INDEX (EFI)
SURGERY FORM

LEAST FUNCTION (LF) SCORE AT CONCLUSION OF SURGERY

Score Description Lokt Right
e I ]
3 = Mid Dystuncton
2 = Hdeaan Oyt e [ ]
1 = Severe Dysfuncion
0 = Aboentor Nonfunctional Ovary D D
To calculate the LF acore, add together the loweat score for prreony
the lof 3ide and the loweat acore for the right aide. If an ovary Lowsst Score + D = 11
is aboent on one aide, the LF acore s obtained by doubling the
loweat acore on the side with the ovary. Laht Right LF Score
ENDOMETRIOSIS FERTILITY INDEX (EFD
Historical Factors Surgical Factors
Factor Deecription Poimts Factor D_O_Ogybm Points
Aga I.Eﬁ:n;.---.:
i age 2 < 35 years 2 1 LF Score = 7 10 8 (high score) 3
i age is 38 10 30 years 1 W LF Score = 4 10 8 (moderaze score) 2
i age i > 40 years 0 It LF Score = 1 10 3 (low score) 0
Yoaen infersie AES Endomatrioas Score
¥ yoars nfertie 05 3 2 i AFS Endometriosis Lesion Soore is < 18 1
 yoars infertie in > 3 o i AFS Endometriosis Lesion Score iz > 10 [}
If thece 9 a haatory of a prioe pregnancy 1 HAFS 1ol score @ < 71 1
5 i theee ia no history of prioe pregnancy 0 nAFSWm-Eﬂ 0
™ Total Fistoncal Factors Total Surgical Factors
EFI = TOTAL HISTORICAL FACTORS + TOTAL SURGICAL FACTORS: Iol I = I_‘
Historical Surgical EFl Score

ESTIMATED PERCENT PREGNANT BY EFI SCORE

Figura 10. Endometriosis Fertility Index (EFI) (Adamson & Pasta, 2010).
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2.4 SINTOMAS ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD

La clinica de esta enfermedad es altamente variable,
correlacionandose débilmente con la localizacion de las lesiones
endometriosicas, mientras que su intensidad depende de la
actividad y profundidad de las lesiones. Aunque no hay que perder
de vista que existe un porcentaje no desdefiable de pacientes

asintomaticas.

Los sintomas clasicos de la endometriosis son dismenorrea, dolor
pélvico y subfertilidad. En un estudio de 940 mujeres con
endometriosis, aproximadamente tres cuartas partes de las
pacientes sintomaticas experimentaban dolor y/o dismenorrea. La
frecuencia de los diferentes tipos de sintomas fueron: dismenorrea
(79 %), dolor pélvico (69 %), dispareunia 45%), molestias
intestinales (36 %), dolor intestinal (29 %), infertilidad (26 %),
masa ovarica (20 %), disuria (10 %) y otros problemas urinarios

(6%) (Sinaii et al., 2008).

Mas raros son otros sintomas derivados de la afectacion de otras
estructuras anatomicas como la endometriosis toracica o pulmonar
que puede manifestar con neumotérax, hemoptisis catameniales, o
sintomas neuroldgicos por afectaciéon cerebral (Korom et al., 2004).
A veces la endometriosis se asocia con otras enfermedades, por
ejemplo la enfermedad inflamatoria pélvica, sindrome de cistitis,
vejiga intersticial o sindrome del intestino irritable (Seaman et al,,

2008).
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2.4.1 DIMENORREA y DOLOR PELVICO CRONICO

La dismenorrea asociada a endometriosis es un dolor pélvico sordo
o calambres que comienza tipicamente uno o dos dias antes de la
menstruacion, y después persiste durante toda la menstruacion e
incluso durante varios dias después. Los casos de dismenorrea
severa puede estar asociada a la obliteracion del saco de Douglas
(Fauconnier et al., 2002) y a la presencia de lesiones rectales y/o

vaginales (Chapron et al.,, 2006).

El dolor pélvico tipico de la endometriosis es generalmente cronico
(definido como un dolor no ciclico durante 6 o mas meses). Puede
aparecer de forma brusca e intermitente durante el ciclo menstrual,
o por el contrario puede ser continuo, pulsatil o punzante, y puede
aumentar con la actividad fisica (Giudice, 2010). La intensidad de los
sintomas no siempre se correlaciona con el grado de la enfermedad.
Esta paradoja se puede explicar por la localizacién de las
adherencias, la distorsibn anatémica con compresion de
terminaciones nerviosas (Hao, Zhao, and Wang, 2009) y la actividad
metabolica de las lesiones (con produccion de prostaglandinas que
estimulan los receptores nociceptivos), y no depender del volumen

de los implantes (McAllister et al., 2016).

2.4.2 SINTOMAS UROLOGICOS E INTESTINALES
La endometriosis del tracto urinario puede ser asintomatica o
presentarse en forma de urgencia urinaria, hematuria durante la

menstruacion, dolor suprapubico con la miccién o retencién
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urinaria (Berlanda et al,, 2009). La endometriosis ureteral puede ser
asintomatica o manifestarse como dolor célico en region lumbar o
hematuria macroscépica. A veces podemos asistir a una pérdida
silenciosa de la funcion renal por atrapamiento ureteral

asintomatico (Breton et al. 2013).

Los sintomas intestinales asociados a la endometriosis incluyen
diarrea, estrefiimiento, disquecia, y dolor abdominal (Fauconnier et
al, 2002). Se han descrito cuadros de suboclusion, e incluso
obstruccién intestinal en pacientes con endometriosis (Fernandez-

de la Varga, Béjar-Serrano, and del Pozo-del Valle, 2019).

2.4.3 DISPAREUNIA

Hace referencia a la aparicién de dolor pélvico irradiado al recto
durante el coito vaginal. Esta relacionada significativamente con la
endometriosis vaginal, ya que durante la penetracién vaginal se
desencadena el dolor debido a la afectacion del septo rectovaginal,
por la fijacion forzada del Gtero en retroversion, por las adherencias
firmes anexiales o por la presencia de n6dulos endometridsicos en
los ligamentos utero-sacros o en el fondo de saco de Douglas (P.
Vercellini et al., 1996). Cuando se asocia a defecacion dolorosa
durante la menstruacién son sugestivos de enfermedad infiltrante
profunda en el retrocérvix y/o en el tabique recto-vaginal

(Fauconnier et al,, 2002).
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2.4.4 TRASTORNOS REPRODUCTIVOS

La endometriosis constituye una causa importante de infertilidad
por su elevada prevalencia. Suele ser la forma de presentacion de la
enfermedad en la cuarta parte de paciente con endometriosis. No
obstante, existe un porcentaje de gestaciones espontaneas en estas
pacientes, por lo que la relacién causal entre endometriosis e
infertilidad no esta del todo clara, y pueden influir otros factores

(Fadhlaoui, Bouquet de la Joliniere, and Feki, 2014).

El principal problema de la infertilidad asociada a la endometriosis
es que suelen tener peores resultados con las técnicas de
reproduccion asistida comparados con otras causas de esterilidad
(Barnhart, Dunsmoor-Su, and Coutifaris, 2002). Los mecanismos
que contribuyen a la infertilidad en estas pacientes son
controvertidos y complejos, aunque parece que dependen, al menos
parcialmente, de las diferentes etapas de la enfermedad (Fadhlaoui

etal, 2014).

En casos de endometriosis moderadas o severas, existe distorsion
de la anatomia pélvica a consecuencia de grandes lesiones de
endometriosis y adherencias pélvicas que provocan retracciones
pronunciadas, fijacién y obstruccion de las trompas, e incluso
cobertura de los ovarios, distorsionado asi las relaciones anatémicas
entre 6rganos. Esto contribuiria a disminuir la fertilidad, al dificultar
la liberacion del ovocito, bloquear la entrada de espermatozoides

en Utero y la captacion del ovocito por la trompa de Falopio cuando
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se produce la ovulacion (Bulletti et al., 2010). Por otro lado, la
presencia de endometriomas y su cirugia son responsables de la
disminucion de la reserva ovarica en estas pacientes (Goodman et

al, 2016).

Por el contrario, estadios precoces de la enfermedad (endometriosis
leves 0o minimas) con minima afectacion anatomopatoldgica, se
relacionan solamente con una moderada disminucion de la
fertilidad, existiendo mayor dificultad para explicar el mecanismo
de aparicion de la infertilidad. De hecho, son estas pacientes las que
suelen quedar embarazadas de forma espontdnea, hablando de
“subfertilidad” (Sinaii et al., 2008). En estos casos pueden no existir
distorsiones anatdmicas, por lo que se plantea la hip6tesis de que la
disminuciéon de la fertilidad en endometriosis minima/leve esta
asociada con la sobreproduccion de prostaglandinas,
metaloproteinasas, citocinas o quimiocinas (Bulun, 2009), lo que
conduciria a un efecto proinflamatorio e inmunoldgico adverso
generando un ambiente peritoneal inhéspito que perjudica al
ovarico, a las trompas y a la funciéon endometrial, ademas de
conducir a una foliculogénesis, fertilizacion y/o implantacion

defectuosa (Gupta et al., 2008).

Aunque el proceso por el cual la endometriosis provoca
sub/infertilidad es muy complejo y ain hay muchas cuestiones sin
resolver, existe una serie de hallazgos que intentan justificar este

hecho:
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1) Foliculogénesis alterada: se ha observado un crecimiento
folicular mas lento en pacientes con endometriosis minima o leve
cuando se compara con pacientes con otras causas de infertilidad,
asi como un menor tamarno del foliculo dominante, una fase folicular
mas prolongada y menor concentracion de estradiol y LH en el
liquido folicular, lo cual da lugar a una menor tasa de fecundacion
(Cahill et al,, 1997; Gupta et al,, 2008). Ademas, hay evidencias de
niveles altos de citoquinas proinflamatorias en el liquido folicular de
estas pacientes como IL-6 y TNF-a (Da Broi, Ferriani, and Navarro,

2019).

2) Pérdida de la calidad del ovocito dando como resultado a
embriones con menor potencial de implantacion. En un estudio
reciente, se examindé mediante microscopia electronica de
transmision que los ovocitos de pacientes con endometriosis leve
sometidas a fecundacién in vitro, comparadas con pacientes control,
una estructura mitocondrial anormal y una masa mitocondrial
disminuida. En el analisis de ADN mitocondrial mediante PCR en
tiempo real revel6 que el nimero de copias de este ADN estaba
reducido de forma significativa en los ovocitos de pacientes con
endometriosis, sugiriendo que la alteracién estructural y funcional
de las mitocondrias podria afectar a la fertilidad de estas pacientes

(Xu etal.,, 2015).

3) Inhibicién de los cilios de la mucosa de las trompas: afecta el

trasporte tubarico de gametos.
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4) Receptibilidad endometrial alterada: se han descrito distintas
anomalias en la expresion de factores tisulares, angiogénicos y
proteoliticos en el endometrio de mujeres con endometriosis (Da
Broi et al,, 2019). Por otro lado, se ha demostrado que existe un
aumento de la inmunorreactividad de la apolipoproteina A-I en el
epitelio luminal del endometrio eutépico y en liquido peritoneal de
las pacientes con endometriosis, que podria condicionar una menor
receptividad endometrial (Brosens et al., 2010). También se ha
descrito cierto grado de resistencia a la progesterona en el

endometrio de mujeres con endometriosis (Giudice, 2010).

5) Afectacion espermdtica: diversos estudios sugieren dafio al
ADN espermatico al entrar en contacto con el liquido peritoneal en
el cual existe niveles elevados de TNF-a dando lugar a peroxidacion
de membranas, aumento de la apoptosis, y el aumento de IL-1,
pudiendo afectar a la unién del espermatozoides con la zona
pelucida del ovocito (Da Broi et al., 2019; Gupta et al. 2008). El
aumento de macréfagos en liquido peritoneal de estas pacientes
puede incrementar el proceso de fagocitosis espermatica

dificultando la fecundacion (Soldati et al., 1989).

2.4.5 ALTERACIONES MUSCULO-ESQUELETICAS

Pese a ser un campo muy poco explorado en los estudios de
investigacion centrados en pacientes con endometriosis, estudios
recientes enfocados en mujeres con dolor pélvico crénico que

incluyen wuna importante proporcion de pacientes con
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endometriosis indican la presencia de importantes alteraciones en
el sistema musculo-esquelético. En este sentido, se ha descrito una
mayor prevalencia de puntos gatillo miofasciales en mujeres con
dolor crénico en comparacién con mujeres control (Fuentes-
Marquez et al,, 2019). Ademas, se ha demostrado la presencia de
alteraciones musculares en la regién abdémino-lumbo-pélvica. En
este sentido, se ha observado diferencias significativas en el estado
de la musculatura del suelo pélvico (Mabrouk et al., 2018), asi como
una mayor debilidad de la musculatura abdominal y lumbar (Lara-
Ramos et al,, 2021), lo que podria estar relacionado con una menor
estabilidad de la regién abdémino-lumbo-pélvica, de especial
interés durante el desempefio laboral y la realizacién de las
actividades de la vida diaria, pues es necesaria una adecuada
estabilidad de esta region para llevar a cabo una correcta
transmisién de fuerzas desde la zona central del cuerpo hasta las

extremidades.

Ademas, se ha observado una alta prevalencia de fatiga crénica
asociada a la endometriosis (Mundo-Lopez et al., 2020), lo que
podria contribuir, junto a la presencia de dolor pélvico cronico, auna

peor condicién fisica y calidad de vida (Alvarez-Salvago et al., 2020).

2.4.6 AFECTACION PSICOLOGICA
Un amplio nimero de estudios han explorado la presencia de
alteraciones psicolégicas en pacientes con endometriosis. En este

sentido, se ha confirmado la alta prevalencia de ansiedad y
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depresién en pacientes con endometriosis, la presencia de
pensamientos catastrofistas en relaciéon con el dolor o un menor
nivel de felicidad autopercibida (Alvarez-Salvago et al., 2020).
También se han reportado mayores niveles de somatizacion y
sensibilidad interpersonal (Lagana et al.,, 2015) o mayor prevalencia
de adiccion al alcohol/drogas o sindrome de déficit de atencién con

hiperactividad (Gao et al., 2020).

2.4.7 CALIDAD DE VIDA

También existe suficiente evidencia en relacion a la caida
significativa de la calidad de vida de pacientes con endometriosis
(Bourdel et al, 2019). En este sentido, los principales sintomas
relacionados con la endometriosis tales como el dolor pélvico
cronico han demostrado estar fuertemente relacionados con esta
pérdida de calidad de vida. Ademas, una alta prevalencia de
problemas en el desempefio ocupacional, tales como altas tasas de
absentismo y presentismo laboral se han reportado en numerosos
estudios (Fourquet et al.,, 2011; Nnoaham et al,, 2011), con una

estrecha relacion con la carga sintomatica individual.

2.5 RIESGO DE MALIGNIZACION EN
ENDOMETRIOSIS

A pesar de considerarse la endometriosis una enfermedad benigna,

en los ultimos afios se ha demostrado que comparte algunas
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caracteristicas en comun con las enfermedades malignas. Mediante
anticuerpos anti-colageno tipo IV (especifico de la membrana basal),
se ha demostrado que todas las lesiones endometridsicas presentan
una membrana basal continua e intacta que las rodea (Evers and
Willebrand, 1987). Sin embargo, en el 3.6% de los casos hay atipia
epitelial severa, e incluso alteraciones inmunofenotipicas y/o
moleculares que bien puede tener un origen reactivo, también
pueden exhibir un auténtico potencial maligno y ser un paso

intermedio en la progresion neoplasica (Prefumo et al., 2002).

Las neoplasias malignas asociadas a endometriosis (AEN) ocurren
en aproximadamente 0.5-1% de los casos y generalmente aparecen
en la endometriosis ovarica. Existe mayor afectacion entre las
pacientes mas jovenes e infértiles (Mikami, 2014; Wei, William, and
Bulun, 2011). Ademads, suelen tener mejor prondstico, ya que
muchos de estos tumores estan confinados a los ovarios en el
momento del diagnoéstico (Gurung et al, 2013). Por orden de
frecuencia los AEN mas comunes son el carcinoma de ovario
endometrioide (70%) y el carcinoma de células claras (14%). Otras
AEN son los tumores endometrioides borderline, los tumores
mullerianos mucinosos y los tumores epiteliales mixtos
(seromucinosos), pero ocurren con menos frecuencia (Matias-Guiu

and Stewart, 2018).
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2.6 ETIOPATOGENIA. TEORIAS DEL ORIGEN DE LA
ENDOMETRIOSIS

La endometriosis sigue siendo actualmente una enfermedad
enigmatica respecto a su etiologia. Desde hace mas de 70 afos se han
formulado numerosas teorias para tratar de explicar su origen
(Figura 11). En este sentido, aunque la teoria mas aceptada es “la
menstruacion retrégrada”, ninguna de las formuladas actualmente
consigue explicar todas las formas de endometriosis (Vitale et al.,

2018).

Menstruacién
retrégrada
Diseminacion
" linfética
Células
mesoteliales
Diseminacion
hematdgena

Endometriosis

Células madreas
de médula 6sea
* Mesenquimal
Restos

s * Células madres
Miillerianos

hematopoyéticas

* Ambiental * Precursores
endoteliales
* Inflamacién

* Genética

Figura 11. Esquema de las teorias etiopatogénicas de la endometriosis.
Teorias basadas en origen de la endometriosis en endometrio uterino (rojo).
Teorias basadas en origen en endometrio extrauterino o teorias de
transformacion celular (azul).
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Las teorias propuestas hasta el momento se pueden clasificar en dos
grupos segun si defienden un origen uterino o no uterino de la

endometriosis:

2.6.1 TEORIAS BASADAS EN UN ORIGEN UTERINO DE LA
ENDOMETRIOSIS

» Teoria de la menstruacion retrograda

Postulada por primera vez por Sampson en 1927, se trata de la
teoria mas aceptada actualmente, y sobre la cual se basan la mayoria
de investigaciones. En su trabajo, describié como origen de la
endometriosis la implantacion de células endometriales viables
descamadas en la superficie peritoneal y en 6rganos pélvicos, las
cuales migran a la cavidad peritoneal mediante el reflujo de sangre

menstrual a través de las trompas de Falopio (Sampson, 1927).

Esta teoria es apoyada por la demostraciéon de células viables en el
flujo endometrial y su capacidad para implantarse en peritoneo.
Otro argumento a favor es la mayor incidencia de endometriosis en
mujeres con obstrucciones de las vias genitales que dificulta el flujo
menstrual por la vagina y, por tanto, aumentan la probabilidad de
reflujo a través de las trompas de Falopio. Es el caso de algunas
malformaciones miillerianas, septo uterino y la estenosis cervical
(Ugur et al, 1995). La distribucién anatomica de las lesiones
endometridsicas también apoya esta teoria. Los implantes

superficiales se encuentran localizados con mayor frecuencia en el
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compartimento posterior de la pelvis y en la hemipelvis izquierda,
lo que se explica por la acumulacion del flujo menstrual retrégrado
en el fondo de saco de Douglas por accién de la gravedad, y en la
hemipelvis izquierda debido al obstaculo que supone el sigma para
la difusion del flujo menstrual que proviene de la trompa izquierda,
aumentando el intervalo de tiempo para que los fragmentos
endometriales se implanten en estas zona (Al-Fozan and Tulandi,

2003).

Sin embargo, mientras que se ha podido documentar por vision
directa mediante laparoscopia que la menstruaciéon retrégrada
sucede en 76-90% de las mujeres, la endometriosis s6lo ocurre en
6-10% de la poblacién, lo que sugiere la existencia de otros

mecanismos implicados (Patel et al., 2018).

» Teoria de la diseminacion linfatica y hematogena de células
endometriales

Esta teoria sugiere que la endometriosis podria ser resultado de la
diseminacion linfatica y hematogena de células endometriales,
siendo la teoria mdas aceptada para explicar endometriosis en
localizaciones alejadas del peritoneo como las toracicas o las de
localizaciéon extraabdominal (Donnez et al.,, 2002; Halban, 1924).
Existen evidencias que muestran que las células endometriales
pueden metastatizarse a través de la via linfatica y rutas

hematdgenas (Machairiotis et al., 2013).
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2.6.2 TEORIAS BASADAS EN UN ORIGEN NO UTERINO DE
LA ENDOMETRIOSIS

» Teoria de la metaplasia celomica

La teoria de la metaplasia celomica se basa en estudios
embriolégicos que demuestran que todos los érganos pélvicos,
incluyendo el endometrio, tienen un origen comun a partir de
células que recubren la cavidad celémica. Segun esta teoria, la
endometriosis se originaria mediante un proceso de transformacion
metaplasica de células celdmicas indiferenciadas de origen
embrionario que recubren el peritoneo pélvico, en respuesta a
distintos estimulos externos (Meyer, 1919). Esta teoria explicaria la
aparicion de endometriosis en cualquier localizacion de la cavidad
abdominal y en la cavidad pleural, asi como su diagndstico en etapa
prepuberal o en mujeres que nunca han menstruado, y los casos

raros de endometriosis en varones (Tong et al., 2019).

» Teoria de la induccidon

Es una extensién de la teoria de la metaplasia celémica, que propone
que alteraciones bioquimicas y factores inmunolégicos pueden
inducir el desarrollo de endometriosis a partir de células madre

totipotentes presentes en el tejido conjuntivo (Lagana et al., 2018).

» Teoria de los restos embrionarios millerianos

Células residuales de la migracién embrionaria de los conductos de

Miiller pueden diferenciarse en células endometriales en zonas
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ectopicas y desarrollar lesiones endometriosicas, bajo el estimulo de
estrogenos durante la pubertad o en respuesta a moléculas que
mimetizan estréogenos (Von Recklinghausen, 1896; Russell, 1899).
Un argumento que cuestionaria la teoria de los restos embrionarios
es el momento de aparicion de la endometriosis, ya que, teniendo en
cuenta esta hipdtesis, la endometriosis deberia aparecer
inmediatamente tras la menarquia, pudiendo explicar s6lo estos
casos de endometriosis o los casos existentes en varones (Rei,

Williams, and Feloney, 2018).

» Teoria de las células madre de la médula 6sea

Se trata de la teoria mas reciente. Defiende que las células madre
circulantes procedentes de la médula 6sea podrian diferenciarse en
tejido endometrial en distintas localizaciones (Sasson and Taylor,
2008). Esta teoria también podria explicar el extrafio hallazgo de
lesiones endometridsicas en varones (Rei, Williams, and Feloney,

2018).

» Teoria genética-epigenética

Cambios genéticos y epigenéticos podrian explicar la
predisposicion, los cambios en el endometrio y en el plasma, los
cambios en la inmunologia, la disminucién del mecanismo de
defensa contra el estrés oxidativo y los trastornos del embarazo
asociados a esta enfermedad (Koninckx et al.,, 2019; Lagana et al,

2018). La acumulacién de mutaciones (bien sea en endometriosis
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heredada de forma familiar o una mutacion somatica en
endometriosis esporadica), da lugar a células endometriales
mutadas las cuales viajan a través de las trompas de Falopio. Estas
células mutadas tendrian la posibilidad de alcanzar el peritoneo y
sobrevivir. Tras este contacto inicial, estas mutaciones podrian
alterar el metabolismo y la biologia basica de las células, dando lugar
a la endometriosis. Aquellas mujeres que heredan genes mutados
tienen una mayor probabilidad de sufrir endometriosis en relacion
a aquellas que requieren dos mutaciones esporadicas (Bischoff and
Simpson, 2004). Este ambiente es diferente del ambiente uterino
por una inmunologia, endocrinologia, factores de crecimiento y
citocinas diferentes. Los cambios epigenéticos y genéticos pueden
ser causados por errores aleatorios durante la division celular y por
factores como la radiacion, la contaminacién con dioxinas y factores

que induzcan estrés oxidativo (Koninckx et al., 2019).

2.7 ETIOPATOGENIA. FACTORES DE RIESGO
ASOCIADOS A LA ENDOMETRIOSIS

Pese ala disparidad entre estudios y a los posibles sesgos existentes,
se ha considerado una serie de factores de riesgo para el desarrollo
de endometriosis como tener obstruccion del flujo menstrual por
alteraciones miillerianas (Hediger, Hartnett, and Louis, 2005), la
exposicion al dietilestilbestrol en utero, la exposicion prolongada a

estrogenos endogenos debido a una menarquia precoz, menopausia
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tardia, nuliparidad, ciclos menstruales cortos y larga duracion del
flujo menstrual, el bajo peso al nacer (Hediger, Hartnett, and Louis,
2005; Missmer et al., 2004) y el bajo indice de masa corporal (Kabir,
Rahman, and Rahman, 2015). Los antecedentes familiares de
endometriosis con herencia posiblemente poligénica multifactorial
(Hansen & Eyster, 2010) y alteraciones autoinmunes, como un
aumento en el nimero y activacion de los macroéfagos, también han
sido considerados posibles factores de riesgo para endometriosis
(Burney & Giudice, 2012) . Por el contrario, una lactancia
prolongada, se asocian a un menor riesgo de sufrir endometriosis

(Treloar et al., 2010).

No existe una teoria exacta que pueda explicar todo lo observado en
la endometriosis, sino que se reconoce que es una enfermedad
multifactorial, que implica factores anatémicos, hormonales,
inmunologicos,  genéticos, epigenéticos 'y  ambientales.
Independientemente de cual sea el origen exacto de la
endometriosis, deben existir mecanismos moleculares necesarios
para que las células endometriales por la via que sea, sobrevivan e
implanten fuera de la cavidad uterina y se desarrolle la enfermedad

(Figura 12):

» Factores genéticos

Se ha comprobado la implicacién de factores genéticos en la
susceptibilidad a padecer endometriosis, asi como una

predisposicion familiar. Tener familiares de primer grado afectados
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aumenta la probabilidad entre 5 y 7 veces de padecer endometriosis
confirmada quirurgicamente. Los resultados de un estudio
poblacional realizado en gemelas sugieren que los factores
genéticos contribuyen en un 47% en el desarrollo de endometriosis,
mientras que los factores ambientales contribuyen en el 53%
restante (Saha et al., 2015). Esta asociacion no sigue un patrén de
herencia mendeliana, sino que probablemente se trate de una
herencia poligénica multifactorial (Hansen and Eyster, 2010). De
hecho, se ha visto que la endometriosis con predisposicion familiar
tiende a ser mas severa en comparacion con los casos esporadicos y,
ademads aparecen en edades tempranas. Esto sugiere que hay mayor
predisposicion genética en las personas con endometriosis severa, y
por lo tanto mayor probabilidad de tener hermanos o descendencia
afectada (Klemmt and Starzinski-Powitz, 2017). En relacién a esto,
algunos estudios moleculares de ADN han encontrado alteraciones
genéticas en las células endometridsicas, que les confiere mayor
capacidad de supervivencia. Es el caso de la sobreexpresion del
protoncogen antiapoptotico bcl-2 en el endometrio tanto eutdpico
como ectopico de mujeres con endometriosis frente al de mujeres

sanas. (Campbell and Thomas, 2001).

En cuanto a alteraciones epigenéticas, hace referencia a la
transmisién estable de los fenotipos celular sin cambios en la
secuencia o en el contenido del ADN, los cuales implican procesos
nucleares, como la metilacion del ADN, modificaciones de histonasy
la red de factores de transcripcion (Guo, 2009). Estan implicadas en
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el desarrollo, enfermedades, envejecimiento, y son responsables de
fendmenos como la inactivacion del cromosoma X y el imprinting
genémico (Rodenhiser, 2006). Existen evidencias acumulativas de
varias alteraciones epigenéticas en endometriosis que afectan a
factores hormonales e inmunolégicos tales como las
hipermetilaciéon de promotores de genes como el gen HOXA10 y el
receptor de progesterona tipo B (Wu et al,, 2005), provocando un
silenciamiento de estos genes; asi como hipometilacion de otros
promotores de genes como ER-f3 y el factor esteroidogénico-1 que
conlleva a un aumento en la expresion de los mismos (Q. Xue et al.,

2007a; Q. Xue et al., 2007b).

> FEactores inmunoldgicos
Aunque no esta claro si estas alteraciones inmunoloégicas inducen la

endometriosis o son una consecuencia, parecen jugar un importante
papel en la persistencia y progreso de los implantes. A pesar de que
el liquido peritoneal de mujeres con endometriosis contiene un alto
numero de células inmunes, éstas parecen facilitar mas que inhibir
el desarrollo de la endometriosis. A grandes rasgos, se ha observado
una inmunidad celular deficiente, una menor actividad de las células
Natural Killer (NK) y una resistencia de las células endometriales a
la citotoxicidad de estas ultimas, lo que en conjunto les permite a
esas células endometriales escapar a la inmunovigilancia. Estos
cambios en el sistema inmune en la endometriosis disminuye el
reconocimiento y destrucciéon de las células endometriales
ectdpicas, facilitando la persistencia de tejido endometrial en
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localizaciones andémalas (Gazvani and Templeton, 2002). Esto
podria deberse a una predisposicion genética para no responder
frente a antigenos endometriales o debido a un abundante reflujo
que sobrecarga la capacidad fagocitica de las células inmunes del

peritoneo (Patel et al.,, 2018).

Epidemiological factors

Menstrual and reproductive factors
= Parity 4
= Age at menarche (early)

Molecular and cellular alterations

Altered steroid biosynthesis
and receptor response
= Increased ERp expression

= Menstrual cycle length (short) ¢
= Duration of flows t

= Increased aromatase expression
= Perturbations in progesterone signal
intermediates: HOXA10, FOXO1, NF«B,

Hic-5, NCoR2

cofstitational factors = 17p-hydroxysteroid dehydrogenase-2 deficiency

= Family history %
=BMI §

= Freckles t
=Nevi t

I i 1ess and ization
= Upregulated MMP expression

= Increased peritoneal VEGF

= Overactive AKT

= Recruitment of Tie-2 expressing macrophages

Personal habits

= Alcohol drinking t
= Diet: inconsistent
= Smoking: no effect
= Regular exercise

Inflammatory response
= Production of chemokines: RANTES,

MCP-1, IL-8
= Recruitment of alternatively activated
macrophages
= Increased peritoneal IL-6, TNF
= Engagement of NF-kB-dependent pathway
= Accumulation of iron and ROS production

o

Figura 12. Factores epidemioldgicos y mecanismos moleculares
implicados en el desarrollo de la endometriosis (Vercellini et al, 2014). La
mayoria de mujeres presentan menstruacion retrégrada. Sin embargo, solo en
algunos casos los fragmentos endometriales que alcanzan la cavidad
peritoneal, consiguen implantarse, crecer e invadir estructuras pélvicas. Para
ello, debe existir una predisposicion individual tanto epidemiolégica como por
alteraciones moleculares que favorezcan la implantacién y el desarrollo de
endometriosis. Erf: receptor estrogénico f5, FOX01: forkhead box o1 (factor de
transcripcion), HOXA 10: homeobox A10 (factor de transcripcién), MCP-1:
proteina quimiotrayente de monocitos-1, MMP: metaloproteinasas, NCOR2:
correpresor del receptor nuclear-2, NF-kB: factor nuclear kB, ROS: especies
reactivas oxidadas, TNF: factor de necrosis tumoral, VEGF: factor de

crecimiento del endotelio vascular.
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Ademas, existe un aumento de la concentracion de macréfagos en la
liquido peritoneal, constituyendo el 85% de los leucocitos del
liquido. El aumento del nimero de los macréfagos con una actividad
fagocitica disminuida en el liquido peritoneal en mujeres con
endometriosis promueven el crecimiento del endometrio ectépico y
estimula la angiogénesis, tras la liberacion de moléculas
quimiotacticas (Gazvani and Templeton, 2002). Se cree que una
posible causa de la disminucidn de la funcion fagocitaria en mujeres
con endometriosis es la alteracion en los niveles de citocinas y
hormonas presentes en el liquido peritoneal y la falta de interaccién
entre macréfagos y componentes de la matriz extracelular (MEC),
que resulta en una disminucién de la expresion de receptores
fagocitarios (Brunty and Santanam, 2019). Ademas, se ha sugerido
que estos macréfagos podrian ser los responsables de la mayor
expresion en el liquido peritoneal de Fas ligando (responsable de la
activacion de la via extrinseca de la apoptosis), que podria implicar
la induccion apoptdtica de linfocitos T, favoreciendo la
supervivencia de las células endometriales que viajan a la cavidad
peritoneal, su implante posterior y el desarrollo de la enfermedad

(Garcia-Velasco et al., 2002).

» Citocinas y factores de crecimiento

Al igual que ocurre con el estado inmunolégico, actualmente se
discute si el incremento de factores proinflamatorios encontrados

en el microambiente peritoneal y en el endometrio de pacientes con
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endometriosis es anterior o posterior a la aparicion de las lesiones.
De cualquier modo, la inflamacién es una caracteristica necesaria
para el desarrollo de la enfermedad, a la vez que justifica gran parte
de su sintomatologia (Patel et al., 2018). La inflamacidén pélvica que
acompafia a la endometriosis también parece contribuir al
desarrollo de sus caracteristicas mas comunes: dolor e infertilidad.
Las citoquinas y prostaglandinas que secretan las células inmunes
en el liquido peritoneal contribuyen a la experiencia dolorosa de la
paciente, a través de un mecanismo de sensibilizacidn directa de las
terminaciones nerviosas presentes en las lesiones endometridsicas
(McKinnon et al,, 2015). La inflamacién pélvica podria también
conducir a la formacidon de adherencias y cicatrices, y alterar la
permeabilidad de las trompas de Falopio. Incluso, se ha sugerido que
un ambiente inflamatorio créonico podria alterar la foliculogénesis,
fecundacion e implantacién embrionaria, y conllevar infertilidad
(Lousse, 2012). En este sentido, se ha observado que mujeres con
endometriosis presentan mayor concentracion de citocinas y
factores de crecimiento en liquido peritoneal en relaciéon con
mujeres sanas. Su accién estd mediada por receptores especificos de

citocinas.

Las citocinas y los factores de crecimiento juegan un papel
importante en la regulacion de la quimiotaxis, mitosis, angiogénesis
y diferenciacién celular (Figura 12). Mientras que la alteracién de la
respuesta inmune se considera que puede ser un factor permisivo
para la supervivencia de las células endometriales en la cavidad
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peritoneal, las citocinas y factores de crecimiento parecen promover
su implantacion y crecimiento mediante la induccion de
proliferacion y angiogénesis (Augoulea et al., 2012). Con respecto a
ello, se ha demostrado que existe correlacion entre la elevacion de
citocinas y factores de crecimiento en liquido peritoneal y la
gravedad de la enfermedad, incluyendo IL-1 (Kyama et al., 2008), IL-
6 (Martinez et al., 2007), IL-8 (Ulukus et al., 2009), RANTES
(Gonzalez-Ramos et al., 2007), TNF-«, TNF-f8 (S.H. Cho et al., 2007),
y VEGF (Di Carlo et al, 2009). Estas sustancias inducen la
quimiotaxis de células mononucleares dentro de la cavidad
peritoneal, lo que ademas causa un aumento en la secreciéon de
factores de crecimiento y citocinas. Algunas de estas citocinas y
factores de crecimiento estimulan la adhesiéon de las células del
estroma endometrial a la fibronectina, facilitando el contacto inicial
de las células endometriales a la superficie peritoneal. A su vez,
también pueden aumentar la actividad de las metaloproteasas
(MMP) que degradan la MEC y facilitan la invasién, asi como inducir
la proliferacion de las células del estroma endometrial (Augoulea et

al, 2009).

» Factores hormonales

Es bien conocido que la endometriosis es una enfermedad
estrogeno-dependiente. De hecho, se han observado diferencias
significativas en los niveles de expresion de receptores hormonales

y enzimas que intervienen en el metabolismo estrogénico entre el
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endometrio de mujeres sin endometriosis, el endometrio eutépico
de pacientes con endometriosis y el endometrio ectépico (Kitawaki

etal, 2002).

Ademas, en la sangre menstrual de pacientes con endometriosis se
han hallado niveles altos de estradiol en comparacién con los
hallados en sangre menstrual de mujeres sanas, lo que sugiere que
en estas pacientes exista una mayor produccion local de estradiol a
diferencia de lo que ocurre en el endometrio normal (Takahashi,
Nagata and Kitao, 1989). Por otro lado, se ha demostrado una
sobreexpresion de la enzima aromatasa (responsable de la
conversion de androgenos en estrogenos) en el endometrio de
mujeres con endometriosis. También en el endometrio sano, la
progesterona 4 (P4) ejerce un efecto antiestrogénico (Goldman y
cols, 1990) mediante la induccion de la enzima 17f
hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 2 (HSD17[32), responsable
de la conversion del potente estrogeno E2 a E1 (un compuesto con
mucho menos poder estrogénico). Para ello, P4 actia a través del
receptor de la progesterona (PR), que se encuentra en las células
estromales, para aumentar la formacién de acido retinoico que es el
responsable de inducir la expresion de HSD17B32 en células
epiteliales (Bulun et al., 2010). En el tejido endometriosico, las
células estromales, sin embargo, fallan en respuesta a la P4 y, por lo
tanto, el déficit de acido retinoico conlleva la falta de HSD17(32
epitelial, y 1a incapacidad de inactivar el E2. La combinacidn de este
defecto, con una alta producciéon de E2 debido a una actividad
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aberrante de la aromatasa, da lugar a un incremento marcado de la
concentracion local biodisponible de estradiol que podria favorecer

el desarrollo de los implantes (Bulun et al., 2015).

En relacion a la sobreexpresion de la aromatasa, también se ha
observado que el estradiol estimula a la ciclooxigenasa 2 (COX-2), la
cual aumenta a su vez la produccion de la prostaglandina E2 (PGE2),
y ésta la expresion del gen de la aromatasa en el tejido
endometriodsico, estableciéndose asi una retroalimentacion positiva
que aumenta los niveles de estradiol permitiendo el crecimiento del

implante (Burney & Giudice, 2012).

Por otra parte, se ha descubierto una resistencia a la progesterona
en el endometrio de mujeres con endometriosis que también jugaria
un papel en su fisiopatologia (Burney & Giudice, 2012). Las lesiones
endometridsicas presentarian una disminucién en la expresion de
receptores de progesterona respecto al endometrio eutépico, asi
como ausencia del receptor B de progesterona (Attia et al., 2000).
Ademas, se ha observado una alteracidn en la expresion de los genes
de respuesta a la progesterona en fase litea, que podria relacionarse
con una transicion incompleta del endometrio desde la fase
proliferativa a la secretora, favoreciendo la supervivencia del
endometrio y su implantacion de forma retrégrada (Burney et al.,

2007).
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» Factores ambientales.

En la dltima década, se ha analizado el papel que juega el estilo de
vida en el riesgo de endometriosis. En este sentido, se ha observado
que ciertos habitos dietéticos podrian estar implicados en la
incidencia de endometriosis, tras observar que el riesgo de padecer
endometriosis disminuia con ingesta alta de verduras y frutas
frescas mientras que, por el contrario, aumentaba con un consumo
alto de carne roja (Parazzini et al., 2013). En relacion a la practica
regular de actividad fisica, algunos autores han observado ser un
factor protector para la endometriosis (Garavaglia et al., 2014),
aunque un metaanalisis concluy6 que no existe suficiente evidencia
para confirmar dicho efecto protector de la actividad fisica

(Garavaglia et al., 2014).

Por otro lado, la exposicion a toxinas ambientales ha sido afiadida a
la lista de factores que contribuyen a la patogénesis de la
endometriosis. Entre las toxinas ambientales mas estudiada
encontramos la toxina 2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-p-dioxina
(TCDD) (Sirohi et al.,, 2020). En conjunto, se ha hipotetizado que
aquellas sustancias quimicas ambientales con actividad hormonal,
los conocidos como disruptores endocrinos (DEs), podrian jugar un

papel clave en el desarrollo de esta enfermedad (Smarr et al.,, 2016).
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2.8 LA HIPOTESIS DE LA DISRUPCION
ENDOCRINA

La exposicion humana a sustancias quimicas de origen sintético es
generalizada y en continuo aumento, cuyos posibles efectos sobre la
salud humana a medio-largo plazo han situado a muchos de ellos en
el foco de atencién de muchos investigadores de todo el mundo. En
la actualidad se estiman en mas de 100.000 las sustancias quimicas
diferentes registradas en Europa para su uso comercial, y se
registran cientos de sustancias nuevas cada afio. Ademas, se ha
demostrado que toda la poblacion europea presenta
concentraciones detectables de algin compuesto contaminante
ambiental (Porta et al, 2008). Sin embargo, la informacion
disponible sobre esta exposicion es muy variable, con implicaciones
clinicas, sanitarias, ambientales y sociales conocidas sélo
parcialmente. En este sentido, el elevado niimero de compuestos
quimicos, la variedad de posibles efectos adversos y la
incertidumbre sobre sus consecuencias clinicas, han generado una
preocupacion razonable en cientificos, médicos, ambientalistas, asi
como sobre una proporcion no desdefiable de la sociedad (Porta et
al., 2008). Entre ellos, un grupo de sustancias de origen heterogéneo
estan siendo especialmente estudiadas debido a su demostrado
efecto (anti-)estrogénico, (anti-)androgénico y/o (anti-)tiroideo.
Este grupo de sustancias se han denominado DEs. Segun la

definicion de la Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO) los DEs son

64



INMACULADA LENDINEZ ROMERO NTROL

sustancias quimicas exdgenas al organismo (o mezcla de ellas) que
alteran la funcion o funciones del sistema endocrino vy
consecuentemente causa efectos adversos en los organismos
intactos, en su progenie o subpoblaciones (Damstra et al., 2002).
Pueden interferir en la produccién, liberacion, transporte,
metabolismo, unién, accion biolégica o eliminacién de las hormonas
responsables del mantenimiento de la homeostasis y regulacion del

desarrollo (Kabir et al. 2015).

Se ha sugerido que los DEs presentan caracteristicas particulares
que los distingue de otros tdéxicos medioambientales, y que
condicionan cualquier aproximacion a la relacion de causalidad
buscada entre exposicion y enfermedad (Smarr et al. 2016). Esta
forma especial de toxicidad podria deberse a que no existe un
umbral toxicoldgico preciso para el desarrollo del efecto toxico, la
relacion dosis-respuesta no es muy conocida, ya que los DEs, al igual
que las hormonas end6genas, no presentan una relacion lineal dosis-
respuesta, sino que dosis intermedias pueden producir un mayor
efecto que dosis altas (en forma de U-invertida). Ademas, las
consecuencias para la salud de la exposicién a estos DEs pueden
aparecer tras periodos de latencia de varios afios (Vandenberg et al.,

2007).

2.8.1 CLASIFICACION DE LOS DISRUPTORES ENDOCRINOS
En la actualidad, el grupo de sustancias identificadas como DEs es

muy heterogéneo y parece no guardar similitud entre si en cuanto a
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su estructura quimica se refiere. Aun asi, se ha observado que los
DEs presentan una masa atémica baja (<1000 Daltons) y por lo
general contienen grupos halogenados de cloro o bromo y un anillo

fendlico (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Por su parte, la resistencia que muestran estos DEs a la degradacion
fisica, quimica y bioldgica, asi como su grado de liposolubilidad han
servido para clasificar a estos compuestos en “DEs persistentes” y

“DEs no persistentes”:

El primer grupo estd compuesto por una amplia variedad de
pesticidas organoclorados tales como el diclorodifeniltricloroetano
(DDT), el hexaclorobenceno o el y-hexaclorociclohexano, bifenilos
policlorados, dioxinas, furanos o éteres de difenilo polibromados.
Estos compuestos, que se engloban dentro de un grupo mas amplio
denominado “sustancias toxicas persistentes” (Porta et al., 2008),
fueron disefiados para tener grandes vidas medias para persistir en
el suelo y, por tanto, son lentamente metabolizados por los
organismos vivos. Debido a su persistencia y lipofilicidad, estos
compuestos tienden a bioacumularse y biomagnificarse a través de
la cadena alimentaria, resultando en una considerable exposicion de
los organismos vivos incluso décadas después de que estos
compuestos hayan sido prohibidos. De hecho, la gran mayoria de la
poblaciéon humana contintia teniendo concentraciones detectables
de estos compuestos, a pesar de que desde comienzos de los afios 70

la mayoria de los paises han prohibido o restringido severamente su
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produccidn, manejo y uso debido a la fuerte evidencia de los efectos
adversos para la salud que originan a dosis tradicionalmente
consideradas seguras, tales como efectos teratogénicos, cancer o
alteraciones reproductivas. En este sentido, algunos estudios in
vitro, in vivo y epidemioldgicos han abordado como contribuye la
exposicion crénica a estos compuestos en el desarrollo de la
endometriosis. Asi, un reciente metaanalisis ha observado un mayor
riesgo de desarrollar endometriosis asociado a la exposicion a
bifenilos policlorados (OR = 1.58; 95% IC: 1.18-2.12) y a pesticidas
organoclorados (OR = 1.40; 95% IC: 1.02-1.92) (Wen et al., 2019).

Por otro lado, el grupo de los DEs no persistentes incluye a la familia
de los bisfenoles [incluyendo el 2,2-bis (4-hidroxifenil) propano o
Bisfenol-A (BPA) y otros congéneres como el bisfenol F (BPF) y S
(BPS)], parabenos (incluyendo el metil-, etil, propil- y
butilparaben), los ftalatos o los filtros UV. Estos DEs, en comparacion
a los anteriores, son menos liposolubles y, por tanto, son
rapidamente metabolizados y excretados a través de la orina
(Frederiksen et al, 2007; Sgeborg et al, 2014) en lugar de
acumularse en los tejidos grasos del organismo. El hecho de que los
efectos adversos para la salud hayan sido menos estudiados, hace
que aun exista escasa legislacion internacional en relacién a su
producciéon o uso (The European Commission, 2011). Esta tesis
doctoral esta centrada en este grupo de DEs no persistentes, y en

concreto, en la familia de los bisfenoles.
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2.8.2 BISFENOL A

El BPA, representante mayoritario de la familia de bisfenoles, es un

compuesto organico constituido por dos grupos funcionales fenoles
(Figura 13A), que le dan unas caracteristicas fisicas propias:
sustancia soélida, incolora e inodora a temperatura ambiente. Fue
sintetizado por primera vez por el quimico ruso Aleksandr Dianin en
1891, pero no fue hasta 1936 cuando Dodds y Lawson describieron
su actividad utero-troéfica en la rata, lo que permitio su inclusion en
el censo de estrogenos de sintesis (Dodds & Lawson, 1936). Sin
embargo, el hecho de conseguir fabricar otro estrogeno sintético con
mayor potencia (el dietiletilbestrol), hizo que su uso como farmaco
no se extendiera (Vogel, 2009). En la actualidad se le ha encontrado
otro uso, fundamentalmente como mondémero en la fabricaciéon de

plasticos de policarbonato y resinas epoxi (Almeida et al., 2018).

Su sintesis se realiza mediante la condensacion de la acetona con dos
equivalentes de fenol. La reacciéon es catalizada por un acido, como
el acido clorhidrico (HCI), o una resina de poliestireno sulfonado. Un
gran numero de cetonas sufren reacciones analogas de

condensacion. Este método es eficiente y el Unico producto derivado

es el agua (Figura 13B) (Geens et al., 2012).

Se trata de uno de los compuestos quimicos de mayor produccién
mundial con un incremento de la demanda anual del 6-10%. Durante
los ultimos cinco aiios, el consumo total de BPA crecié a una tasa

promedio anual de 2.5%, aunque las estimaciones sugieren que el
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consumo global aumente un 3.6% por afio hasta 2023 (IHS, 2018).
Asi el volumen global de consumo de BPA se estimd en 7,7 millones
de toneladas métricas en 2015 y se espera que alcance los 10,6

millones de toneladas métricas en 2022 (Almeida et al., 2018).

A B
POLYCARBONATE
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Figura 13. Bisfenol-A (BPA). A) Estructura quimica del BPA. B) Modo de
liberacién del monémero de BPA a partir del policarbonato (Welshons et al.,
2006).

Tal como se presenta en la Grafica 3, durante el afio 2018, el noreste
de Asia fue el principal consumidor global de BPA (consumiendo la
mitad del BPA generado a nivel mundial). Europa Occidental y
Estados Unidos son los otros consumidores importantes en el
mercado de BPA; sin embargo, se espera que la demanda de BPA
sufra una disminucion de en los préximos afios, debido a la alarma

social que han generado sus posibles efectos para la salud (IHS,

2018).

En Europa, cuatro compafiias producen un total de 1.400.000

Tm/afio en 6 factorias, una de ellas en el sur de Espafia, (“Sabic” en
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La Aljorra, Cartagena (Murcia)), que produce casi 300.000 Tm/ en
2017 (NC Lexan, 2005).

Como se ha mencionado, entre los usos de este producto destaca la
fabricacion de policarbonatos y resinas expoxi. Cerca del 70% del
BPA producido en la industria se utiliza para fabricar policarbonatos
y aproximadamente un 25% se utiliza en la produccion de resinas
epoxi (Kamrin, 2004). La importancia del BPA deriva de su
ubicuidad, pues se trata de un compuesto que estd presente en la
mayoria de los envases usados comunmente (Almeida et al., 2018).
De hecho, los productos de plastico de policarbonato incluyen una
gran variedad de bienes de consumo comun, como envases, vajillas
de plastico reutilizables y botellas para alimentos y bebidas, aunque
también se usa en la fabricacion de lentillas, equipos deportivos, CD
y DVD. Las resinas epoxi que contiene el BPA se utilizan para revestir
el interior de las latas para alimentos y bebidas, tapones de
recipientes lo que aumenta su vida util y evita que la comida o la
bebida tengan un sabor metalico, ademas del interior de las tuberias
de agua (“Scientific Opinion on the risks to public health related to
the presence of bisphenol A (BPA) in foodstuffs,” 2015). También

tiene un amplio uso en los selladores dentales (Olea et al., 1996).

Ademas, el BPA se utiliza para fijar la tinta en el papel térmico que
se utiliza para los tickets de compra, en libros, faxes y etiquetas, asi
como tras su reciclado, en folletos, sobres de correo, periddicos,

rollos de cocina, papel higiénico y cajas de comida (Liao etal. 2012a).
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De hecho, son numerosos los estudios que han puesto de manifiesto
la presencia de este compuesto en utensilios usados para la
manipulacion de alimentos y su transferencia a los alimentos (Geens
etal, 2012; Wen etal., 2019; Witz et al,, 2002; M. H. Wu et al., 2004;
Y. Wu et al,, 2005). Los principales factores que amplifican esta
transferencia son el calentamiento, el tiempo de almacenamiento, el
contacto con sustancias alcalinas o acidas y el uso repetido de los
envases. Todos estos procesos pueden acelerar la hidrélisis del
enlace éster que une las moléculas de BPA en los plasticos de
policarbonato, y el lavado continuado de los productos de
policarbonato provoca la facil separacion del BPA (Bertoli et al.
2015). También puede ocurrir por la lixiviacion de productos de

obturaciones dentales a base de resina.

World consumption of bisphenol A—2018

Indian
ClS/Baltic Stat Subcontinent

Other

China

SoutheastAsia £
Taiwan

. Western Europe
South Korea

Source: HS Mandt United States ©2013 IS Markk

Grafica 3. Distribucion del consumo mundial de BPA en 2018 (IHS, 2018).
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2.8.3 OTROS TIPOS DE BISFENOL

Los cientificos, las agencias reguladoras y el publico en general han
expresado su preocupacion sobre el uso de BPA, especialmente
debido a su naturaleza ubicua y su potencial de exposicion continua
(Vandenberg etal., 2010). En 2017, el BPA fue reconocido como una
sustancia quimica disruptora endocrina y una sustancia de muy alta
preocupacion en la Unién Europea tanto para la salud humana como
para el medio ambiente, lo que limita su importacién y uso en el
mercado europeo (ECHA, 2017). Para cumplir con las restricciones
de las agencias reguladoras sobre el uso de BPA, la industria del
plastico esta reemplazando gradualmente esta sustancia con
algunos analogos estructurales, aunque se ha cuestionado si estos
sustitutos son realmente mas seguros que el BPA (Eladak et al,
2015). Es importante comprender si estos sustitutos poseen
propiedades activas/disruptoras endocrinas similares a las del BPA

(Rochester et al. 2015).

-Bisfenol S (BPS): su uso mas extendido es como revelador en papel
térmico tras la restricciéon por la Uniéon Europea del uso de BPA en
el papel térmico, que entré en vigor en 2020 (Liao et al. 2012). Pero
ademas esta presente en muchos productos cotidianos, como
productos de cuidado personal (p. Ej., gel de bafio, productos para el
cuidado del cabello, maquillaje, lociones, pasta de dientes) y
alimentos (por ejemplo, productos lacteos, carne y productos

carnicos, verduras, alimentos enlatados, cereales). Aunque los
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estudios son muy escasos y se encuentra actualmente en proceso de
evaluacion por la Agencia Europea de sustancias y mezclas quimicas
(ECHA), parece que es tan activo hormonalmente como el BPA y

tienen efectos de alteracion endocrina (Rochester et al. 2015).

-Bisfenol F (BPF): de forma similar al BPS, es un sustituto del BPA
en numerosos productos de la vida diaria, e igualmente, tiene

efectos estrogénicos similares a BPA (Rochester & Bolden, 2015).

-Bisfenol AF (BPAF): Aunque menos estudiado que los anteriores,
se ha detectado su presencia en alimentos, polvo, sedimentos y lodos
de aguas residuales municipales. Al igual que con BPA, los estudios

demuestran que BPAF tiene efecto estrogénico (Pelch et al,, 2017).

El desafio que plantean los analogos del BPA radica en evaluar su
potencial de alteraciéon endocrina en funcion de los datos
toxicoldgicos disponibles. Esto es de particular importancia para
evitar la inversion industrial en sustitutos inseguros y para prevenir
las consecuencias para la salud humana y ambiental. Sin embargo,
los resultados que evalliien especificamente estos sustitutos son ain
muy limitados y, en ocasiones, poco concluyentes (probablemente al
uso combinado de varios analogos simultaneamente, lo que dificulta

la medida de su efecto conjunto).
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2.8.4 FUENTES DE EXPOSICION Y MECANISMOS DE ACCION
DE LOS BISFENOLES

Existen multiples vias de exposicion a los DEs, incluyendo tanto la
via dérmica, la via inhalatoria y la via digestiva. En el caso concreto
del BPA, se ha sugerido que la comida y mas en concreto la comida
en conserva o enlatada podria ser una fuente importante de
exposicion a BPA (Garcia et al. 2015). Ademas, existe una exposicion
no oral a través de la inhalacién de gases y particulas de aire y por
absorcion dérmica de cosméticos y sustancias derivadas del papel
térmico (Geens et al., 2012). De hecho, esta reconocido la exposicién
ocupacional a BPA, principalmente en trabajadores de fabricas de
producciéon de plasticos de policarbonato durante su fabricacion,
por el uso de resinas epoxi, pinturas o lacas (ECHA, 2008) o por el
simple contacto continuado con productos que contienen BPA como
el papel térmico (Ndaw et al., 2016). Sin embargo, la Unién Europea
resumié los datos de la exposiciéon ocupacional a BPA en Europa y
en EE.UU indicando que las exposiciones a BPA estaban por debajo
de 5 mg/m3. No obstante, la exposicidén a bajas dosis pero de forma
prolongada en el tiempo se ha demostrado que podria provocar
efectos deletéreos en el organismo, aunque no existen estudios
suficientes para su confirmacion (Liao et al. 2012). Ademas,
también se demostrd una transmision fetal o al nifio lactante a través

de la placenta y la leche materna (J. Lee et al., 2018).
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2013).

por los rifiones (Gonzalez-Parra et al,,
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En humanos, el BPA es un compuesto organico sintético con cierta
lipofilicidad que, tras la administracion oral, se absorbe a través del
tracto gastrointestinal y se transporta al higado donde se metaboliza
adquiriendo caracteristicas hidroéfilas (Pivonello et al., 2020). El BPA
se metaboliza e inactiva mediante glucuronidaciéon por uridina-
difosfato-glucuronosiltransferasas y sulfataciéon, por fenol-
sulfotransferasas en microsomas. Las formas inactivas conjugadas
del BPA (glucuronidadas y sulfatadas) se excretan en la bilis y la
orina, estimandose una vida media <24 horas (Provvisiero et al,
2016). Sin embargo, la enzima B-glucuronidasa presente en diversos
organos como pulmon, higado, rifién y placenta, puede desconjugar
el BPA y por tanto, liberar su forma activa a la sangre (Figura 14),
permitiendo nuevamente su distribucion en el organismo (Ginsberg
et al. 2009). Ademas, al ser una sustancia parcialmente lipofilica,
puede distribuirse en el tejido graso, alterando la homeostasis de

este tejido endocrino (Artacho-Cordoén et al., 2018).

2.8.5 EFECTO BIOLOGICO

En la actualidad, muchas evidencias confirman que el BPA (y sus
analogos BPF y BPS) podrian interaccionar con diversos tipos de
receptores hormonales nucleares como los receptores de
estrogenos, receptor de andrdégenos y receptores de hormonas
tiroideas. Respecto a los receptores de estrogenos (ER), el BPA tiene
una estructura conformacional que le confiere la capacidad de

unirse tanto a ER alfa (ERa) como beta (ER[3), aunque la afinidad del
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BPA por EResde 1000 a 10000 veces menor que la afinidad del 17f3-
estradiol (Pivonello et al., 2020; Rochester & Bolden, 2015).

El BPA generalmente induce acciones lentas a través de vias
gendmicas, interactuando directamente con el ER nuclear e
induciendo la regulacion de varios genes, desencadenada por
interacciones directas ER-ADN o, alternativamente, interactuando
con co-reguladores de expresion génica. Sin embargo, el BPA
también puede inducir acciones rapidas a través de vias no
gendmicas alternativas con dosis bajas, mediante la activacién de
cascadas de sefnalizaciéon de quinasas a través de receptores de
membrana o mediante la modulacion de la variacion de la entrada
de calcio celular (Shanle, et al. 2011). Es el caso de la uniéon de BPA
a receptores de membrana acoplados a proteina G, los cuales
producen respuestas celulares a concentraciones picomolar o
nanomolar, o por unioén a receptores de estréogenos, y que son 80
veces mas potentes que los ERa. En este sentido, se ha observado
que tanto los mecanismos gendmicos como los no gendmicos
pueden desencadenarse por la exposicion tanto a dosis bajas y altas
de BPA (Pivonello et al., 2020). De esta forma, los bisfenoles pueden
estar involucrados en la activacién de procesos inflamatorios, en la
transicién epitelio-mesenquimal y/o en la produccién de estrés
oxidativo (J. Y. Kim et al., 2017; Liang et al., 2020; Y. J. Yang et al,,
2009). Asi, se ha observado que el BPA desencadena un aumento
significativo de la peroxidacidn lipidica, oxidacién proteica, dafio de
nucledtidos y generaciéon de radicales libres de origen mitocondrial
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(Acconcia et al. 2015), asi como un incremento en los niveles
circulantes de interleucinas o interferon-y (Liang et al,, 2020; Y. J.

Yang et al.,, 2009).

2.8.6 CONSECUENCIAS DE LA EXPOSICION A BISFENOLES
EN LA SALUD HUMANA

Como consecuencia de la exposicion diaria a estas sustancias, en las
ultimas décadas se estd acumulando una amplia evidencia sobre los
efectos nocivos que presenta el BPA para la salud humana. Asi, se ha
relacionado la exposicion a BPA en humanos con determinadas
alteraciones/enfermedades que pueden ser consecuencia de su

actividad disruptora endocrina:

a) Diabetes: los estudios clinicos en seres humanos y los estudios
preclinicos en modelos in vivo, ex vivo e in vitro indican que el BPA,
mediante un estimulo estrogénico a nivel pancreatico (en su mayor
parte en dosis bajas), puede desempeifiar un papel importante en el
aumento del riesgo de desarrollo de la diabetes mellitus tipo 2,
actuando directamente sobre las células pancreaticas, en las que el
BPA induce la alteracion de la secrecion de insulina y glucagén, e
induciendo la apoptosis de las células 3. Ademas, también se ha
observado que actia a nivel de los tejidos periféricos, donde
desencadena un estado de resistencia a la insulina de las células
musculares, hepaticas y adiposas, entre otras (Provvisiero et al.,

2016).
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b) Obesidad: la exposicion a BPA se ha relacionado con el desarrollo
de obesidad y la resistencia a la insulina, describiéndose que es
capaz de inhibir la liberacién de adiponectina (Hugo et al., 2008).
Numerosos estudios han observado la capacidad de BPA de
interaccionar con el factor de transcripcion dependiente de ligando
PPARy (del inglés peroxisome proliferator activated receptor
gamma) (Hoepner, 2019), intimamente ligado al desarrollo de este

problema de salud.

c) Enfermedad cardiovascular: en los ultimos afios se han publicado

numerosos estudios que relacionan esta molécula con diferentes
alteraciones en el aparato cardiovascular (Moon et al., 2021; Yan et
al., 2011). Asi por cada aumento de 4,5 pg/l de BPA en orina se ha
estimado que aumentaria la incidencia de enfermedad coronaria en

un 13% a 10 afios (Melzer et al., 2012).

d) Carcinogénesis: 1a exposicion a BPA se ha asociado a la aparicion

de neuroblastomas y determinados tumores hormono-
dependientes como el cancer de mama (H. Song et al., 2015), atero
(Bromer et al., 2010), ovario, prostata o el testicular (Fenichel et al.
2013). El principal mecanismo es la actividad estrogénica del BPA

(Almeida et al., 2018)

e) Efectos neuroldgicos: 1a exposicion a BPA puede inducir ansiedad,

un mayor riesgo de comportamientos autistas, deterioro de la
memoria y el aprendizaje, asi como cambios en los

comportamientos sociales (EFSA, 2015). El BPA podria tener efectos
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sobre el cerebro humano en desarrollo que resultan de la
interaccion con el receptor de androgenos, o la interferencia con los
efectos de los estrogenos sobre el circuito neural, alteraciones en la
expresion del receptor tiroideo en la neocértex fetal o disminucion
de neuronas dopaminérgicas (Almeida et al., 2018). Existen algunas
evidencias sobre la influencia de la exposicion a BPA en el

neurodesarrollo de los nifios (Rodriguez-Carrillo et al., 2019).

f) Insuficiencia renal: se han identificado posibles mecanismos de

nefrotoxicidad mediada por BPA implicando un aumento del estrés
oxidativo, la inflamacién y la induccién de la hipertension arterial

(Saura etal.,, 2014).

g) Reproduccién y desarrollo: se ha visto que concentraciones muy

bajas de BPA puede producir alteraciones sobre el eje hipotalamico-
pituitario-ovario, alterando la diferenciacion sexual cerebral,
aumentando la pulsatilidad de la hormona liberadora de
gonadotropinas y pubertad precoz. En ovarios y testiculos, el BPA
altera la biosintesis de esteroides y parece reducir la calidad de los
ovocitos y de la espermatogénesis, lo cual podria influir en la
fertilidad masculina y femenina. En el utero, el BPA puede alterar la
funcion uterina debido a la proliferacion de las células
endometriales, la disminucién de la receptividad uterina o interferir
en la implantacion del embrién (Almeida et al., 2018). La exposicion
a bisfenoles puede estar también relacionada con una amplia

variedad de patologias ginecoldgicas, tales como el sindrome de
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ovario poliquistico o la hiperplasia uterina, entre otras (Ziv-Gal &
Flaws, 2016). Sin embargo, poco se sabe del papel que juega el BPA
(v sus andalogos) en el desarrollo de la endometriosis, con algunos
estudios in vivo sugerentes de un claro efecto adverso (K.L. Jones et
al., 2018), pero con una evidencia epidemiolégica muy limitada y con
resultados contradictorios(Buck Louis et al.,, 2013; Cobellis et al.,
2009; Itoh et al,, 2007; Moreira Fernandez et al., 2019; B. H. Rashidi
etal, 2017; Simonelli et al., 2017; Upson et al., 2014).

2.9 FISIOPATOLOGIA DE LA ENDOMETRIOSIS

A pesar de que la teoria de la menstruacidn retrograda consigue
explicar el desplazamiento fisico de las células viables desde la
cavidad uterina hacia la cavidad peritoneal, se requiere un
microambiente ‘permisivo’ para el posterior desarrollo de los
implantes endometriésicos (Figura 15). En este sentido, la
capacidad de evadir al sistema inmune, la adhesion al epitelio
peritoneal, la invasién del epitelio, el establecimiento de un
crecimiento local continuado de tejido neurovascular y una mayor
tasa de supervivencia se han postulado como mecanismos
necesarios que deben estar presentes para que esas células viables
puedan desencadenar la endometriosis. Para ello, cierta
predisposicion genética, alteraciones hormonales y altos niveles
oxidativos e inflamatorios parecen ser caracteristicas claves que

favorecen dicho microambiente ‘permisivo’ (Burney & Giudice,
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2012). Parece ser, por tanto, que es la propensidon a que puedan
implantarse dichas células que alcanzan la cavidad peritoneal lo que
justificaria la discrepancia entre el 90% de prevalencia de
menstruacion retrograda y el x10% de prevalencia de la

enfermedad.

Endometriosis “fisiologica” EVOLUCION Endometriosis “enfermedad”
—

90- 95% de las mujeres  PATOLOGICA

Reflujo menstrual

l

IMPLANTACION

METAPLASIA Lesiones microscopicas | Via B

mm)|  Lesiones papilares ‘[ Endometriosis profunda ]
INDUCCION Lesiones rojas 10%
viaA § o0%

Lesiones azuladas
Lesiones blancas

| Adherencias ]

| Endometrioma ovarico ]

Figura 15. Teoria fisiopatologica de la endometriosis. La menstruacion
retrégrada es un proceso fisioldégico que ocurre en el 90-95% de las mujeres. La
mayoria de las lesiones iniciales cicatrizan y pierden su actividad. Solo en
algunas mujeres el proceso contintia y las lesiones dan lugar a las distintas
formas clinicas de la enfermedad (Belaisch et al.,, 1999).

2.9.1 CREACION DE UN MICROAMBIENTE INFLAMATORIO
Y OXIDATIVO CRONICO

Cada dia hay mas evidencia sugiriendo que la endometriosis es una

condicion inflamatoria en la pelvis, ya que el liquido peritoneal de

82



INMACULADA LENDINEZ ROMERO —I‘ TRC

mujeres con endometriosis presenta un mayor numero de
macroéfagos activados e importantes diferencias en el perfil de
citocinas (Jaiswal et al., 2020; Kalu et al., 2007). Hasta la fecha, una
larga lista de factores proinflamatorios se han observado en altos
niveles tanto en el liquido peritoneal como en el suero de pacientes
con endometriosis en relacién a mujeres sin la enfermedad, tales
como la IL-6, IL-8, MCP-1, IL-1R o TGFB1 (Jaiswal et al., 2020; Kalu
et al,, 2007; Tarokh et al.,, 2019). Este microambiente inflamatorio
podria, ademas de favorecer la progresion de la enfermedad al
estimular el crecimiento de las lesiones mediante la sobreexpresion
de factores de crecimiento y hormonas esteroideas, contribuir a la
carga sintomatica de la enfermedad al aumentar la percepcion
dolorosa por parte de la mujer (Burney & Giudice, 2012), ya que se
ha visto que pueden directamente sensibilizar nervios periféricos a
través de receptores de membrana especificos (B. D. McKinnon et al.,

2015; Morotti et al,, 2017).

En cuanto al origen de este microambiente inflamatorio, multiples
factores pueden contribuir a su aparicion. Por ejemplo, factor
nuclear Kappa B (NF-xB) se ha observado sobreexpresado en células
endometriales expuestas a BPA (Y.]. Cho et al.,, 2018). Se trata de un
regulador clave de la expresion genética de las citoquinas
proinflamatorias, entre otros genes, cuya expresion esta mediada
por el ER-B (Gou et al, 2019). Ademas, se ha observado que la
activacién de esta via guarda relacién con una progresién de la
endometriosis (Gou et al.,, 2019).
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Sin embargo, parece claro que el estrés oxidativo juega un papel
principal en el origen de este microambiente inflamatorio (Donnez,
Binda, et al., 2016; Samimi et al., 2019; Vitale et al., 2018). El estrés
oxidativo surge de la alteracion en el equilibrio entre los sistemas
antioxidantes y las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Donnez et
al,, 2016). Estas ultimas son productos intermedios del metabolismo
normal del oxigeno en la mitocondria, que se origina de forma
fisioldgica en la reduccion del oxigeno molecular a agua durante la
produccién de energia aerobia en las células (Valko et al.,, 2007). Las
ROS participan en procesos fisiolégicos como reguladores de vias de
sefalizacion intracelular o como agentes antiinfecciosos. Pero en
altas concentraciones y sobrepasando el efecto de los sistemas
antioxidantes, interaccionan con las principales biomoléculas
celulares mediante proceso de peroxidacién (aminoacidos, lipidos y
bases puricas y pirimidinicas del ADN) alterando la estructura de
membranas celulares, actividad de proteinas y expresion génica

(Donnez et al.,, 2016).

Los procesos inflamatorios son una de las principales fuentes de
produccidon de radicales libres (Inoue et al, 2005). En el caso
particular de la endometriosis, su piedra angular es un proceso
inflamatorio persistente desencadenado y perpetuado por una
sobreproduccion de ROS que conduce a la activacion y quimiotaxis
de macrofagos y neutroéfilos al liquido peritoneal (Vetvicka et al,,
2016). En este sentido, una revisién sistematica realizada por
Carvalho et al. (2012) que incluy6 un total de 19 articulos que
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evaluaban distintos biomarcadores de estrés oxidativos en mujeres
con endometriosis, identific6 hasta 23 biomarcadores (clasificados
en cinco categorias: actividad enzimatica, aniones / radicales libres,
marcadores de lipoperoxidacion, marcadores de dafio del ADN y
oxidacién de proteinas) con una expresion significativamente
mayor en pacientes con endometriosis que en pacientes controles,
lo que demuestra que la endometriosis se asocia a niveles elevados

de estrés oxidativo sistémico (Figura 16).

TNFa, TNFB L Ca.C4
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Figura 16. Diagrama de biomarcadores relacionados con endometriosis
(May et al., 2010)

85


https://ws003.sspa.juntadeandalucia.es:2053/topics/medicine-and-dentistry/enzyme-activity

INMACULADA LENDINEZ ROMERO —I‘ TRC

Por ejemplo, se han identificado en estas mujeres niveles mas
elevados en liquido peritoneal y en sangre periférica de productos
proteicos de oxidacion avanzada, nitratos y nitritos,
malondialdehido (MDA), hidroperoxidos de lipidos (LOOH), 8-
hidroxi-2-desoxiguanosina, 8-isoprostano, 8-iso prostaglandina
F2 ay 25-hidroxicolesterol (Donnez et al., 2016; Polak et al., 2013).
Incluso, algunos estudios han correlacionado mayores niveles de
peroxidacion lipidica tanto en sangre como en liquido peritoneal con

el estadio de la enfermedad (Amreen et al,, 2019).

No obstante, se piensa que los niveles en liquido peritoneal son mas
representativos, puesto que la produccion de ROS se origina en las
células inflamatorias peritoneales. Ademas, aunque los productos
derivados de este proceso pasan a suero/plasma, sin embargo, en
suero es posible reflejar el estado oxidativo debido a otras causas,
mientras que en el liquido peritoneal, al estar mas localizado, da un

resultado mas preciso de la endometriosis (Amreen et al., 2019).

De forma similar, en el tejido endometrial ectépico también se han
encontrado concentraciones mas elevadas de dafio oxidativo en
lipidos y ADN respecto a los controles sanos, siendo responsables de
inducir la proliferacidon celular de los endometriomas (Kao et al.,
2005; Oner-lyidogan et al, 2004). Ademads, un estado de estrés
oxidativo en el entorno peritoneal, en el liquido folicular y en ovario
podrian explicar en parte el estado de infertilidad asociado a la

endometriosis (Prieto et al, 2012; Singh et al, 2013). En este
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sentido, se ha observado la existencia de un desequilibrio entre la
produccion de ROS y los sistemas antioxidantes en el liquido
folicular de mujeres con endometriosis (Singh etal., 2013). Dado que
el liquido folicular es crucial en el desempefio reproductivo de los
ovocitos, este desequilibrio oxidativo puede causar dafios en el ADN,
el citoesqueleto y la membrana celular, lo que resultaria en una

menor calidad de los ovocitos en estas pacientes.

Poco se sabe sobre el origen de este ambiente oxidativo en la cavidad
abdominal, pero defectos en la actividad del sistema antioxidante o
factores que favorezcan una mayor producciéon de ROS parecen ser
las dos Unicas posibilidades. En relacién a la primera posibilidad,
numerosos estudios han reportado variantes genéticas en las
enzimas clave en el proceso de neutralizaciéon de los ROS. Por
ejemplo, se ha observado polimorfismos en el promotor del gen que
codifica la catalasa en mujeres con endometriosis en comparacion
con mujeres sanas, lo que podria interferir en la actividad de dicho
enzima antioxidante (Zarafshan et al., 2015). De forma similar,
Huang et al. (2020) identificaron variantes genéticas en el gen que
codifica la glutation-peroxidasa 4 en mujeres con endometriosis tras
realizar el genotipado de leucocitos periféricos en un estudio caso-
control. Ademas, estos autores encontraron una correlacion entre la
prevalencia de polimorfismos en esta enzima antioxidante y la

severidad de la endometriosis.
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Sin embargo, el grueso de la evidencia cientifica apunta mas a un
aumento en la tasa de produccion de ROS como origen de la
endometriosis. En este sentido, es probable que las células
endometriales apoptoéticas, los macréfagos y eritrocitos
trasportados a la cavidad peritoneal con el reflujo menstrual, liberan
factores proinflamatorios que inducen ROS. Durante Ila
menstruacion retrégrada se produce una sobrecarga de
hemoglobina y subproductos de ellas, como hierro y hemo,
altamente oxidativos. Son esenciales para las células vivas, pero
cuando no se encuentran correctamente quelados, aumenta el
hierro libre peritoneal e induce la producciéon de ROS a través de la
reaccion de Fenton (Fe2* +H2 02 = Fe 3* + OH- + OH) (Donnez et
al., 2016). Ademas, es conocido que la hemoglobina puede favorecer
la formaciéon de adherencias para las células endometriales
ectopicas. Sin embargo, el hecho de que los eritrocitos estén
presentes en la cavidad peritoneal del 90% de las mujeres que
menstruan, indica que quizas el factor clave sea el flujo menstrual
mas abundantes y prolongados que presentan estas mujeres, junto
a un sistema de eliminacién peritoneal de hierro defectuoso o por la
mayor concentracion de hierro en las lesiones endometriosicas, que
suelen sangrar y aumentar mas el nimero de eritrocitos (Donnez et

al. 2016).

Estas reservas de hierro pueden tener numerosos efectos
citotéxicos por alterar el equilibrio entre la produccién de radicales
libres y la defensa antioxidante, induciendo la disregulacién de los
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procesos celulares, la disfuncion celular y la apoptosis o necrosis a
través de la peroxidacion de lipidos, proteinas y el dafio del ADN
(Lagana et al., 2018). De esta forma, el hierro puede contribuir en el
proceso de adhesiéon y formacion de implantes endometriosicos, e
incluso la proliferacion descontrolada de sus células (Santulli et al.,

2012).

Por otro lado, el sistema inmunolégico podria contribuir al
establecimiento de un microambiente oxidativo en pacientes con
endometriosis. El alto nimero de células inmune en el liquido
peritoneal de mujeres con endometriosis potencia la proliferaciéon
celular en los implantes a través de la secrecion de factores de
crecimiento y citocinas (Vitale et al, 2018). Los macréfagos
activados del peritoneo fagocitan eritrocitos y productos de la
apoptosis de células endometriales descamadas (de ahi el aumento
de siderofagos en liquido peritoneal), quedando libre el hierro y el
grupo hemo, que mediante reaccion de Fenton, aumentan los niveles
de ROS, sobrecargando al sistema antioxidante (Khan et al., 2004).
En consecuencia, tiene lugar el dafio de las células
mesoteliales peritoneales y favoreciendo asi implantacion ectopica
del endometrio, se produce cambios en la morfologia y funcion
de las células endoteliales vasculares, alterando su permeabilidad y
la expresion de moléculas de adhesion que favorece la adhesion de
las células inflamatorias y conduce a una inflamacion persistente

(Figura 17) (Gazvani & Templeton, 2002).
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Sorprendentemente, la exposicién a BPA y otros DEs también se ha
observado que podria contribuir a la instauracion de un
microambiente oxidativo (Artacho-Cordén et al., 2019). En este
sentido, la menor afinidad por los receptores de estrégenos respecto
a los estrogenos enddgenos, hace que sea poco probable que el BPA
ejerza sus efectos Unicamente a través de interacciones con
receptores nucleares de estrogenos, sino que también puede actuar
activando vias alternativas. Varios estudios han demostrado que la
exposicion de células endometriales a BPA puede inducir
significativamente la produccién de ROS (Y.J. Cho et al., 2018). Sin
embargo, podria ocurrir que la induccién de estrés oxidativo
mediada por BPA no fuese independiente de la accién disruptora
endocrina, ya que estos mismos autores han observado que esta

induccion podria estar mediada por ER-a.

2.9.2 SUPERVIVENCIA CELULAR INCREMENTADA

A pesar del caracter benigno de la endometriosis en comparacién
con procesos neoplasicos, se estan describiendo procesos similares
en cuanto al comportamiento de las células implicadas. Por ejemplo,
se ha observado que la combinacién de una proliferacion
incrementada y una evasion apoptotica, tal como se suele observar
en las células tumorales (Hanahan & Weinberg, 2011), podria
conferir una ventaja a las células para favorecer la aparicion de

lesiones de endometriosis (Wingfield et al., 1995).
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Figura 17. Esquema de los procesos que favorecen y permiten la

formacion de implantes de endometriosis (Gazvani & Templeton, 2002).

Incluso, se han evidenciado mayores niveles del gen anti-apoptdtico
bcl-2 tanto en el endometrio como en el tejido endometridsico de
mujeres afectadas por esta enfermedad (Jiang et al., 2020; R.K. Jones
et al., 1998). La presencia de mutaciones en genes supresores de
tumores como PTEN también se ha sido identificadas en esta
enfermedad. En este sentido, la perdida de heterocigosidad y la
mutacion somatica de PTEN se ha observado en el 56% y el 21% de
endometriomas ovaricos, respectivamente (Sato et al.,, 2000). De

forma similar, también se ha observado un descenso en la expresiéon
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de este gen en mujeres con endometriosis (Ponandai-Srinivasan et
al., 2018). En relacion al efecto que pueda ocasionar la exposicion a
BPA sobre esta supervivencia celular incrementada, un estudio
reciente muestra un incremento en la tasa de proliferacion de
células endometriales expuestas a esta sustancia, consecuencia a
una respuesta mediada por un microambiente oxidativo e
inflamatorio (Y.J. Cho et al,, 2018). Sin embargo, el efecto concreto
del BPA sobre esta induccion de bcl-2 observada en el endometrio
y/o tejido endometridsico es aun desconocido, aunque algunos
estudios en células de cancer de mama muestran una clara
induccion de bcl-2 tras exponerlas a BPA (H. Song et al,, 2015). De
forma similar, la exposicion a BPA podria interferir en la via de
sefalizacion medida por PTEN, tal como sugieren estudios llevados
a cabo en modelos murinos, donde han observado una activacion de
lavia PTEN en el ovario y en las glaindulas mamarias (Hu et al., 2018;

Wang et al,, 2014).

2.9.3 EVASION DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA

En situaciones normales, las células endometriales serian
eliminadas por el sistema inmunitario en la cavidad peritoneal, por
lo que una alteracion en este sistema de vigilancia es necesario para
permitir la implantacion y el crecimiento de las células
endometriales. En relacion a este aspecto, se ha observado que el
tejido endometrial de pacientes con endometriosis es mas resistente

alaaccién de las células NK que el tejido endometrial de mujeres sin

92



INMACULADA LENDINEZ ROMERO NTROL

la enfermedad (Figura 17) (Kang et al., 2014; Oosterlynck et al,,
1991), lo cual podria estar también relacionado con la alta
prevalencia de enfermedades autoinmunes en estas pacientes
(Porpora et al, 2020). De hecho, se ha reportado una alta
concordancia entre la endometriosis y enfermedades autoinmunes
(lupus sistémico eritematoso, artritis reumatoide o sindrome de

Sjogren) y atépicas (alergias, asmay eccemas) (Porpora etal., 2020).

También se han sugerido alteraciones en otros componentes del
sistema inmunolégico. Por ejemplo, el sistema del complemento
estaria alterado en mujeres con endometriosis (Karadadas et al.,
2020), siendo la proteina C3 el componente mejor estudiado (Rahal
et al,, 2021). También se ha reportado un incremento de ciertas
subpoblaciones de linfocitos T como los CD69+, aunque su impacto
en la fisiopatologia de la enfermedad es desconocido (M. Guo et al.,

2020).

2.9.4 CREACION Y CRECIMIENTO DE TEJIDO
NEUROVASCULAR

Al igual que para el crecimiento del tejido neoplasico, el aporte
nutricional del tejido endometridsico requiere la presencia de una
red vascular cercana, de especial relevancia en los implantes
peritoneales debido a que se trata de un tejido pobremente
vascularizado. La creacion de vasos sanguineos en la zona de las
lesiones endometrdsicas estd ampliamente demostrada,

especialmente en las lesiones rojas (Burney & Giudice, 2012). En
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este sentido, los niveles elevados del factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) cominmente detectados en el peritoneo
de mujeres con endometriosis son consistentes con la creacion de
estared vascular entorno al implante endometriosico. Ademas, se ha
observado incrementos graduales de VEGF de acuerdo con el
estadio de la enfermedad (Zhang et al., 2018). La sobreexpresion de
este factor de crecimiento se ha observado en células endoteliales
de endometrio expuestas a BPA (Helmestam et al., 2014). De forma
similar, niveles elevados tanto de VEGF como de su receptor se ha
detectado tras exponer células de ovario a BPA (Ptak &
Gregoraszczuk, 2015). En relacion al crecimiento del tejido nervioso,
es frecuente su aparicién, especialmente en las lesiones peritoneales
y profundas (Anaf et al., 2002; McKinnon et al., 2012; Tokushige et
al, 2006). En este sentido, la sobreexpresion del factor de
crecimiento neural (NGF) se ha postulado como un regulador crucial

de este proceso (Barcena de Arellano etal., 2011).

2.9.5 ADHESION E INVASION CELULAR

La capacidad de adhesién de las células endometriales al mesotelio
peritoneal es responsabilidad de la fraccidon de células estromales
endometriales. De este modo, la presencia de un mesotelio
peritoneal intacto actuaria como una barrera protectora frente a la
implantacién de tejido endometrial, mientras que la presencia de
alteraciones adquiridas o heredadas en el peritoneo podria

predisponer a la adhesién y la invasion de las células endometriales
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(Burney & Giudice, 2012). De hecho, estudios in vitro han observado
que las células endometriales solo se adhieren en zonas del
peritoneo donde previamente se habia dafiado su mesotelio
(Gerhard et al., 1991). Ademas, los mismos autores reportaron que
el propio efluente menstrual presenta un potencial dafiino sobre el
mesotelio, pudiendo inducir el dafio local necesario para la
implantacién de estas células. Sin embargo, los factores exactos
implicados en el dafio mesotelial son aun desconocidos, aunque se
sospecha la implicacion de la familia de metaloproteasas (MMPs)
(Burney & Giudice, 2012). Sin embargo, el papel mas claro que juega
esta familia de enzimas en la endometriosis es en el proceso de
invasion, al estar involucradas en la remodelacion de la MEC (Figura
17). Estudios recientes han mostrado mayores niveles de MMP-2 y
MMP-9 en el tejido endometrial y endometriésico de mujeres con
endometriosis en relacion a los controles sanos (Barbe et al., 2020).
En este sentido, se ha publicado recientemente que la exposicion a
BPA podria estar relacionada con la adquisicion de un fenotipo mas
invasivo de las células estromales endometriales, al encontrar una
asociacion positiva entre los niveles de BPA y los de MMP-2 y MMP-
9 (Wen etal., 2020).

Por otro lado, el proceso de transicion epitelio-mesénquima (TEM),
tradicionalmente asociado a los tejidos neoplasicos, también se ha
observado en las pacientes con endometriosis (Konrad et al., 2020).
Aunque este proceso caracterizado por la pérdida gradual del
fenotipo epitelial y la ganancia progresiva de un fenotipo
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mesenquimal, no parece ser necesario en las primeras etapas de la
endometriosis, sin embargo, si adquiere importancia en la
enfermedad a distancia. El aumento de marcadores de fenotipo
mesenquimal en el tejido endometriésico como es el caso de la
vimentina (Cai et al,, 2018; Matsuzaki & Darcha, 2012; Song et al,,
1998; Xiong et al., 2016) podria guardar relacion con la facilidad de
generar nuevas lesiones en otras localizaciones, dado que se
reducen los contactos célula-célula. Es interesante destacar que

algunos estudios in vitro apuntan a una posible induccion de este

fenotipo mesenquimal mediada por la exposicion a BPA. Asi, aunque
no se ha evaluado hasta la fecha el efecto de la exposicién a BPA
sobre los niveles de vimentina en células endometriales, se han
observado mayores niveles de vimentina en células tumorales de
pulmén expuestas a BPA (Ryszawy et al, 2020). Resultados
similares se han publicado en otros tipos celulares, tales como
células de Sertoli (W. Chen et al., 2017) o de cancer de ovario (Y.-S.
Kim et al,, 2015).
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Los resultados de un amplio nimero de estudios publicados en las
ultimas décadas claramente indican la exposicion generalizada de
los humanos a bisfenoles. Aunque los mecanismos de accién no se
conocen en su totalidad, se sospecha que su confirmada actividad
xenoestrogénica podria subyacer a los numerosos hallazgos
epidemiol6gicos que sugieren una estrecha relacion entre la
exposicion a estas sustancias y un mayor riesgo de una amplia
variedad de condiciones de salud, tales como problemas de
neurodesarrollo, patologias endocrinas como la obesidad o el
sindrome metabdlico, ademas de problemas ginecol6gicos como la
infertilidad, el cAncer de mama o el sindrome de ovarios poliquistico.
Sin embargo, son muy escasos y con resultados muy contradictorios
los estudios que han abordado la posible implicacion que tiene la
exposicion a bisfenoles en la génesis y el desarrollo de la

endometriosis.
Por ello, la hipoétesis principal de esta tesis doctoral es:

La endometriosis, una enfermedad ginecologica estrechamente
relacionada con los niveles de estrogenos endogenos, podria
estar también relacionada a la exposicion inadvertida a
xenoestrogenos de la familia de los bisfenoles. Ademas, los
niveles de estrés oxidativo sistémico podrian modificar dicha

asociacion. Finalmente, tal como se ha observado en otras
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patologias, los mecanismos de adhesion de las células
endometridsicas podrian verse afectados por la exposicion a
estas sustancias, contribuyendo a la progresion de la

enfermedad.

Los objetivos especificos que se plantearon para abordar dicha

hipétesis son:

1. Evaluar la magnitud de la exposicion a bisfenoles (BPA, BPF y
BPS) y los factores relacionados en la poblacién de estudio

2. Analizar el papel de la exposicion a bisfenoles y el riesgo de
endometriosis

3. Explorar el efecto mediador del estrés oxidativo en la
asociacion entre exposicion a bisfenoles y el riesgo de
endometriosis

4. Investigar la influencia de la exposicion a bisfenoles en los
mecanismos de adhesiéon celular en mujeres con

endometriosis.
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4.MATERIAL Y METODOS

4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Esta tesis doctoral estd enmarcada dentro del estudio EndEA
(Endometriosis y Exposicion Ambiental) cuya finalidad es evaluar el
impacto de la exposicién ambiental a disruptores endocrinos en la
génesis y desarrollo de la endometriosis, asi como analizar sus
posibles mecanismos de accion. Para ello, se disefi6 un estudio
observacional de casos y controles de base hospitalaria que se ha

llevado a cabo en la ciudad de Granada.

El estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion

Biomédica de Andalucia (0464-N-18).

4.2 RECLUTAMIENTO DE LAS PARTICIPANTES

El reclutamiento de las mujeres se llevd a cabo en los servicios de
Cirugia General y del Aparato Digestivo y de Ginecologia y
Obstetricia del Hospital Universitario San Cecilio de Granada, y en el
servicio de Ginecologia y Obstetricia del hospital Universitario
Virgen de las Nieves de Granada durante el periodo comprendido
entre enero de 2018 y julio de 2019. Finalmente, un total de 124
mujeres fueron reclutadas, de las cuales 35 pacientes fueron casos

confirmados de endometriosis y 89 mujeres fueron controles.

101



INMACULADA LENDINEZ ROMERO -’J!‘“!“‘Il

4.2.1 Criterios de inclusion y exclusion
Los criterios de inclusién tanto para los casos como para los
controles fueron: mujer en edad fértil de entre 20 y 54 afios
sometidas a cirugia abdominal (por laparoscopia o laparotomia) por
los servicios de Cirugia General y del Aparato Digestivo del Hospital
Universitario San Cecilio o del servicio de Ginecologia y Obstetricia
de los dos hospitales publicos de la ciudad de Granada. Otros
criterios de inclusion para los controles fueron la realizaciéon de una
laparoscopia o laparotomia en relacion a una enfermedad no
maligna (como apendicitis aguda, patologia biliar, hernia de hiato,
torsién ovarica, cuerpo ldteo, fibromas uterinos y cistadenomas,
entre otras), ausencia de historia previa de endometriosis y de

hallazgos de endometriosis durante la cirugia

Se consideraron criterios de exclusion tener historia de cancer
previo (excepto el cancer de piel no melanoma), obesidad (IMC>35
kg/m2), embarazo en el momento del reclutamiento e incapacidad
para leer y/o firmar el consentimiento informado. Los casos se
emparejaron con los controles por frecuencia. A todas las pacientes
que cumplian criterios de inclusion se les propuso participar en el
estudio por los médicos que participaron en la investigacidn,
quienes explicaron previamente los principios y objetivos del
estudio, y posteriormente aquellas interesadas firmaron el

consentimiento informado. Todos los datos recogidos en el estudio
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fueron codificados para garantizar la confidencialidad de las

participantes.

4.3 RECOGIDA DE MUESTRAS BIOLOGICAS

Para los objetivos de esta tesis doctoral se recogieron muestras de
orina tanto de casos como de controles y muestras de tejido

endometriosico en los casos.

De todas las participantes se recogié una muestra puntual de 10 ml
de la primera orina de mafiana (tras un ayuno de minimo 8 horas).
Dichas muestras se dispusieron en tubos de vidrio libres de BPA,
fueron codificadas de forma andénima y se almacenaron
inmediatamente a -80 2C en el Biobanco del SSPA hasta su posterior
analisis.

Las muestras de tejido endometridsico se recogieron durante la
intervencion quirurgica por el cirujano responsable, y sin que ello
suponga un riesgo para la salud de la paciente ni comprometa el
diagnéstico de la enfermedad. Se recogieron 3 g de endometrio
ectopico que fueron inmediatamente dispuestas en un tubo de
vidrio. Dichas muestras fueron codificadas de forma an6nima y
conservadas a -802C en el Biobanco del SSPA hasta su posterior

analisis.
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4.4 RECOGIDA DE INFORMACION DE LAS
PARTICIPANTES

Todas las participantes del estudio fueron sometidas a una
exploracion clinica y antropomeétrica estandarizada, recogiendo
informacion sobre peso y talla para el calculo del indice de masa
corporal (IMC). Ademas, se emplearon cuestionarios ad hoc
epidemiolégicos y quirdrgicos, con modificaciones de los originales
propuestos por la World Endometriosis Research Foundation

(EHPect) para la recogida de los datos de interés.

Ademas, se recogié informacion sociodemografica de cada
participante incluyendo la residencia (urbana o suburbana), el nivel
educativo (universidad grado o menos) o su situacién laboral
(trabajar fuera de casa o no). Ademas, un total de 99 participantes
rellenaron un cuestionario epidemiologico donde se recogia

informacion relativa a su estilo de vida:

e Habito tabaquico actual.

e Habitos dietéticos, incluyendo la frecuencia de consumo de
carne, pescado, leche, productos lacteos, queso, embutido,
mantequilla, legumbres, fruta, huevos, pan, chocolate,
verduras, arroz, pasta, fritos, comida enlatada y comida
ecoldgica.

e Usodeproductos de higiene personal y cosmética, incluyendo
uso de crema facial, locién corporal, crema de manos,

mascarilla, maquillaje, tonico facial, pintalabios, 1apiz de ojos,
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sombras de ojos, leche facial, pintaufias, champu, gel,
desodorante, acondicionar, lacas/cera/espuma, perfume,
pasta de diente, enjuague bucal, asi como distintos
tratamientos de belleza como tratamiento facial, manicura,
pedicura, uso de ufas acrilicas, masaje, tinte de pelo y
permanente.

e Finalmente, los investigadores clinicos del estudio completaron
los cuestionarios quirdrgicos anotando los hallazgos
intraoperatorios, diagndsticos secundarios y la comprobacion
sistematica de la presencia o ausencia de endometriosis
intraoperatoria en cada paciente. Ademas, en las pacientes en
las que se confirmd la endometriosis, se especificaba la etapa de
endometriosis intraoperatoria de acuerdo con los criterios de la
ASMR (Canis et al., 1997): minima (l), leve (Il), moderada (lll) y
severa (V). También se anotd la localizacién anatémica de las
lesiones que presentaba la paciente (peritoneal, ovdrica o
profunda) y la intensidad del sangrado menstrual que la paciente

reporto.
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4.5 MEDIDA DE LA EXPOSICION A BISFENOLES

4.5.1 Extraccion quimica de las muestras
La extraccion quimica de los analitos se realiz0 mediante
microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME), siguiendo una

metodologia previamente validada (Vela-Soria et al., 2014).

Para ello, las muestras de orina fueron descongeladas a temperatura
ambiente y centrifugadas a 2600x g durante 10 min, tomando 1.0
mL para el analisis. Se preparé diariamente una solucién enzimatica
de B-glucuronidasa/sulfatasa, disolviendo 10 mg de -
glucuronidasa/sulfatasa (3*10¢ U/ g s6lido) en 15 mL de solucién
tampon de acetato de amonio/acido acético 1M (pH 5.0). Cada
muestra fue enriquecida con 50 pL de solucién enzimatica para
determinar las cantidades totales (libres y conjugadas) de BPA, BPF
y BPS en la orina e incubada durante 24 h a 372C. Las muestras se
colocaron en tubos de vidrio de 15 mL, seguido de la adicién de 20
ul de solucion de reemplazo estandar (5 mg/L de EP-13C¢, 2 mg/L de
BPA-Dis, y 2 mg/L de BP-dio) y diluidas con 10 mL de solucion
acuosade NaClal 10% (a pH 2.0 ajustado con 0.5 M de HCI). Después,
se mezclaron con 0.5 ml de acetona (disolvente dispersante) y 1.0
ml de triclorometano (disolvente extractor), agitandose

manualmente durante 30 s, y centrifugado durante 10 min a 2600x

g.
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La fase organica fue cuidadosamente recogida del fondo del tubo y
transferida a un frasco de vidrio de 2.0 mL con una pipeta de 1.0 mL.
Todo el volumen recuperado fue evaporado bajo una corriente
continua de nitrégeno y el residuo seco resultante se disolvio en 100
uL de una mezcla de acetonitrilo/agua (0.1% de amoniaco, 70:30
(v/v)). Finalmente, el extracto se sometié a vortex durante 30 s,

quedando listo para la determinacién de los bisfenoles.

4.5.2 Determinacion analitica de BPA, BPF y BPS
La cuantificaciéon de BPA, BPF y BPS se llev6 a cabo mediante
cromatografia liquida de ultra alta acoplado a un detector de
espectrometria de masas con triple cuadrupolo (UHPLC-MS/MS)
mediante un cromatoégrafo ACQUITY UPLC™ H-Class. Un
espectrofotémetro de masas triple cuadrupolo Xevo TQ-S en tAndem
equipado con una fuente de ionizacion ortogonal Zspray™
electrospray sirvi6 para la deteccion de los bisfenoles. Los analitos
fueron separados usando un gradiente de fase movil consistente en
una solucién acuosa de amoniaco 0.1% (v/v) (solvente A) y una
solucién de amonio en metanol 0.1% (v/v) (solvente B). El volumen
de inyeccion fue de 2 pL. La temperatura de la columna se mantuvo

a40°Cy el tiempo total de separacion fue de 10 min.

En relacion al control de calidad, las muestras de orina se analizaron
en 8 tandas durante un periodo de 3 semanas. Cada tanda incluyé
patrones estandar para las curvas de calibracién (inyectados al

principio y al final de cada tanda), 15-20 muestras de orina, 2
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blancos, 2 muestras de orina de un pool y 2 muestras de orina del
pool con una mezcla de los compuestos a testar en baja y alta
concentracién. El limite de deteccion (LD) se determindé como la
minima cantidad de analito detectable con ratio sefial-ruido =3. Los
LDs obtenidos fueron de 0.12 ng/mL para BPA y BPF, y 0.20 ng/mL
para BPS.

4.6 ANALISIS DE BIOMARCADORES DE ESTRES
OXIDATIVO

Para estimar el dano oxidativo, se determinaron los niveles en orina
de peroxidacion lipidica y el poder antioxidante total utilizando para

ello kits enzimaticos ELISA comerciales.

4.6.1 Peroxidacion lipidica

La peroxidacién de los lipidos se evalu6 mediante la cuantificacidon
de TBARS en orina utilizando un kit enzimatico ELISA comercial
suministrado por Oxford Biomedical Research (Rochester Hills, M,
EE.UU.). Este método colorimétrico se basa en la reaccion del acido
2-tiobarbitirico con el malondialdehido (MDA) (compuesto
resultante de la descomposicion de peroxidos de lipidos de acidos
grasos poliinsaturados) en 252C, para obtener un cromoforo con una

absorbencia maxima a 532 nm. El LD de TBARS fue de 1.0 pM.
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4.6.2 Poder antioxidante total

Por ultimo, la determinacién del poder antioxidante total (PAT) se
cuantifico en la orina de una submuestra de participantes (n=108)
mediante un kit enzimatico ELISA comercial suministrado por
Oxford Biomedical Research (Rochester Hills, MI, EE.UU.). Este
método colorimétrico mide la capacidad total de reducir Cu++ a Cu+,
el cual forma un complejo estable 2:1 con el reactivo cromdgénico
que tiene una absorbancia maxima a 450nm. Se us6é una
concentraciéon conocida de acido Urico para crear la curva de
calibracién para comparar las lecturas obtenidas en las muestras. El

LD de PAT fue de 0.5 mM.

4.7 ANALISIS DE LAS ADHESION CELULAR

La adhesion celular se analizé a través de la cuantificacion de los
niveles de vimentina en las lesiones endometridsicas. Dicha
cuantificacion se realizd mediante un kit ELISA comercial
(abx250418, Abbexa, Reino Unido), siguiendo las indicaciones de la
casa comercial. Para ello, los restos de sangre de las muestras de
tejido endometridsico se eliminaron mediante lavado en PBS frio.
Tras pesar las muestras, fueron homogeneizadas manualmente
previa inmersién en PBS. A continuacidn, los homogenados fueron
sonicados y finalmente centrifugados a 5000g durante 5 minutos a
42(Cy el sobrenadante fue usado para los analisis. E1 LD de la VIM fue

de 1.0 ng/g tejido.
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4.8 ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cuantitativas se han descrito usando medias,
desviaciones estandar, mediana y percentiles (25-75) mientras que
las variables categoricas se han expresado en forma de porcentajes.
Dado que las asunciones para el test ANOVA no siempre se cumplian,
el test de Mann-Whitney se usé para comparar variables continuas
y el test exacto de Fisher para comparar variables categoricas entre
los casos y los controles. A las concentraciones de bisfenoles y
biomarcadores de estrés oxidativo por debajo del LD se les asigné

un valor de LD/2.

Para dar respuesta al primer objetivo de esta tesis doctoral, los
posibles determinantes de la exposicion a BPA fueron explorados
mediante analisis de regresion lineal multivariante. Para ello,
primero creamos modelos bivariados con cada posible predictor de
las concentraciones de BPA, y las asociaciones fueron finalmente
verificadas en modelos multivariantes usando una técnica mixta de
seleccion por pasos atras y adelante. Una vez creados los modelos,
se evalud la posibilidad de colinealidad entre las variables
independientes, la linealidad de las variables independientes
cuantitativas y la homocedasticidad. Dado que las concentraciones
de BPA fueron transformadas en logaritmo neperiano, los

coeficientes 3 se presentan también como exp(f3).

Para dar respuesta al segundo objetivo de esta tesis doctoral, el

estudio de la asociacion entre las concentraciones de bisfenoles y el
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riesgo de endometriosis se llevé a cabo mediante regresion logistica
multivariante, usando las concentraciones de bisfenoles como
variable cuantitativa. Ademas, las asociaciones fueron también
analizadas entrando las concentraciones en terciles, a excepcion de
BPF y BPS que se usaron de forma dicotomica (<LD/>LD) debido a
la baja frecuencia de detecciéon de estos compuestos. Se crearon
modelos bivariados con las concentraciones individuales como
variable independiente. Dado el tamafio muestral limitado, los
modelos fueron secuencialmente ajustados por: (1) creatinina; (2)
creatinina, edad e IMC; y (3) creatinina, edad, IMC, residencia y
paridad. La seleccién de las covariables se basé en estudios previos
(Buck Louis et al., 2013; B. H. Rashidi etal., 2017; Upson et al., 2014).
Se calcul6 las odds ratio (ORs) con su intervalo de confianza al 95%
(IC95%) para el riesgo de endometriosis, considerando que las
concentraciones de bisfenol estaban significativamente asociadas
con este riesgo cuando los IC95% de las OR en los modelos ajustados
no inclufan el valor nulo (1). Los estimadores reflejan la
probabilidad de desarrollar endometriosis por cada unidad (en
logaritmo neperiano) de bisfenol. Una aproximacién similar se llevé
a cabo para analizar la asociacidn entre los niveles de bisfenoles y el

estadio de la endometriosis.

Para dar respuesta al tercer objetivo de esta tesis doctoral, en
primer lugar, se estudio la asociacion entre las concentraciones de
biomarcadores estrés oxidativo y el riesgo de endometriosis
mediante regresion logistica multivariante, usando las
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concentraciones de bisfenoles como variable cuantitativa. Ademas,
las asociaciones fueron también analizadas entrando las
concentraciones en terciles. Se crearon modelos bivariados con las
concentraciones individuales como variable independiente y los
modelos fueron secuencialmente ajustados por: (1) creatinina; (2)
creatinina, edad e IMC; y (3) creatinina, edad, IMC, residencia y
paridad. Se calculé las ORs con su IC95% para el riesgo de
endometriosis, considerando que los niveles de estrés oxidativo
estaban significativamente asociados con este riesgo cuando los
IC95% de las OR en los modelos ajustados no incluian el valor nulo
(1). Los estimadores reflejan la probabilidad de desarrollar
endometriosis por cada unidad (en logaritmo neperiano) del
biomarcador de estrés oxidativo. Una aproximacion similar se llevo
a cabo para analizar la asociacion entre los niveles de los

biomarcadores de estrés oxidativo y el estadio de la endometriosis.

Por otro lado, la influencia de la exposicion a bisfenoles sobre el
estado de peroxidacion lipidica o el PAT se estudié mediante analisis
de regresion lineal multivariante. Debido a que las variables fueron
transformadas en logaritmo neperiano, los coeficientes 3 se
presentan también como exp(f3). Dicha asociacién fue también
analizada mediante la entrada de las concentraciones de bisfenoles
en terciles. Los modelos fueron ajustados por creatinina, edad, IMC,

residencia y paridad.
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Ademas, la influencia del estado de peroxidacion lipidica o del PAT
en la asociacion entre las concentraciones de bisfenoles y el riesgo
de endometriosis fue estudiada mediante anadlisis de regresién
logistica multivariante donde se explord la asociacion entre las
concentraciones de bisfenoles y el riesgo de endometriosis
estratificando a la poblacion de estudio de acuerdo a los terciles de

los biomarcadores de estrés oxidativo.

Por ultimo, para dar respuesta al cuarto objetivo de la tesis doctoral,
la asociacion entre las concentraciones de bisfenoles o
biomarcadores de estrés oxidativo y los niveles de vimentina en el
tejido endometridsico se explor6 mediante regresion lineal
bivariante, mientras que la asociacion entre los niveles de vimentina
y el estadio de la enfermedad se analiz6 mediante analisis de

regresion logistica bivariante.

Los datos fueron almacenados y procesados usando el software
estadistico SPSS Statistics v23.0 (IBM, Chicago, IL, EEEUU) y R

statistical computing environment v3.1  (http://www.r-

project.org/). La potencia estadistica calculada (1-f) para detectar

una OR > 2 asumiendo un error a de 0.05 fue 0.54.
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5.RESULTADOS

» Caracteristicas la poblacion de estudio

Las caracteristicas antropométricas, sociodemograficas vy
relacionadas con la historia reproductiva de las mujeres incluidas en
ambos grupos se detallan en la Tabla 2. Como puede observarse, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas para las

caracteristicas de ambos grupos.

La edad media de las pacientes con endometriosis fue de 38.3 £ 9.3
afios, mientras que para las pacientes del grupo control fue de 35,8
+ 10,45 afios. La media de IMC fue de 25.8 + 5.4 kg/m2 en el grupo
de casos y 25 + 4.8 kg/m2 en el grupo control, presentando al menos
obesidad grado I (IMC>30 kg/m2) en el 25.7% de las pacientes con
endometriosis y en el 13.5% de las pacientes del grupo control. Se
determind los niveles urinarios de creatinina en la muestra orina de
la primera hora de la mafiana de cada mujer (parametro fiable para
valorar la excrecion de diferentes parametros), encontrando
concentraciones medias dentro de los limites considerados como
normal en ambos grupos de mujeres, sin existir diferencias
significativas entre ambos grupos (concentracién media de 143.1
+71,6 ng/ml en mujeres con endometriosisy 115.5 * 61.3 ng/ml en

el grupo control).

La mayoria de pacientes de ambos grupos residian en medios

urbanos (60% en el grupo de casos y 73% en el grupo control).
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Respecto al nivel educativo, sé6lo el 45.7% de casos y 30.3% de

controles tenian titulo universitario, y mas de la mitad de pacientes
en ambos grupos trabajaban fuera de casa (57% de casos y 59% de
controles). Tampoco se encontr6 diferencias significativas para
estas caracteristicas sociodemograficas (p=0.156), siendo ambos

grupos comparables.

El subgrupo de 73 mujeres que indicaron en el cuestionario
epidemiologico “trabajar fuera de casa”, fueron clasificadas en
diferentes tipos de ocupaciones. De los 20 casos incluidos en este
subgrupo, 6 (30%) refirieron estar desempleadas, 6 (30%)
trabajaban en oficina, 4 (20%) se dedicaban a la educacion, 2 (10%)
al sector comercio, 1 trabajaba un salén de belleza y otra como
personal sanitario. En cambio, de las 53 pacientes del grupo control
que trabajaban fuera de casa, s6lo el 11.3% estaban desempleadas,
20.8% tenian trabajo de oficina, 17% se dedicaban al comercio,
15.1% a educacion, 9.4% eran personal sanitario, el 5.7% trabajaban
en salones de belleza, un 9.4% eran estudiantes y el 7.5% trabajaban

en hosteleria.

El 54.3% de mujeres con endometriosis y el 58.4% de paciente
controles tuvieron al menos algin parto. En cuanto al hdbito
tabaquico, s6lo 7 (20%) pacientes con endometriosis fumaban en la
actualidad, en comparacion con el 28% en el grupo de los casos,
aunque sin diferencias significativas (p=0.354), al igual que ocurre

con la cantidad del sangrado menstrual que fue muy similar para
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ambos grupos, siendo moderado/grave en el 60% de casos y 68.5%

de los controles (p=0.366).

Del total de pacientes con endometriosis, 23 mujeres (66%) fueron
diagnosticadas de endometriosis en etapa I/Il, mientras que el 34%
restante presentaban estadios avanzados en el momento de
intervencién quirurgica. Seguin la localizaciéon anatémica de las
lesiones, la forma mas frecuente de endometriosis fue de
localizacién peritoneal en el 40% de los casos, seguido de
endometriosis profunda infiltrante que fue evidenciada en 11 casos,

y las 10 pacientes restantes presentaban endometriosis ovarica.

» Caracteristicas relacionadas con el estilo de vida

Las mujeres participantes en el estudio fueron invitadas a rellenar
un cuestionario detallado sobre caracteristicas de su estilo de vida,
el cual fue cumplimentado por un total de 99 de estas pacientes (25
casos y 74 controles). Concretamente el cuestionario incluyé una
seccion sobre uso de productos cosméticos y de higiene personal y
un bloque sobre frecuencia alimentaria. Estos resultados se

resumen en las Tablas 3 y 4, respectivamente.

En relacion al uso de productos cosméticos, los mas empleados en
ambos grupos por orden de frecuencia fueron el lapiz de ojo (al
menos 1 vez por semana en el 80% de los casos y 73% de los
controles), el uso de locion corporal (al menos 1 vez/semana en el

76% de casos y en 75.7% de los controles), la aplicacion diaria de
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crema facial (en el 72% de los casos y el 62,2% de los controles) y el

uso de maquillaje (al menos 1 vez a la semana en el 68% de mujeres
con endometriosis y el 56.8% de los controles) (Tabla 3). Todos los
productos estudiados son empleados con mas frecuencia por las
mujeres con endometriosis, a excepcion de la mascarilla capilar, el
pintalabios, el tonico y leche facial, y el uso de pintauiias, que son
mas usados en el grupo control. Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre ambos grupos para ninguno de los

cosméticos evaluados.

Respecto a los tratamientos de belleza, se obtuvo que la mayoria de
ellos los realizaron mas frecuentemente las pacientes del grupo
control, a excepcion de los tratamientos con ufias acrilicas, masajes
y tratamiento de permanentes para el pelo, que las realizan con
mayor frecuencia las mujeres con endometriosis. El tratamiento
facial, la manicuray el empleo de tintes de pelo fueron los que mayor
frecuencia de realizacion mostraron en ambos grupos, aunque, de

nuevo, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Tabla 2. Caracteristicas de casos de endometriosis y controles

Casos (n=35)  Controles (n=89)
n % n % p-valor

Caracteristicas Sociodemograficas

Edad (afios)* 383 £ 93 358 = 104 0,251

Peso (kg)* 685 * 138 66,4 * 13,6 0,334

Altura (m)* 16 + 01 16 + 01 0,897

indice de masa corporal (kg/mz)* 258 + 54 250 + 48 0,671
Normopeso (BMI < 25) 20 57,1 21 57,3 0,182
Sobrepeso (BMI 25-30) 6 17,1 26 29,2
Obesidad (BMI > 30) 9 25,7 12 13,5

Residencia 0,156
Rural 14 40,0 24 27,0
Urbano /sub-urbano 21 60,0 65 73,0

Nivel educacional 0,105
Inferior a titulo universitario 19 54,3 62 69,7
Titulo universitario 16 45,7 27 30,3

Trabajo fuera de casa 0,806
No 15 42,9 36 40,4
Si 20 57,1 53 59,6

Salud 1 5.0 5 9.4
Trabajo de oficina 6 30.0 11 20.8
Educacion 4 20.0 8 15.1
Comercio 2 10.0 9 17.0
Hosteleria 0 0 4 75
Estudiante 0 0 7 13.2
Saldn de Belleza 1 5.0 3 5.7
Desempleado 6 30.0 6 11.3

Fumador actual 0,354
Si 7 20,0 25 28,1
No 28 80,0 64 71,9

Creatinina urinaria (ng/mL)* 1431 + 71,6 1155 + 61,3 0,052

Caracteristicas reproductivas

Paridad 0,626
Nuliparas 16 45,7 37 41,6
Primiparas/Multiparas 19 54,3 52 58,4

Intensidad del sangrado menstrual 0,366
Leve 14 40,0 28 31,5
Moderado/severo 21 60,0 61 68,5

Clasificacién endometriosis rASRM -
| 14 40,0 - -

1 9 26,0 - -
1 7 20,0 - -
v 5 14,0 - -

Localizacion anatémica de la lesion -
Endometriosis ovarica 10 28,6 - -
Endometriosis peritoneal 14 40,0 - -
Endometriosis profunda infiltrante 11 31,4

* Media+desviacion estandar; rASRM: revised version of the American Somety of

Reproductive Medicine

119



INMACULADA LENDINEZ ROMERO

Casos (n=25) Controles (n=74)
VARIABLES n % n % p-valor

Uso de crema facial Diariamente 18 72,0 46 62,2 0,374

Uso de locidn corporal >I vez/semana 19 76,0 56 75,7 0,974

Uso de crema de manos Diariamente 13 52,0 34 45,9 0,600

« |Uso de mascarilla >1 vez/semana 6 24,0 22 29,7 0,582

-2 |Uso de maquillaje >] vez/semana 17 68,0 42 56,8 0,322

E Uso de tdnico facial >] vez/semana 9 36,0 28 37,8 0,870

é Uso de pintalabios Diariamente 9 36,0 31 41,9 0,604
Uso de lapiz de ojos >] vez/semana 20 80,0 54 73,0 0,484

Uso de sombra de 0jos >/ vez/semana 13 52,0 35 47,3 0,684

Uso de leche facial >] vez/semana 4 16,0 17 23,0 0,461

Uso de ﬁintauﬁas >] vez/semana 8 32,0 36 48,6 0,148

» |Tratamiento facial >[ vez/mes 7 28,0 28 37,8 0,374
S |Tratamiento manicura >/ vez/mes 6 24,0 24 32,4 0,428
£ « |Tratamiento pedicura >/ vez/mes 2 8,0 14 18,9 0,200
g % Tratamiento ufas acrilii>/ vez/mes 5 20,0 14 18,9 0,906
& © |Tratamiento masaje >/ vez/mes 6 24,0 17 23,0 0,916
E Tratamiento tinte de pe >/ vez/mes 7 28,0 22 29,7 0,870
Tratamiento permanent >/ vez/mes 3 12,0 5 6,8 0,406

8 Uso de champu Diariamente 6 24,0 13 17,6 0,480
8 |Uso de gel Diariamente 18 72,0 52 70,3 0,870
3 — |Uso de desodorante  Diariamente 20 80,0 62 83,8 0,665
8 § |Uso de acondicionador Diariamente 3 12,0 11 14,9 0,722
8 g Uso de laca, cera o espu Diariamente 3 12,0 14 18,9 0,428
§ = |Uso de colonia/perfume Diariamente 20 80,0 57 77,0 0,757
E Uso de pasta de dientes Diariamente 22 88,0 66 89,2 0,870
o Uso de enjuague bucal Diariamente 8 32,0 31 41,9 0,382

Tabla 3. Variables relacionadas con higiene personal y productos de
belleza en la poblacién de estudio.

En cuanto al uso de productos de higiene personal, lo mas utilizado
diariamente en ambos grupos fue la pasta de dientes (empleado por
el 88% de casos y 89.2% de los controles), los desodorantes (80%
de casos y 83.8% de los controles), la aplicacion de colonia/perfume
(que realiza el 80% de las mujeres con endometriosis y 77% de los
controles) y finalmente, el uso de gel (el 72% de casos y el 70.3% de
los controles). S6lo destac6 un porcentaje mayor de mujeres con

endometriosis que usan diariamente champu, en contraposiciéon con
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el grupo control que usan con mas frecuencia lacas/cera/espumay
enjuague bucal de forma diaria, aunque estas diferencias no

obtuvieron significacién estadistica.

En relaciéon a los habitos dietéticos, mostrados en la Tabla 4, se
observéd que, en relacién al grupo control, el grupo de pacientes con
endometriosis consumian con mayor frecuencia pan (88% vs
75.7%), verduras crudas (84.0% vs 70.3%), fruta (80% vs 71.6%) y
pescado (76% vs 60.8%). Sin embargo, en el grupo control el
consumo de lacteos fue mayor respecto a los casos (82.4 % frente
68% en controles). Asi mismo, el consumo de comida enlatada al
menos 1 vez por semana era habitual en el 52% de los casos y en el
39.2% de los controles, mientras que el consumo de comida
ecoldgica que fue del 20% para ambos grupos. Tampoco se encontré
que estas diferencias fueran estadisticamente significativas (p-valor

>0.05).

121



INMACULADA LENDINEZ ROMERO

"01pn3sa ap u

o19p]qod D] U3 03133331 031qDY [3 UOD SDPDUOIID]I.I SA|DIIDA ) DIQD

1160 g'oc GT 0'0¢ S IS ©2160]023 BPILIOD 3p OWNSU0D
€920 2'6g 6¢ 0CS €T DULWS/DID] [< epe)e|us epiwod sp ownsuo)
¥85'0 T'18 09 09 6T vIp/zaa [< 3U23] ap ownsuo)d
2ze0 ey 4% 0ce 8 DUDWIS/ZIA [< SO]L1J 9P OWNSU0D
1110 ey 4% o'ov 0T DUDUIS/SIDAA T eised ap ownsuo)
0820 TTE 4 0've 9 DUDULDS/§2294 7< Z0oJJae 3p ownsuo)
¥Gb'0 9'sy 9¢ o'or 0T DUDUIDS/SIIA £ SepeUId0d SeANPIdA 3p OWNSU0D
LIT'0 €'0. ¢s 08 T¢ DUDULDS/§2294 7< Sepn.d seanpaaA 8p ownsuo)
0,80 2’29 o 0't9 9T DUDWLDS/ZIA [< 31B|020YJ 3p ownNsuo)
€6T'0 L'S. 99 0'88 [44 sluswelteld ued sp ownsuo)
1.6'0 9'T.L €3 0CL 8T DUDUIS/SIDIA 7< SOASNY 8p OWNSU0D
1170 9'T. €g 008 0¢ DUDUIIS/S2I94 < BlnJ} 8ap ownsuo)
v2z'o T'vS ov o'ov 0T DUDUIS/SIDAA 7 saiquinBa) ap ownsuo)
6580 6'Sy 143 0'8y ZT DUDUIDS/ZIA [ e||inbajuew sp ownsuo)
6920 8'99 A% (VR 747 1T DUDUIIS/SIDIA T auIed 3P OWNSU0D
¥.5'0 2'99 617 009 GT DUDULDS/SIIIN T< 0pINQWa 8p OWNSU0D
/S0 0'LL LS 0'08 0C DUDUIIS/SIDAA T o0sanb ap ownsuo)
L2T'0 7'z8 19 0'89 LT DUDUIDS/SIIIA 7< S09)0®| 8p ownsuod
0.T°0 8'09 114 09/ 6T pUbULdS/Zo4 [< opeosad 8p ownsuo)d
Jojen-d 9% u % u SATIVIIVA

(f72=u) safonuo)

(Gz=u) sose)

122



INMACULADA LENDINEZ ROMERO AD

=89)

Controles (n

Casos (n=35)

p-valor

0,404
0,546

0,567

0,510

= Qe Y
o Nl g0 N
= < | <
0w g m 2
0o I o
o v -
o [
= [apNa)
e RYo o x®
D |a(vn I 3 wn
o AR
& [
[a RN a)
n
~ Yo oA
al— O O -
ARY
(el agyal
c
= oo o«
E 0 3 3 o
22
w | ®mQ
a O o N~
=
0
Q
o ®
- AR
50 0 o o~
3 E
=
o
o
8 |nun~
Al o o o
x Q| — ™
x ~N (o))
© oo 2 % o5
s XA oy
o< 8~ n
oo IO O o
n v
2_
= [a g a)
t 8noaon
Q a0 I I w0
o AR
& [
828 8«
als o0 o<
YARY
£ |38«
= o -2 2 o
ARY
w N NN
(=) < O o <
=
h-]
o
@ @
= = O N N O
=23 ARIBR IS
wEuooor\
Qo
=
o
(s}
o
c ol =
Al S < o
* HHM
p—
=
< N = 2
S BBz
R &
W

BPA: bisfenol A; BPS: bisfenol S; BPF; bisfenol F; Zbisfenol: sumatoria de bisfenol; LD: limite de deteccion; DE: desviacidn estandar.

Tabla 5. Niveles de bisfenol en orina (ng/mL) en la poblacion de estudio.

5.1 Objetivo 1. Evaluar la
magnitud de la exposicion a
bisfenoles (BPA, BPF y BPS) y
los factores relacionados en la
poblacion de estudio

Para dar respuesta al objetivo 1 de esta
tesis doctoral, se midieron los niveles en
orina de BPA, BPS y BPF. También se
calcul6 la sumatoria de bisfenoles
(¥bisfenol) (Tabla 5). El BPA fue el
compuesto de la familia de los bisfenoles
mas frecuentemente detectado tanto en
los casos (100.0%) como en los controles
(88.5%), seguido del BPF (en el 31.4% de
los casos y el 32.2% de los controles), y del
BPS (en el 14.3% de los casos y el 19.5%
de los controles). La concentraciéon media
de BPA en los casos fue de 6.6+4.2 ng/mL
(P505.5ng/mL) y 6.4+6.8 ng/mL (P50 5.2
ng/mL) en el grupo control. Sin embargo,
la concentraciéon media en orina para BPF
fue inferior al valor limite de deteccion
(LD) tanto en los casos como en los

controles (percentil 25-75 <LD-0.2 en los
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casos y <LD-0.3 en controles), al igual que ocurri6 con la

concentracion media de BPS en ambos grupos. La concentracion
media de ZXbisfenoles fue ligeramente mayor en los controles
(7.3+7.6 ng/mL) respecto a los casos (7.0+4.2 ng/mL). Sin embargo,
estas diferencias en las concentraciones urinarias de bisfenoles no

fueron estadisticamente significativas (p-valor > 0.05).

Ademas, se llevo a cabo un analisis de regresion lineal multivariante
para identificar aquellas variables antropométricas,
sociodemograficas, reproductivas y relacionadas con el estilo de
vida que pudiesen estar relacionadas con una mayor exposicion a
BPA en nuestra poblacion de estudio. Estos resultados se detallan en
la Tabla 6, en la cual se observa que residir en medios urbanos se
asocia significativamente con mayor riesgo de exposicion a BPA

[exp(B) 1.94 (IC95% 1.05-3.57), p-valor 0.034].

En relacién a los habitos dietéticos, se observé que el consumo de
fruta (al menos 2 veces en semana) se relacionaba con menores
niveles en orina de BPA [exp(f3) 0.44 (IC95% 0.21-0.93), p-valor
0.032]. En cambio, si bien no fueron diferencias estadisticamente
significativas, se observaron diferencias muy cercanas a la
significacion (p-valor 0.100-0.050) entre el consumo semanal de
mantequilla y mayores concentraciones de BPA [exp([3) 1.65 (IC95%
0.89-3.05)] y el consumo de huevos (mas de 2 veces en semana) y
mayores niveles de BPA [exp([3) 1.85 (IC95% 0.90-3.83)]. De forma

similar, también se observaron mayores niveles de BPA en aquellas
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mujeres que empleaban al menos 1 vez a la semana magquillaje
[exp(B) 1.66 (IC95% 0.91-3.02)], aunque las diferencias no

alcanzaron la significancia estadistica (p-valor 0.085].

BPA

Variable B exp(B) 1C95% p-valor
Sociodemogrdficas

Residencia = Urbana® 0,66 1,94 1,05 3,57 0,034
Dieta

Consumo de fruta = >2 veces/semana’ -0,81 0,44 0,21 0,93 0,032

Consumo de mantequilla = >1 vez/semana3 0,50 1,65 0,89 3,05 0,096

Consumo de huevos =>2 veces/semana2 0,62 1,85 0,90 3,83 0,089
Productos de higiene personal y cosmética

Frecuencia uso de maquillaje = >1 vez/semana’ 0,51 1,66 0,91 3,02 0,085

Variables de referencia: 1 Rural, 20 veces/semana, 31 vez/semana

Tabla 6. Factores relacionados con las concentraciones en orina de
BPA (n=99). Analisis de regresion lineal multivariante.
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5.2 Objetivo 2. Analizar el papel de la exposicion
a bisfenoles y el riesgo de endometriosis

Para dar respuesta al segundo objetivo de la tesis doctoral, se
llevaron a cabo analisis de regresion logistica multivariante para
evaluar la relacion entre la exposicion a BPA y el riesgo de presentar
endometriosis que se detalla en la Tabla 7. Como puede observarse,
se llevaron a cabo tres niveles de ajuste secuenciales, observandose

una consistencia en los resultados observados.

De este andlisis se obtuvo que, tras ajustar por edad e IMC, la
concentracion de Zbisfenoles en orina se asocid significativamente
con 1.5 veces mas riesgo de endometriosis (IC95% 1.0-2.3; p-valor
0.037). Analizando por tipos de bisfenol, se evidencié que los niveles
de BPA también se asociaron con un mayor riesgo de endometriosis
[OR 1.3 (IC95% 1.0-1.9)], aunque no se alcanzo la significacion
estadistica (p-valor 0.058). Sin embargo, tras clasificar a las
pacientes por terciles se observo un riesgo significativamente mayor
para las mujeres en el segundo tércil frente al primero cuando se
consider6 el BPA [OR 3.7 (IC95% 1.3-10.3) y Xbisfenoles [OR 5.4
(IC95% 1.9-15.6)]. Sin embargo, no se encontrando relacién entre la

exposicion a BPF ni a BPS con el riesgo de presentar endometriosis.

Tras ajustar por los niveles de creatinina en orina, edad, IMC,
paridad, residencia, se observd que las concentraciones de BPA en
orina se asociaron de forma significativa con un mayor riesgo de

endometriosis [OR 1.5 (IC95% 1.0-2.3), p-valor 0.049]. Las
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concentraciones de Xbisfenol también se asociaron con un mayor

riesgo de endometriosis [OR 1.5 (1C95% 0.9-2.3)], pero la asociacion
no alcanzé la significacion estadistica (p-valor 0.089). I[gualmente, el
riesgo de desarrollar endometriosis fue mayor entre las mujeres con
concentraciones intermedias de BPA [OR 12.6, (IC95% 3.0-52.2)] y
de Zbisfenoles [OR 11.9, (IC95% 3.0-47.3)].

Adicionalmente se analiz6 la relacion entre la exposicion a
bisfenoles y el estadio clinico de la enfermedad segun la ASRM. De
las 35 pacientes con endometriosis, 23 mujeres presentaban un
estadio inicial (I/II) en el momento de la cirugia, y las 12 pacientes
restantes presentaban un estadio avanzado de la enfermedad
(IlI/1V). La Tabla 8 muestra las concentraciones en orina de los
bisfenoles en funcién del estadio de la enfermedad. Como puede
observarse, tanto los niveles de BPA como de ) bisfenoles en orina
fueron mas elevados en las pacientes con estadios avanzados de la
enfermedad respecto a las pacientes con estadios iniciales (7.9
ng/mL BPAy 8.3 ng/mL ) bisfenoles en estadio III/IV vs 6.1 ng/mL
BPA y 6.4 ng/mL ) bisfenoles en estadio I/II), aunque estos
resultados no fueron estadisticamente significativos. Sin embargo, a
pesar de que las concentraciones detectadas fueron muy bajas, se
observaron valores mas elevados de BPF en el grupo de pacientes
con estadios mas avanzados (0.3 ng/mL vs 0.1 ng/mL, p-valor
0.064), aunque las diferencias observadas estaban muy préximas a

la significancia estadistica.
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También se llevd a cabo un analisis de regresion logistica

multivariante para explorar la influencia de la exposicion a
bisfenoles en el riesgo de presentar un estadio mas avanzado de la
enfermedad (Tabla 9). Como puede observarse, tras ajustar por
edad, IMC, paridad, residencia y niveles de creatinina en orina, se
obtuvo que la Zbisfenoles, y de forma especifica las concentraciones
urinarias de BPA y BPF, implican mayor riesgo de presentar estadios
avanzados de la enfermedad. Sin embargo, sélo se relacion6 de
forma significativa con mayores concentraciones de BPF [OR 2.7

(IC95% 1.1-7.0) p-valor 0.035].
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__

14,2 0,158

BPS 0,4 0,2 5,0 0,506
BPF 2,7 1,1 7,0 0,035

X Bisfenol 2,7 0,6 12,5 0,197

'Ajustado por edad (afios), indice de masa corporal (kg/m2), paridad
(si/no), residencia (rural/urbana) y creatinina urinaria

Tabla 9. Relaciéon entre exposicion a bisfenol y el estadio de

endometriosis en la poblacion de estudio. Analisis de regresion
logistica multivariante.
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5.3 Objetivo 3. Explorar el efecto mediador del
estrés oxidativo en la asociacion entre
exposicion a bisfenoles y el riesgo de
endometriosis

Para dar respuesta al tercer objetivo de la tesis, se han analizado los
niveles de dos biomarcadores de estrés oxidativo en los casos y los
controles (Tabla 10). Como puede observarse, no hubo diferencias
estadisticamente significativas en las concentraciones de PAT entre
los casos y los controles (media de 1.8+0.4 uM frente a 1.8+0.4 pM,
p-valor 0.595). Sin embargo, los casos mostraron una concentracion
media de TBARS mas elevada en comparacién con el grupo control,
aunque con una diferencia marginal (4.4+3.3 pM frente a3.7+3.7 uM;
p-valor 0.062).

La relacidn entre nivel de estrés oxidativo y riesgo de endometriosis
se exploré mediante analisis de regresion logistica multivariante
(Tabla 11). Dicho analisis, que fue secuencialmente ajustado por
diversas variables, reveld0 una asociaciéon estadisticamente
significativa entre mayor riesgo de endometriosis y concentraciones
en orina de TBARS superior a 4.23uM [OR 3.8 (I1C95% 1.0-13.9), p-
valor 0.047]. Por el contrario, no se encontr6 una asociacion

significativa entre el riesgo de endometriosis y los niveles de PAT.

También se exploroé la influencia del estrés oxidativo en el estadio
clinico de la enfermedad. Como se observa en la Tabla 12, no se

observaron diferencias significativas en las concentraciones medias
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de TBARS y PAT en funcion al estadio de la enfermedad, aunque las

cifras de TBARS fueron superiores en el grupo de pacientes con
estadios mas graves (4.1+2.8 uM en estadios [/Il y 5.3+4.2 uM en
estadios III/IV; p-valor 0.633). En el analisis de regresion logistica
multivariante (Tabla 13), se confirmo la falta de asociacidn entre los

niveles de TBARS y el estadio de la enfermedad.

También se exploré la asociacion entre la exposicién a bisfenoles y
la presencia de estrés oxidativo. Como se observa en la Tabla 14, los
modelos de regresion lineal multivariante mostraron una asociacion
positiva (pero no significativa) entre las concentraciones de BPA y
TBARS [exp(B) 1.1; IC95% 1.0-1.2; valor p 0.188] y entre las
concentraciones de Xbisfenoles y TBARS [exp(p) 1.1; 1C95% 1.0-1.2;
valor p 0.230]. La estratificacion del TBARS por terciles identificd
que estas asociaciones positivas fueron significativas en el tércil de
mujeres con mayor exposicion a XBisfenoles. De forma similar, se
encontrd una asociacion cercana a la significacion entre los niveles

de TBARS y el tercer tercil de BPA (Grafica 4).

Finalmente, se evaluo el efecto mediador del estrés oxidativo en la
relacion entre la exposicion a bisfenoles y el riesgo de endometriosis
y se muestra en la Tabla 15. Como puede observarse, la influencia
de la exposicion a BPA en el riesgo de endometriosis solo era
observada en el grupo de mujeres con niveles mayores a 4.23 uM
[OR 2.0 (IC95% 1.0-4.1)] en relacién a la observada en aquellas
mujeres con niveles <1.50 uM [OR 0.9 (IC95% 0.-2.8)] y en aquellas
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con niveles intermedios (1.50-4.23 uM) de TBARS [OR 1.5 (IC95%
0.7-3.5)]. Una tendencia similar se observd cuando se analiz6 la
influencia de ZBisfenoles en el riesgo de endometriosis, con un

riesgo elevado Unicamente en el grupo de mujeres con niveles de

TBARS >4.23 uM [OR 2.2 (1C95% 1.0-4.6)].
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aOR' (IC95%) p-valor
TBARS 16 05 4,7 0,421
PAT 1,1 03 18 0,835

1Ajustado por edad (afios), indice de masa corporal (kg/m2), paridad (si/no),
residencia (rural/urbana) y creatinina urinaria

Tabla 13. Asociacion entre los niveles de TBARS y PAT en
orina y el estadio de la endometriosis en la poblacion de
estudio. Analisis de regresion logistica multivariante.

TBARS PAT

Variable B exp() 1C95% p-valor B exp(p) 1C95%  p-valor

BPA 0,070 1,073 0,957 1,203 0,188 0,015 1,015 0,973 1,058 0,485
T1 1,000 - - - 1,000 - - -
T2 1,019 0,885 1,173 0,790 1,112 0,741 1,669 0,604
T3 1,136 0,987 1,307 0,076 1,074 0,728 1,584 0,717

XBisfenole 0,093 1,097 0,956 1,260 0,230 0,028 1,029 0,977 1,083 0,273
T1 1,000 - - - 1,000 - - -
T2 1,029 0,893 1,185 0,692 1,256 0,835 1,889 0,270
T3 1,171 1,013 1,353 0,033 1,115 0,751 1,656 0,586

TBARS: sustancias reactivas al dcido barbiturico; PAT: poder antioxidante total; BPA: bisfenol A; SBisfenol: sumatoria de bisfenol

Tabla 14. Relacion entre niveles de estrés oxidativo y bisfenol
en orina. Analisis de regresion lineal.
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Grafica 4. Representacion grafica de la relacion entre niveles de
TBARS por terciles y bisfenol en orina.

(0)13 p-valor aOR' p-valor aOR? p-valor aOR® p-valor
1C95% ) (1C95% ) AC95% ) (1C95% )
TBARS [<1.50 pM]

BPA (ng/mL) 1.4(0.6-35) 0,420 1.1(0.4-2.9) 0,845 0.9 (0.3-2.7) 0,845 0.9 (0.3-2.8) 0,915
zhisfenoles (ng/mL) 1.3(0.5-3.6) 0,573 0.9(0.3-2.9) 0,915 0.7 (0.2-2.5) 0,618 0.7 (0.1-6.9) 0,876
TBARS [1.50 - 4.23 pM]

BPA (ng/mL) 1.3(0.7-2.6) 0,443 1.3(0.7-2.6) 0,449 1.4 (0.7-3.0) 0,337 1.5(0.7-3.5) 0,331
Ihisfenoles (ng/mL) 1.2(0.6-24) 0,625 1.2(0.6-2.5) 0,639 1.4 (0.6-3.1) 0,446 1.4 (0.6-3.5) 0,428
TBARS [>4.23 uM]

BPA (ng/mL) 1.9(1.0-35) 0,052 2.0(1.0-3.8) 0,046 2.1(1.0-4.4) 0,045 2.0 (1.0-4.1) 0,049
Ihisfenoles (ng/mL) 2.0(1.0-39) 0,047 2.1(1.0-4.2) 0,040 2.2 (1.0-4.8) 0,037 2.2 (1.0-4.6) 0,048
! Ajustado por creatinia urinaria (mg/dL); 2 Ajustado por creatinina urinaria (mg/dL), edad (afios) e indice de masa corporal (kg/m 2 ) 3Ajustado por
creatinina urinaria (mg/dL), edad (afios), indice de masa corporal (kg/m 2 ), paridad (nulipara/primipara or multipara) y residencia (rural o sub-

Tabla 15. Efecto mediador del estrés oxidativo en la asociacion entre
bisfenol urinario y riesgo de endometriosis. Analisis de regresion logistica
multivariante.
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5.4 Objetivo 4. Investigar la influencia
de la exposicion a bisfenoles en los
mecanismos de adhesion celular en
mujeres con endometriosis.

0,374

En la Tabla 16 se muestran los niveles de vimentina
detectados en el tejido endometriésico en mujeres
con endometriosis. Como puede observarse, los
valores de vimentina fueron ligeramente mas altos
entre las pacientes con estadio III/IV en comparacién
con las de estadio I/Il [mediana (P25-P75) 203.99
(143.58-406.04) ng/g tejido vs. 142.47 (86.70-
388.38) ng/g tejido, respectivamente], aunque las
diferencias no alcanzaron la significancia estadistica
(p-valor = 0.374). Los resultados del analisis de
regresion logistica bivariante y multivariante
confirmaron la falta de asociacion entre el mayor
estadio de la enfermedad y mayores niveles de
vimentina (Tabla 17).

75

Estadio llI/IV
Min Percentiles
" 25 " 50 T

DE

Media

8
=

75

| 4

Percentiles
" 50

En relacion a la asociacion entre exposicion a
bisfenoles y niveles de vimentina (Tabla 18), se
observé que los niveles de BPF se asociaron
significativamente con mayores niveles de vimentina
[exp(B) 3.0; IC95% 1.12-8.09; valor p 0.032]. Dicha
asociacion se mantuvo cercana a la significacion
estadistica tras ajustar por edad, indice de masa
corporal, residencia, paridad y creatinina [exp([3) 2.9;
IC95% 0.87-9.67; valor p 0.077]. El resto de
compuestos analizados no mostraron asociacion con
los niveles de vimentina.

25
311,88 416,43 13,90 86,70 142,47 388,38 1222,40 281,33 222,35 28,75 143,58 203,99 406,04 735,72

Estadio I/l
DE Min »

Media

Tabla 16. Niveles de vimentina (ng/g de tejido) en tejido endometriésico de mujeres con endometriosis.

Vimentina
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Finalmente, los resultados de la asociacion entre estrés oxidativo y
niveles de vimentina se resumen en la Tabla 19. Como puede
observarse, ni los niveles de TBARS ni de SAT se asociaron con los
niveles de vimentina en las pacientes con endometriosis.

Bivariante Ajustado1
OR 1C95% p-valor{ [aOR I1C95% p-valor
Vimentina 1,22 0,48 3,14 0,676 ||1,32 0,44 3,97 0,619

! Ajustado por edad, indice de masa corporal, residencia y paridad

Tabla 17. Asociacion entre estadio de la endometriosis y los niveles de vimentina.
Analisis de regresion logistica.

Ajustado1

Bivariante

B exp() IC95% p-valor B exp(B) I1C95% p-valor
BPA -0,01 099 0,31 3,14 0,988 0,16 1,17 0,27 5,03 0,817
BPS 0,18 1,20 0,12 12,01 0,867 0,43 154 0,07 32,04 0,759
BPF 1,10 3,00 1,12 8,09 0,032 1,07 290 087 9,67 0,077

A EHEEY 0,04 105 0,32 3,46 0,938 0,22 1,25 0,28 5,63 0,751
! Ajustado por edad, indice de masa corporal, residencia, paridad y creatinina

Tabla 18. Asociacién entre exposicion a bisfenol y niveles de vimentina.
Analisis de regresion lineal.

Bivariante Ajustado1
B exp() IC95% p-valor B exp(B) I1C95% p-valor
025 1,28 0,59 2,79 0,503 058 1,79 048 6,67 0,341
-0,06 094 0,08 10,76 0,956 1,24 3,44 0,05 15,02 0,525
! Ajustado por edad, indice de masa corporal, residencia, paridad y creatinina

Tabla 19. Asociacion entre estrés oxidativo y niveles de vimentina.
Andlisis de regresion lineal.
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6. DISCUSION

Los resultados de esta tesis doctoral ponen de manifiesto el papel
crucial que juega la exposicién inadvertida a bisfenoles en el riesgo
de endometriosis. De hecho, esta tesis ha revelado que el riesgo de
endometriosis aumenta con la exposicién a bisfenoles, mostrando
una tendencia en U-invertida. Ademads, se ha observado que la
exposicion a estas sustancias esta asociada con un mayor nivel de
dafio oxidativo a lipidos, especialmente entre aquellas que
presentaban mayor exposicion. Mas aun, hemos encontrado que el
nivel de dafio oxidativo a lipidos se asocié con un mayor riesgo de
endometriosis. En conjunto, los analisis estratificados por nivel de
dafio oxidativo a lipidos revelaron que la asociacion entre
exposicion a bisfenoles y el riesgo de endometriosis s6lo mostraba
significacion entre el grupo de mujeres con mayores niveles de
estrés oxidativo, lo que demuestra el relevante papel mediador del
estrés oxidativo en el impacto que la exposicion inadvertida a

bisfenoles tiene en la patogénesis de la endometriosis.

Como se menciondé en la introduccién, diversos trabajos han
demostrado la capacidad disruptora endocrina del BPA, BPF y BPS
en las ultimas décadas. De hecho, un numero cada vez mas elevado
de estudios han demostrado la posible relaciéon entre su actividad
xenoestrogénica y distintas alteraciones endocrino-metabélicas en

la edad adulta, entre las que se incluyen trastornos hepaticos,
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tiroideos (Vom Saal & Myers, 2008), obesidad (Hugo et al., 2008),

resistencia a la insulina y diabetes (Provvisiero et al, 2016). La
endometriosis ha sido otra de las enfermedades que han sido
relacionadas con la exposicion a BPA. Se reconoce que la etiologia de
la endometriosis es multifactorial, ya que implica factores
anatomicos, hormonales, inmunolégicos, genéticos, epigenéticos y
ambientales (Gassman, 2017), pero la gran mayoria de
profesionales coinciden en que los estrogenos juegan un papel clave
en la patogénesis de la enfermedad. Los estrogenos regulan los
principales procesos patologicos de la endometriosis, incluidos los
inmunoldgicos, inflamatorios, angiogénicos, antiapoptoticos y
mecanismos moleculares que promueven la persistencia y la
progresion de las lesiones endometriosicas (Kitawaki et al., 2002).
Dado que el estrégeno es el conductor de la enfermedad, es plausible
que el riesgo de endometriosis podria verse afectada por la
exposicion a disruptores endocrinos como el BPA. En torno a esta
hipdtesis algunos grupos de investigacion han analizado la
contribucion de la exposicién a BPA en pacientes con endometriosis
(Buck Louis et al., 2013; Cobellis et al., 2009; Itoh et al., 2007;
Moreira Fernandez et al., 2019; B. Rashidi et al., 2017; Simonelli et
al., 2017; Upson et al., 2014) aunque con resultados inconsistentes

(Wen etal., 2020) (Tabla 20).

En este sentido, nuestros datos estan en concordancia con los
obtenidos en estudios previos como es el caso del estudio de Rashidi
etal. (2017), que describieron una OR de 1.7 (IC 95%: 1.4-2.2) para
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periglandular y la regulacion al alza de las enzimas de remodelacién

de la matriz (Jones et al., 2018; Kendziorski & Belcher, 2015). De

forma similar, otro estudio in vivo ha mostrado que la exposicion
prenatal a bisfenoles producia un fenotipo endometridsico

(Signorile et al., 2010).

En conjunto, los resultados de esta tesis doctoral y estos hallazgos in
vivo sugieren que la exposicidon al BPA puede estar relacionada no
s6lo con el desarrollo sino también con la progresion de la
endometriosis. Itoh et al. (2007) encontré que las concentraciones
urinarias de BPA eran mas elevadas en mujeres con endometriosis
grado II/IV aunque sin resultados significativos. De forma similar,
un estudio de base poblacional llevado a cabo en EEUU encontré una
asociacion en forma de U invertida entre la exposicion a BPA y la
presencia de endometriosis pélvica no ovarica (Upson et al., 2014).
En nuestro estudio, encontramos que los niveles tanto de
Ybisfenoles como de BPA y BPF fueron mayores en mujeres con
endometriosis en estadio III/IV, aunque estas diferencias no fueron
significativas y no se encontré asociacion con el estadio de la
enfermedad, excepto para la exposicion a BPF [OR 2.7 (IC95% 1.1-
7.0) p-valor 0.035]. Esto puede ser debido al tamafio pequefio de los

subgrupos.

Por el contrario, otros autores no encontraron ninguna asociacion
entre la exposicion a BPA y el riesgo de endometriosis (Buck Louis

etal.,, 2013; Itoh etal,, 2007; Moreira Fernandez et al., 2019). En este
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sentido, ademas de las diferencias geograficas entre estudios, lo que

puede implicar magnitudes de exposicidn a bisfenoles diferentes, las
discrepancias observadas entre los estudios pueden atribuirse a las
diferencias en los criterios de seleccion de las participantes o del
momento en que se recogieron las muestras. En nuestro estudio, la
presencia de endometriosis en los casos y su ausencia en los
controles fue confirmada mediante cirugia e histol6gicamente, y se
tomaron muestras en ayunas antes de la intervencion, mientras que
en otros estudios los controles no fueron sometidos a cirugia, por lo
que la confirmacion de ausencia de endometriosis se realizé en base
a los sintomas. De forma similar, las precauciones y pautas que
deben seguir en las horas previas a una cirugia hacen que la
comparabilidad entre casos y controles sea mucho mayor cuando las
muestras de ambos grupos son recogidas en las mismas
circunstancias. En este sentido, dado que las concentraciones
internas de los bisfenoles presentan grandes fluctuaciones en
relacion a las actividades realizadas en las horas previas a la
recolecciéon de la muestra, cuando los casos son sometidos a cirugia,
pero los controles no, hace que las actividades realizadas entre casos
y controles en las horas previas sea muy diferente, afectando a los
niveles reportados de BPA en ellas. En este sentido, y a diferencia del
resto, casos y controles siguieron unas pautas similares en relaciéon
a la ingesta de alimentos o al uso de productos de higiene personal,
al ser ambos grupos mujeres ingresadas previa a una intervencion,

con los mismos cuidados preoperatorios, y por tanto disminuyendo
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dichas diferencias que han podidos estar presentes en otros

estudios que no usan poblacién hospitalaria.

La hipotesis de que la exposicion a bisfenoles pueda incrementar el
riesgo de endometriosis es biolégicamente plausible. Sin embargo,
los mecanismos de accion del BPA en relacién a la patogénesis de la
endometriosis son ampliamente desconocidos. En este sentido, la
union del BPA a los receptores estrogénicos y la activacion de éstos
es uno de los mecanismos moleculares mas frecuentemente
reportados como posible mecanismo de accion del BPA en la
endometriosis. En este sentido, se ha observado que ERa interviene
principalmente en la proliferacion dependiente de estrégenos en
endometrio uterino, y ER( en células estromales de endometriomas
ovaricos, existiendo una sobreexpresion de ERf en el endometrio
eutdpico de mujeres con endometriosis, comparadas con mujeres
sin enfermedad, lo que podria contribuir a la patogénesis de la
endometriosis (Juhasz-Boss et al., 2011). Ademas, la sobreexpresion
de ERP parece inhibir la expresion de ERa directamente al unirse a
regiones promotoras de ERa, mientras que, por otro lado, ERf
podria interactuar con complejos apoptéticos celulares para inhibir
la apoptosis inducida por TNF-a. ERB también puede interactuar
con componentes inflamatorios del citoplasma celular para regular
al alza la expresion de IL-1 y mejorar las propiedades de adhesién
y proliferacion celular (W. Xue et al., 2021). En el caso concreto de
los bisfenoles, se ha demostrado que la uniéon del BPA a estos
receptores estrogénicos conlleva el reclutamiento de coactivadores
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o correpresores diferentes al que provoca la union del estradiol y,

como consecuencia, la actividad regulatoria que ejerce BPA en la
expresion génica podria ser significativamente distinta a la que
ocasiona el estradiol (Acconcia et al. 2015). De hecho, se han
observado patrones de expresion génica distintos cuando el utero
era expuesto a estradiol o BPA en un estudio en ratas (Hong et al,,
2006). W. Xue et al. (2021) exploraron los efectos de la exposicién al
BPA en el desarrollo de la endometriosis desde la perspectiva de la
regulacion de la expresion de ERB en el endometrio eutdpico a
través de la via epigenética relacionada con H3K4me3 en un modelo
de ratén. Los resultados mostraron que el BPA promovia la
sobreexpresion de ER[ en el endometrio eutdpico de ratén y
estimulaba el crecimiento de la lesion endometrioide. Este hecho fue
debido a que BPA regulaba positivamente la expresion de WDR5 a
través de la via de sefnalizacién PI3K/mTOR mediada por el receptor
GPER, a la vez que mejoraba la interaccion entre WDR5 y TET2
aumentando los niveles de H3K4me3 (W. Xue et al., 2021).

Como se ha ido desarrollando a lo largo de este trabajo, ademas de
la implicacién de los estrogenos, en el que la inflamacion y el estrés
oxidativo pueden ser factores desencadenantes de la endometriosis,
la cual a su vez favorece el establecimiento de un microambiente
inflamatorio y oxidativo, que puede, ademas, promover la evolucién
de la enfermedad (Upson et al,, 2014). Por ejemplo, se ha sugerido
que el estrés oxidativo puede aumentar el crecimiento y la adhesion
de las células endometriales en la cavidad peritoneal, favoreciendo
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la endometriosis y la infertilidad (Amreen et al,, 2019). Ademas,

varios estudios han mostrado mayores niveles de estrés oxidativo
en las pacientes con endometriosis en relacién a los controles sanos
[revisado en (Carvalho et al., 2012). En esta misma linea, los
resultados de esta tesis doctoral indican que mayores niveles de
dafio oxidativo a lipidos se asocia con mayor riesgo de
endometriosis. Entre los biomarcadores de estrés oxidativo, se
seleccion6 el TBARS para el presente estudio porque es un buen
proxy del estado oxidativo y es un evento relativamente temprano,
dado que los productos finales poseen propiedades reactivas que
contindan causando dafio oxidativo a las macromoléculas (Tsikas,
2017). Curiosamente, so0lo observamos una asociacion significativa
entre los bisfenoles y la endometriosis en el subconjunto de mujeres

que se encontraban en el tertil mas alto de TBARS.

En linea con lo anterior, recientemente se ha observado que la
exposicion al BPA puede estar asociada con el dafio oxidativo
sistémico de macromoléculas como los lipidos y los acidos nucleicos
(Ferguson et al.,, 2016; J. H. Kim & Hong, 2017) y con la alteracién de
la actividad de las enzimas antioxidantes en tejidos especificos
(Artacho-Cordén et al., 2019). Los hallazgos de esta tesis doctoral
estan en concordancia con estos estudios previos, al demostrar que
aquellas mujeres con mayor exposiciéon a BPA mostraron un mayor
nivel de dafio oxidativo a lipidos. A este respecto, un reciente estudio
in vitro sugiri6 que la induccion del estrés oxidativo por el BPA
podria estar mediada por el ERa en las células endometriales,
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aunque no se ha dilucidado del todo si esta accion seria conjunta o

independiente de la propiedad disruptora endocrina del BPA (Y. ].
Cho etal,, 2018).

Por lo tanto, podria plantearse la hipotesis de que el estrés oxidativo
podria explicar, al menos en parte la asociacién entre la exposicién
al bisfenol y el aumento del riesgo de endometriosis. Asi, se observo
que la exposicion de células endometriales a BPA puede inducir
significativamente la produccion de ROS y 6&xido nitroso,
incrementar la expresion de o6xido nitrico sintetasa endotelial
(eNOS), y de genes que codifican citoquinas pro-inflamatorias como
TNF-a, IL-6 y IL-1B3, asi como la disminucion de enzimas
antioxidantes, lo que desencadenaria un dafio oxidativo de las
macromoléculas del tejido. Ademas, en estudios in vitro se observé
que niveles relevantes de BPA aumentaban la expresiéon de eNOS
fosforilado en las células endoteliales, otorgando efectos
angiogénicos directos a dichas células (Y.J. Cho et al. 2018). Estos
mismos autores identificaron, ademdas, que las proteinas
quinasas activadas por mitégenos (MAPK) podrian ser una de las
vias por la cual BPA puede contribuir como factor etiologico en la
endometriosis (Y.]. Cho etal., 2018). MAPK son un grupo de proteina
quinasas que desempefian un papel esencial enla
transduccioén de distintas senales, entre ellas inflamatorias, al
modular la transcripcion de genesen el nucleo en respuesta a

cambios en el entorno celular. Por lo tanto, controlan muchas
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funciones celulares, incluidala transcripcion de genes,la

biosintesis de proteinas, la proliferacién,la diferenciacién
celular, la tasa de metabolismo, apoptosis, migracién o interacciéon
celular, entre otras (Cuenda, 2018). Por tanto, BPA puede alterar el
fenotipo normal de células del estroma endometrial e incrementa
las propiedades angiogénicas de estas. En consonancia con estos
estudios, detectamos un efecto mediador del dano oxidativo a
lipidos en la asociacion entre exposicion a bisfenoles y el riesgo de
endometriosis, sugiriendo que el BPA, a través de un efecto pro-
oxidante (ademas del efecto xenoestrogénico) puede incrementar el

riesgo de endometriosis en mujeres en edad fértil.

En relacion a la importancia de los mecanismos de adhesion celular
en la endometriosis, se ha descrito a lo largo de esta tesis doctoral
que la transicién epitelio-mesénquima es un proceso que se ha
observado en modelos in vivo de endometriosis y en estudios
llevados a cabo en humanos, en estrecha relacion con la capacidad
invasiva de las células endometridsicas (Konrad et al., 2020). De esta
forma, se ha descrito que la adquisicibon de un fenotipo
mesenquimal, caracterizado por una pérdida de proteinas de union
célula-célula (como es el caso de la E-cadherina) o un aumento de
marcadores mesenquimales (como es el caso de la vimentina), es un
mecanismo necesario para adquirir la capacidad invasiva observada
en casos avanzados de endometriosis (Y. M. Yang & Yang, 2017). Los

resultados de esta tesis doctoral sugieren la presencia de un
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fenotipo mesenquimal (es decir, mayores niveles de vimentina) en

relacion con una progresion de la enfermedad, al encontrar niveles
mas elevados en casos mas avanzados, en linea con estudios previos
que han demostrado la importancia de este mecanismo en el
desarrollo y progresion de esta patologia (M. Chen et al., 2020).
Ademas, los resultados de esta tesis doctoral indican que la
exposicion a BPF podria suponer un factor de riesgo para
desarrollar este fenotipo mesenquimal. Hasta donde nuestro
conocimiento alcanza, se trata de la primera evidencia reportada en
endometriosis sobre la influencia que tiene la exposicion a
bisfenoles en el desarrollo de este fenotipo mesenquimal en
pacientes con endometriosis, aunque algunos estudios previos
llevados a cabo en otras patologias han observado patrones
similares en relacién a la asociacion entre exposicion a bisfenoles y
marcadores mesenquimales (Y.-S. Kim et al,, 2015; H.-M. Lee et al,,
2017; Ryszawy et al,, 2020; S. Xiong et al., 2017; Zhai et al., 2016).
Aunque los mecanismos que subyacen a esta asociacion entre
disrupcion endocrina y fenotipo mesenquimal no son bien
conocidos, estudios recientes han observado la importancia del
balance de estrogenos en ese mecanismo en el contexto de la
endometriosis (He et al., 2020). Estos autores observaron que la
alteracion en el patron de expresion de determinados ARN
circulares podrian estar involucrados en este proceso. En modelos
in vitro de distintas patologias hormono-dependientes diversos

autores también han observado que BPA es capaz de inducir esta

150



INMACULADA LENDINEZ ROMERO W

TEM a través de rutas dependientes de estrogenos (Y.-S. Kim et al,,

2015), destacando el papel que juegan la ruta mediada por SNAIL-1
(Ryszawy et al., 2020; Zhai et al.,, 2016) y NF-kB (S. Xiong et al,,
2017).

En conjunto, los resultados de esta tesis doctoral indican que
exposicion inadvertida a los bisfenoles (BPA y sustitutos) puede
aumentar el riesgo de endometriosis en mujeres en edad feértil y
sugieren un posible papel del estrés oxidativo en los efectos efectos
endocrinos del BPA en estas mujeres. Sin embargo, la novedad de los
resultados obtenidos justifica la realizacién de nuevos estudios que
corroboren estos hallazgos preliminares sobre el papel del estrés
oxidativo como mediador en el aumento del riesgo de endometriosis

atribuible a la exposicién al bisfenol.
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7. LIMITACIONES Y FORTALEZAS

Limitaciones

La principal limitacion de este estudio es el tamario limitado de la
muestra, lo que reduce la potencia estadistica. No obstante, se
observaron asociaciones estadisticamente significativas, incluso
después de ajustar el modelo por numerosos factores de
confusion.

Por otro lado, no podemos descartar que las asociaciones
encontradas con sustancias quimicas individuales sean un reflejo
de la exposicion a otros contaminantes no medidos con
propiedades fisicoquimicas similares o incluso a mezclas de
contaminantes que ejercen un efecto combinado.

Ademas, al igual que en investigaciones anteriores sobre el BPA
y el riesgo de endometriosis, el uso de muestras de orina puntuales
dificulta la caracterizacion precisa de la magnitud de la
exposicion al BPA. Sin embargo, a diferencia de algunos autores,
las muestras de orina de todos los participantes (casos y controles)
se recogieron en condiciones de ayuno inmediatamente antes de
la cirugia, mejorando la comparabilidad de la magnitud de la
exposicion al bisfenol entre los grupos y reduciendo el posible
sesgo relacionado con las variabilidades intra e interdiarias en los

niveles de exposicion al BPA.
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o Nuestros resultados también podrian estar limitados por la

recogida de muestras de orina en momentos diferentes del ciclo
menstrual de las mujeres, aunque pruebas recientes sugieren que
no hay relacion entre la fase del ciclo menstrual y las

concentraciones de BPA urinario (Nepomnaschy et al., 2009).

7.2 Fortalezas

e Se ha llevado a cabo la confirmacion visual e histoldgica de la
presencia de endometriosis en los casos y su ausencia en los
controles, como ya se ha sefialado, lo que reduce el posible sesgo
de seleccion que puede haber afectado a algunos estudios
anteriores.

e Ademas, proporcionamos una Vvision mas representativa de la
exposicion de las mujeres a bisfenol al evaluar por primera vez su
exposicion a los andlogos del BPA como son el BPS y el BPF.

e También ofrecemos nuevas pruebas de un papel mediador de la
peroxidacion lipidica, mejorando nuestra comprension de los
mecanismos que subyacen al efecto de los bisfenoles en el

desarrollo de la endometriosis.
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8. CONCLUSIONES

1. En la poblacién de estudio, el BPA ha sido el compuesto mas
frecuentemente detectado, con niveles detectables en el 100% de
los casos y en el 88.5% de los controles. Ademas, se identificaron
niveles mas elevados en mujeres con endometriosis, aunque no
se obtuvo significacion estadistica. Residir en medios urbanos
incrementa el riesgo de exposicion a BPA, en cambio, la ingesta
de fruta al menos 2 veces en semana, disminuye el riesgo de
exposicion a BPA. La ingesta semanal de mantequilla y huevos,
asi como el uso de maquillaje también incrementan el riesgo de
exposicion a BPA, aunque estos factores no alcanzaron la

significancia estadistica.

2. La exposicidn a bisfenoles incrementa 1.5 veces el riesgo de
desarrollar endometriosis, describiendo una tendencia en U
invertida. La exposicién a BPF y BPS no se observo relaciéon con
el riesgo de endometriosis. Segun el estadio clinico de la
enfermedad, las mujeres con endometriosis en estadios
avanzados (III/IV) mostraron mayor exposicién a BPA, aunque
sin significaciéon estadistica. Sin embargo, las mujeres con
endometriosis en estadios avanzados se encontraron mas
expuestas a BPF que aquellas con estadios iniciales (con valores

muy préximos a la significacion estadistica).
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3. Las pacientes con endometriosis presentan mayores niveles de
estrés oxidativo, aunque con una diferencia marginal. Niveles
elevados de peroxidacion lipidica en orina se asociaron con 3.8
veces mas riesgo de endometriosis. Aunque no se encontrd
asociacion entre los niveles de estrés oxidativo y el estadio de la
enfermedad, las pacientes con endometriosis en estadios III/1V
presentaban niveles urinarios de peroxidacion lipidica mas altos.
Las concentraciones en orina de bisfenoles se asociaron con
mayores niveles de peroxidacion lipidica. Finalmente, los
resultados indican la existencia de un efecto mediador del estrés
oxidativo en la asociacidn entre exposicion a bisfenoles y riesgo
de endometriosis al encontrar que la asociaciéon solo se
observaba entre aquellas pacientes con mayores niveles de

peroxidacién lipidica.

4. Aunque sin alcanzar diferencias estadisticamente significativas,
las mujeres con endometriosis con un mayor estadio clinico de la
enfermedad presentan un mayor nivel de vimentina, compatible
con un mayor grado de transformacién en un fenotipo
mesenquimal. Los niveles de BPF se relacionan con una
inducciéon de este proceso, indicando que la exposiciéon a
bisfenoles, a través de rutas de senalizacién mediadas por

receptores de estrégenos, podria estar favoreciendo la capacidad

invasiva de las células endometridsicas.
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