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RESUMEN

La endometriosis es una patologia que se define como la presencia de
glandulas endometriales funcionales y estroma fuera de la cavidad uterina.
Se estima que afecta a un 10% de la poblaciéon general, aunque su
prevalencia es aun mayor en pacientes estériles. Aunque la endometriosis
sigue siendo una enfermedad enigmatica, se han propuesto varias teorias
para explicar su etiologia. La mas aceptada en la actualidad es la de la
menstruacién retrograda, aunque la presencia de endometriosis en
localizaciones como el pulmoén o la piel ponen en duda esta teoria. Por otro
lado, la teoria de la localizacion anémala o homing erréneo afirma que las
células madre circulantes (células madre mesenquimales/estromales-MSC-)
de la médula ésea y los precursores relacionados con las MSC de la capa
endometrial podrian diferenciarse a tejido endometrial en diferentes 6rganos,

incluso en ubicaciones diferentes al propio endometrio.

Existen multiples estudios que han establecido diferencias entre las células
endometriales estromales (EnSC) de localizacion eutépica y las de
localizacién ectdpica en pacientes con endometriosis, aunque a dia de hoy
aun se desconoce si las alteraciones detectadas en las EnSC de focos de
endometriosis son constitutivas, y estan presentes en el endometrio

eutdpico, o son inducidas o adquiridas en la localizacion ectopica.

Nuestro estudio profundiza en este tema focalizandose en los siguientes
aspectos:

- El analisis fenotipico comparativo de lineas celulares de EnSC

obtenidas a partir de muestras de endometrio eutdpico y ectopico de

pacientes con endometriosis, y de muestras de endometrio y de
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sangre menstrual de donantes sanas, siendo el primer estudio
comparativo que se lleva a cabo con estos cuatro tipos de lineas
celulares.

- Ahondar en las diferencias que existen en el proceso de
decidualizacién entre las EnSC de origen eutépico y ectodpico, en
cuanto a su capacidad de sufrir cambios morfologicos, fenotipicos y

funcionales durante dicho proceso.

Los resultados de este trabajo indican que el fenotipo de las células de focos
de endometriosis es similar al de EnSC eutdpicas, presentando todas ellas
marcadores tipicos de células mesenquimales estromales (MSC), y siendo
la expresion de algunos de estos marcadores mas elevada unicamente en
EnSC procedentes de sangre menstrual. Por el contrario, las células
ectopicas presentan resistencia al proceso de decidualizacion in vitro con
progesterona y AMPc, de manera que, a diferencia de lo observado en
células eutdépicas (de pacientes y donante sanas), en respuesta a la
decidualizaciéon no sufren cambios morfolégicos ni en la expresion de
antigenos, no expresan prolactina y, aunque parecen secretar factores
inhibidores de la migracion celular, presentan menor capacidad para ello que
las células eutdpicas. Curiosamente, las EnSC de donantes sanas mueren
por apoptosis durante el proceso de decidualizacion. Sin embargo, hemos
observado que tanto las células ectépicas como las eutdpicas de pacientes
con endometriosis son resistentes a este proceso de induccion de apoptosis.
Estos resultados nos llevan a concluir que las células endometriales
eutdpicas de mujeres con endometriosis pueden presentar alteraciones en
algunos fendmenos asociados a la decidualizacion, como la induccién de
apoptosis. Sin embargo, las células ectopicas de estas pacientes deben
sufrir cambios adicionales en los focos endometriésicos que les hacen
presentar las diferencias con respecto a las eutépicas que hemos hallado,

cambios probablemente derivados de su interaccion con el microambiente
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en la ubicacién ectépica, que contribuyen, entre otras cosas, a la adquisicion

de su alta resistencia a la decidualizacién y a la apoptosis.

10
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CONCEPTO

La endometriosis es una enfermedad que se define como la presencia de
glandulas endometriales funcionales y estroma fuera de la cavidad
uterina, siendo los lugares mas comunes para la aparicion de implantes
endometriales ectopicos los ovarios, los ligamentos uterosacros y el
fondo de saco vaginal posterior, apareciendo de forma menos habitual en
localizaciones como la vejiga, la pleura o el pericardio’. Existe, por otra
parte, una forma especifica de endometriosis conocida como
adenomiosis, que se define como la presencia de estos implantes en el

espesor del miometrio uterino.

Se trata de una patologia debilitante con caracteristicas propias de la
inflamacién crénica y que se comporta en algunos aspectos de forma
similar a las neoplasias malignas, presentando: un crecimiento progresivo
e invasivo dependiente de hormonas, asi como altas tasas de recurrencia
y tendencia a aparicion en 6rganos a distancia del primario afecto, similar

a una metastasis'.

HISTORIA DE LA ENDOMETRIOSIS

La primera referencia a la endometriosis aparece en 1690, cuando Daniel
Shroen describe la presencia de unas “Ulceras” diseminadas por el
abdomen, que aparecian sélo en mujeres en edad reproductiva”. Sin
embargo, la primera mencion al término endometriosis la hizo el patélogo
aleman Frederich Daniel von Recklinghausen en 1885. Por otro lado, la
primera descripcion patolégica la hizo el anatomopatélogo Kart Freiher

von Rokitansky.

En 1921, John Albertson Sampson" inicia sus publicaciones sobre
endometriosis, desarrollando posteriormente la teoria de Ia

“‘menstruacién retrégrada” como la causa mas probable.

12



UNIVERSIDAD
DE GRANADA

En el transcurso de los anos, se han desarrollado diferentes teorias en
un intento de explicar el origen de la enfermedad; sin embargo, aun en la

actualidad, la endometriosis sigue siendo una enfermedad enigmatica.

EPIDEMIOLOGIA DE LA ENDOMETRIOSIS

La prevalencia de la endometriosis es muy variable segun las diferentes
publicaciones, aunque se estima en un 10% de la poblacién general. Sin
embargo, su prevalencia es aun mayor en pacientes estériles al tratarse
de una importante causa de infertilidad femenina, apareciendo con una

incidencia hasta 7 y 10 veces superior a la de mujeres fértiles"'.

En general, es dificil establecer con precision esta prevalencia debido a
la heterogenicidad de los diferentes trabajos publicados, incluyendo
mujeres en situaciones etarias y hormonales diferentes, distintos criterios
de inclusién, y variabiliad en los métodos y criterios diagnéstico-

terapéuticos empleados.

Si nos cenimos al diagndstico en pacientes sintomaticas (es decir, no un
diagndstico puramente incidental), la prevalencia de la endometriosis se
sitla en un 45% de las pacientes que consultan por dolor pélvico, 35%
cuando tienen quistes ovaricos y en un 30% de pacientes que acuden a

consulta por problemas de esterilidad"'.

Factores de Riesgo

Se han descrito en la literatura una serie de factores de riesgo para
padecer endometriosis. Algunos han sido definidos como causa y otros

como consecuencia de padecer la enfermedad.
1. Edad

La endometriosis pélvica es rara antes de la menarquia y tiende a

descender su incidencia hacia la menopausia.

13
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Se ha situado la incidencia maxima de la enfermedad entre los 30 y los
50 afios, con un pico a los 35 afos, coincidiendo con la disminucion de la
capacidad reproductora. Esto puede explicarse por el hecho de que
lesiones minimas de endometriosis pueden evolucionar con el tiempo
hacia lesiones clasicas facilmente diagnosticables por ecografia y por

laparoscopia.
2. Clase social y personalidad

En el pasado se postuld que mujeres de clase social alta y con una
personalidad determinada (mas inteligentes y con altas motivaciones)
presentaban cierta predisposicion a padecer la enfermedad‘. Es
evidente que este grupo tiene un mayor acceso a mejores servicios
médicos y consecuentemente a una mejor investigacion y diagnéstico de

sus problemas.
3. Raza

Algo similar ocurre con la raza: parece que las mujeres de raza blanca
tienen una incidencia mayor de endometriosis que las de raza negra,
probablemente porque han sido mas estudiadas. Hay estudios que
muestran una incidencia del 10% en mujeres asiaticas, 6% en

norteamericanas y europeas y 1% en africanas.

Sin embargo, los estudios no son comparables entre si en cuanto a
métodos diagnosticos o sensibilidad del cirujano para detectar las
lesiones, por lo que no podemos concluir que existan evidencias
cientificas que apunten hacia una predisposicion racial a padecer la

enfermedad™.
4. Esterilidad

La prevalencia en mujeres fértiles se situa entre el 5y el 25%, llegando a

un 60% en pacientes con esterilidad de causa desconocida que son

14
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sometidas a una laparoscopia diagnéstica ante la falta de otros
diagnosticos que justifiquen su esterilidad®, dando evidencia de lo habitual

que es el infradiagndstico en esta enfermedad.

ETIOPATOGENIA DE LA ENDOMETRIOSIS

Las diferentes observaciones respecto a la patogenia de la endometriosis
se pueden resumir en 5 teorias, que a su vez se pueden incluir en dos
grupos segun si el origen de los implantes procede de endometrio uterino

o extrauterino.

1) Origen de la endometriosis de endometrio uterino
1.1. Teoria de la menstruacion retrégrada

Es la teoria mas antigua y aceptada sobre la etiopatogenia de la
endometriosis. Fue propuesta en 1920 por Sampson. Postula que la
menstruacién asciende a través de las trompas de Falopio y desemboca
en la cavidad peritoneal, favoreciéndose la adhesion, invasion y el
crecimiento de los fragmentos de endometrio depositados en dicha
cavidad peritonealiv. Las células endometriales representan de esta
manera un autotrasplante, en el que el tejido endometrial normal se

transloca a una localizacion ectopica en el organismo.

Esta teoria se consolido al encontrar un mayor volumen de sangre y tejido
endometrial en la pelvis de las mujeres con endometriosis. En estas
mujeres, también se ha observado hiperperistalsis y disperistalsis uterina,

con mayor reflujo endometrial”.

Todo lo citado demuestra la mayor frecuencia de endometriosis pélvica y
la distribucion anatodmica de las lesiones; sin embargo, esta teoria no es
capaz de explicar la presencia de endometriosis fuera de la cavidad

peritoneal, su aparicién en la pubertad temprana, recién nacidos, en

15
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mujeres afectadas por el sindrome de Mayer-Rokitansky-Kuster-Hauser

o en el varén¥.

1.2. Teoria de la diseminacion hematégena o linfatica del tejido

endometrial (Teoria de Halban)

También se ha demostrado que la endometriosis es producto de la
diseminacion linfatica o vascular aberrante del tejido endometrial. Esta
teoria se basa en la presencia de endometriosis en sitios raros como el
cerebro, la pleura, el periné o la region inguinal, asi como en el
conocimiento de un drenaje linfatico del cuerpo uterino a los ovarios.
Ademas, la tendencia del adenocarcinoma endometrial a diseminarse por
via linfatica demuestra la facilidad con la que las células endometriales

pueden ser transportadas por esta ruta.

La regién retroperitoneal posee una circulacién linfatica abundante; de
esta manera, cuando no se identifican implantes peritoneales sino
unicamente lesiones retroperitoneales aisladas, se postula que la
diseminacion pueda ser linfatica siguiendo los principios clasicos de
diseminacion tumoral en los que la diseminacion por contiglidad
presentaria lesiones peritoneales subyacentes, y la diseminacion por via

hematdgena seria mas a distancia.

Sin embargo, aunque esta teoria sigue resultando atractiva, por si sola
no es capaz de resolver la capacidad intrinseca del tejido ectopico de
adhesion y progresion a nivel local o invasion por contigtidad.

2) Origen de la endometriosis de endometrio extrauterino

2.1. La teoria de la metaplasia celémica (Teoria de Meyer)

Propone que ambos tejidos, el peritoneo y el endometrio parecen tener
un precursor embriolégico comun que es el epitelio celomico, un epitelio

pluripotencial que puede sufrir transformacion metaplasica hasta

16
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convertirse en un tejido idéntico al endometrio normal desde el punto de
vista histolégico. Tanto el ovario como el antecesor del endometrio, los
conductos de Muller, derivan del endometrio celémico, de manera que la
metaplasia explicaria la endometriosis ovarica. Ademas, esta teoria se ha
expandido para incluir al peritoneo por el potencial proliferativo y de

diferenciacion que posee el mesotelio peritoneal.

La demostracion experimental de esta teoria ha sido dificil. Los agentes
causales de esta metaplasia son poco conocidos. Se proponen a las
dioxinas como posible agente quimico externo que actua como disruptor

endocrino.

Esta teoria podria explicar por qué, aunque la mayoria de las mujeres
tienen algun grado de menstruacion retrégrada, solo un pequefio
porcentaje tiene endometriosis, asi como la presencia de la enfermedad
en ausencia de la menstruacion®, como sucede en las mujeres
premenarquicas y postmenopausicas. Sin embargo, la ausencia de
endometriosis en otros tejidos derivados del epitelio celémico habla en

contra de esta teoria.
2.2. Teoria de las células madre endometriales.

La teoria de las células madre endometriales, afirma que las células
madre mesenquimales (MSC, mesenchymal stem cell) presentes en la
circulacion sanguinea y procedentes de médula 6sea o de la capa basal
del endometrio, podrian diferenciarse en tejido endometrial en distintas
localizaciones incluso a distancia®. Esta teoria explicaria como mujeres
sin utero, hombres con cancer de prostata o tras tratamientos con dosis

altas de estrogenos, pueden padecer endometriosis.
2.3. Teoria de los restos Miillerianos.

La teoria de la migracion de los conductos de Miuller propone que las

células residuales en el recorrido durante el desarrollo embrionario

17
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mantienen la capacidad de desarrollar lesiones endometriésicas al ser
influenciadas por un estimulo estrogénico™. Hallazgos recientes han
demostrado la presencia de endometrio ectépico en fetos femeninos a
nivel del tabique rectovaginal, fondo de saco de Douglas, pared posterior

o interior de la pared del utero, y a nivel de la muscularis del recto™’.

ESTABLECIMIENTO DE LA ENFERMEDAD

Aunque la menstruacién retrograda, o cualquiera de las teorias
anteriormente mencionadas, explica la aparicion de células
endometriales en la cavidad peritoneal o en otras localizaciones, son
necesarios pasos adicionales para el desarrollo de los implantes de

endometriosis, como pueden ser:

- Evitar su eliminacién por parte del sistema inmunitario.

- Que estos implantes se adhieran al epitelio y lo invadan.

- El desarrollo por parte de los implantes celulares de
neovascularizacion a nivel local, asi como continuar con su crecimiento y

sobrevivir.

Para que todo este procedimiento pueda ocurrir deberan intervenir, por
tanto, multiples mecanismos genéticos, biolégicos e inmunolégicos,

pudiendo de esta manera establecerse la enfermedad.

Predisposicion genética

La endometriosis posee un componente hereditario relevante, siendo
significativamente mas comun en familiares de primer grado de mujeres
con la enfermedad. Un estudio llevado a cabo sobre gemelos
monocigoticos demostrd que la endometriosis se diagnosticd de forma

concurrente en 14 de las 16 parejas de gemelos integrantes en éI*"',

18
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Esta naturaleza hereditaria de la endometriosis ha llevado a muchos
grupos a investigar qué gen o conjunto de genes pueden ser

responsables de la enfermedad.

Se han identificado muchos genes disregulados en las células
endometridsicas implicados en una amplia variedad de funciones que
incluyen la apoptosis, la regulacién del ciclo celular, vascularizacion,
regulacion del sistema inmunitario y la adhesion celular™, como por
ejemplo la sobrexpresion del gen antiapoptético Bel-2*". Sin embargo,
debido a la metodologia y variabilidad de los estudios implicados, las
regiones cromosomicas identificadas son grandes y contienen muchos
genes de potencial interés, requiriéndose mas estudios para poder

dilucidar las variantes de susceptibilidad de padecer endometriosis.

Un estudio multicéntrico realizado entre hospitales de Inglaterra y
Australia asocié de forma estadisticamente significativa la expresion de
la regién cromosdmica 10926 con la endometriosis™, y estudios mas
recientes han demostrado que la region 7p15.2 esta igualmente
implicada™. Desafortunadamente, la identificacion de los genes exactos
responsables del componente hereditario de la endometriosis no se ha
conseguido hasta la fecha. Ademas de los estudios en humanos, también
se ha demostrado la agregacion familiar de endometriosis en primates

XXi

como el macaco rhesus o el babuino™.

La expresién de las regiones cromosdmicas citadas son caracteristicas
heredadas que van a favorecer la supervivencia de la célula
endometriésica. Sin embargo, la endometriosis es una enfermedad
compleja en la que estan implicados de manera muy significativa tanto un
componente geneético como un componente ambiental. En los ultimos
afnos se esta comprobando la relevancia que tiene la epigenética en esta
enfermedad, habiéndose demostrado que los receptores de estrogenos

y progesterona se encuentran hipometilados en el endometrio ectopico,
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explicando una mayor expresion de estrogenos vy, por tanto,

obteniéndose un mayor efecto estrogénico a nivel local™,

Dependencia hormonal

Los estrégenos parecen tener una relacion causal con la endometriosis.
La mayor parte de los estrogenos en la mujer son producidos
directamente en los ovarios, pero se sabe que otros tejidos periféricos
también sintetizan estrégenos por medio de la aromatizacion de los
androgenos ovaricos y suprarrenales. Los implantes endometriésicos
expresan aromatasa y 173-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1, que
son las enzimas encargadas de convertir la androstenediona en estrona
y la estrona en estradiol. Al mismo tiempo, en estos implantes
endometridsicos existe un déficit de 17f3-hidroxiesteroide deshidrogenasa
tipo 2, enzima encargada de desactivar a los estrogenos (pasa el estradiol
a estrona) y se expresan de forma diferente los receptores estrogénicos
a Yy B, con un marcado aumento de los receptores 3, favoreciendo todo
ello un mayor ambiente estrogénico. De esta forma, los estrogenos
locales producidos en las lesiones endometriosicas ejercen su efecto
bioldgico dentro del mismo tejido o en las células en las que son

producidos, fenémeno llamado intracrinologia.

Resistencia a progesterona

El tejido endometrial normal o endometrio eutépico no expresa aromatasa
y produce abundante deshidrogenasa y 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 2 en respuesta a la progesterona, asegurando la
atenuacion de los efectos estrogénicos a nivel endometrial durante la fase
lutea. Sin embargo, a diferencia del endometrio eutdpico, en la
endometriosis hay una resistencia relativa a la progesterona que impide

xxiii

esta atenuacion del estimulo estrogénico
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La prostaglandina E2, es el inductor mas potente de la actividad de la
aromatasa en las células del estroma endometrial y actua a través del
receptor de PGE2. El estradiol producido por la mayor actividad de la
aromatasa aumenta a su vez la produccion de PGE2 al estimulo de la
ciclooxigenasa 2 en las células endometriales del utero, originando una
retroalimentacion positiva que acentua los efectos estrogénicos sobre los

XXiv

implantes endometriosicos™".

Factores inmunolégicos

Partiendo de la base de que en la mayoria de mujeres se produce
menstruacion retrégrada, ese tejido ectopico va a ser eliminado de la
cavidad peritoneal por células del sistema inmunitario: macrofagos,
células natural killer (NK) y linfocitos. De esta manera, el porcentaje de
pacientes con menstruacién retrograda que va a desarrollar una

XXV

endometriosis es relativamente bajo™'. Diferentes estudios han mostrado
la posibilidad de que alteraciones en el sistema inmunitario sean las

responsables de la persistencia del endometrio ectdpico.

Dentro de las células que forman parte de la inmunidad innata se
encuentran los macréfagos, los cuales actian como fagocitos en diversos
tejidos y se ha observado un mayor numero en la cavidad peritoneal de
las pacientes con endometriosis. En condiciones normales, los
macrofagos participan en el reconocimiento de células extrafas vy
dafiadas en la cavidad peritoneal y, una vez reconocidas, estas células
son procesadas por ellos para presentarlas a los linfocitos T. Sin
embargo, en pacientes con endometriosis, se ha demostrado un mal
funcionamiento de los macréfagos peritoneales, los cuales inducen la
génesis de factores de crecimiento y citoquinas que pueden promover la
supervivencia de las células endometriales ectopicas, favoreciendo el

establecimiento de la enfermedad™"'.
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En el estudio realizado por Braun en 19941 |os monocitos circulantes
tomados de mujeres con endometriosis aumentaron la proliferacién in
vitro de las células endometriales en cultivo, mientras que los monocitos
provenientes de mujeres sin endometriosis mostraron el efecto opuesto.
Por consiguiente, la funcion alterada de los macrofagos, y no el tamafio
de su poblacion, parece estar implicada en la proliferacion del tejido

endometridsico.

De manera similar, una alteracion de la producciéon de citoquinas por
parte de los linfocitos T, puede inducir cambios en la consistencia del
liquido peritoneal, lo que permite un entorno favorable para la

proliferacion ectépica de tejido endometrial™"'.

Otra célula inmunitaria relacionada con la endometriosis son los linfocitos
NK, células que poseen la capacidad de reconocer células infectadas por
virus, células tumorales o células alteradas por algun tipo de estrés que
induce cambios en su fenotipo, ejerciendo una actividad citotoxica contra
ellas. El numero de linfocitos citotdxicos no se modifica en el liquido
peritoneal de las mujeres con endometriosis, pero se ha demostrado que
son menos citotdxicos contra el tejido endometria™". Especificamente
se ha observado que el liquido peritoneal de las mujeres con
endometriosis esta provisto de quimioquinas y citoquinas que son

capaces de suprimir la actividad de los linfocitos NK**.

Otro mecanismo relacionado con la tolerancia del sistema inmunitario a
los focos de endometriosis es la molécula HLA-G, un antigeno principal
de histocompatibilidad no clasico o de clase Ib (MHCIb) que interviene en
distintos mecanismos de tolerancia, fundamentalmente durante el
embarazo. Este antigeno, expresado por el trofoblasto fetal, se uniria a
los receptores inhibidores de las células NK de la decidua materna,
evitando que estas células ataquen al trofoblasto. También, es expresado

por células tumorales, induciendo una inhibicion de la respuesta
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inmunitaria y facilitando el escape tumoral®*. Este antigeno es
especialmente expresado en los focos de endometriosis, lo que

bloquearia una posible actividad de las NK para eliminar esos focos™~.

Otros estudios han demostrado una alteracion en la inmunidad humoral
en las pacientes con endometriosis. Se ha observado un aumento en la
concentracion de anticuerpos IgG frente a antigenos endometriales, asi
como anticuerpos IgG e IgA contra tejido endometrial y ovarico®™ . Esto
puede ser explicado porque el sistema inmunitario de una mujer no esta
expuesto en condiciones normales a niveles elevados de antigenos
endometriales. La presencia de cantidades aumentadas de proteinas
endometriales en localizaciones extrauterinas en pacientes con
endometriosis puede provocar respuestas autoinmunes humorales o

mediadas por células.

Por otro lado, las mujeres con endometriosis presentan una mayor
concentracion en sangre de citoquinas inflamatorias como IL-1p, IL-6,
TNF-a e IL-8. De hecho, para distinguir entre las mujeres con y sin
endometriosis se puede utilizar la concentracion sérica de IL-6 y la
concentracion en liquido peritoneal de TNF-o, que sera superior en

XXXiii

pacientes con endometriosis con respecto a pacientes sanas

Otras citoquinas como la proteina quimiotactica 1 de monocitos (MCP-
1/CCL2) y RANTES (CCL5) atraen a los monocitos. La concentracion de
estas quimioquinas en el liquido peritoneal se ha visto aumentada en
mujeres con endometriosis y es directamente proporcional a la severidad
de los sintomas de la enfermedad™". Asi mismo, el factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF) es un agente angiogénico, que aumenta
con el estradiol en las células del estroma endometrial y en el liquido
peritoneal, hallandose también en concentraciones mas altas en
pacientes con endometriosis, lo cual probablemente guarde relacion con

la implantacion y perpetuacion de la enfermedad.
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Esta situacion de activacion inmunitaria local ha determinado que algunos
autores consideren la endometriosis como una enfermedad

autoinmune™.

ASPECTOS CLINICOS Y TERAPEUTICOS DE LA ENDOMETRIOSIS

Anatomia patolégica

. Caracteristicas macroscépicas: la endometriosis presenta un

aspecto macroscopico de un liquido de densidad media y color
achocolatado, secundario a los depdsitos de hemosiderina producido por

las células endometriales alli presentes.

Hablariamos de lesiones tipicas en los casos en los que hallamos “quistes
de chocolate” o endometriomas, comunmente en los ovarios; y lesiones
atipicas cuando son secundarias a la fibrosis consecuente a la
inflamacion que generan. Estas lesiones atipicas se manifiestan como
lesiones rojas o0 en llama, zonas de peritoneo petequial y areas de
hipervascularizacion que afectan principalmente al peritoneo, el

ligamento ancho y a los ligamentos uterosacros.

. Caracteristicas microscépicas: se definen por la presencia

glandulas endometriales y estroma, siendo necesaria la presencia de
ambas para poder establecer el diagndstico histolégico de endometriosis.
Como consecuencia del componente inflamatorio se suelen hallar
fibroblastos y los ya citados productos de degradacion de la sangre como

la hemosiderina.
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Clasificacion

La endometriosis se clasifica atendiendo a distintos criterios. La
clasificacién mas usada es la establecida por la Sociedad Americana de
Fertilidad (ASRM, American Society for Reproductive Medicine), que
establece 4 estadios de gravedad segun el tamario y localizacion de las
lesiones, asi como la presencia 0 no de adherencias y sus caracteristicas

en caso de que las hubiera®™.,

Esta clasificacion ha sido muy cuestionada dado que no tiene en cuenta
la actividad biolégica de los implantes endometriosicos, lo cual se
considera mas importante que la localizacion e incluso que la extensién
de la enfermedad, habiendo pacientes que con focos minimos de
endometriosis presentan una gran actividad y consecuentemente una
gran repercusion clinica, mientras que, por el otro lado encontramos
pacientes con estadios avanzados de la enfermedad segun la

clasificacion ASRM que se hayan silentes desde el punto de vista clinico.

Por otra parte, la clasificacion de la ASRM no describe en detalle la
extension de una posible endometriosis profunda, responsable en la
mayoria de casos de la clinica de dolor de la paciente. En este sentido,
en 2012 se publicé la clasificacion de ENZIAN® una clasificacion mas
sencilla, reproducible, posible de hacer mediante métodos diagndsticos
habituales sin necesidad de cirugia, y que se centra en detalle en la
endometriosis profunda, la cual se correlaciona mucho mas con la

repercusion clinica de la endometriosis.
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A continuacion, se adjuntan ambas clasificaciones en su version original:

AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE
REVISED CLASSIFICATION OF ENDOMETRIOSIS
Patient's Name Date
S_t&g:l gmt:jil)ml) é?, Lapa.roscopy:‘— Laparotomy________ Photography.
Stage 111 (Moderate) - 16-40 Recommended Treatment
Stage IV (Severe) - > 40
Total Prognosis.
r— !
B | ENDOMETRIOSIS {lem 1-3cm ) 3em
Superficial 1 2 4
Deep 2 4 6
R Superficial 1 2
E Deep 4 16 20
3 L Superficial 1 2 4
Deep 4 16 20
—
POSTERIOR Partial Complete
CULDESAC
OBLITERATION 4 40
| —
ADHESIONS <1/3 Enclosure | 1/3-2/3 Enclosure % 2/3 Enclosure
= R Filmy 1 | 2 4
g Dense 4 8 16
L Filmy 1 2 4
Dense 4 8 16
R Filmy 1 2 4
w Dense 3 8 16
é L Filmy 1 | 2 4
— — . 1 . 4_16

Figura 1. Clasificacion de la endometriosis segun la ASRM (1997)
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Clinica de la endometriosis

Establecer el diagnéstico de endometriosis basandose exclusivamente
en los sintomas puede ser dificil, dado que su forma de presentacion es
muy variable y hay una considerable superposicion de sintomas con otras
causas de dolor pélvico, tales como la enfermedad pélvica inflamatoria o
el colon irritable entre otras. Como resultado, con frecuencia hay una
demora de varios afos entre el comienzo de los sintomas y el diagnostico
definitivo de la enfermedad, que en determinadas pacientes puede llegar
generar un problema incapacitante con consecuencias directas sobre su

personalidad y sus relaciones laborales y familiares.

Los sintomas clasicos de la endometriosis son la dismenorrea o dolor
menstrual, la dispareunia o dolor con las relaciones sexuales, el dolor
pélvico crénico y en ocasiones la disquecia o dolor con la defecacién y la

disuria o dolor con la diuresis.

Como signos clinicos estas pacientes pueden presentar: un aumento de
la sensibilidad pélvica, presencia de un utero fijo en una posicion de
retroversion, ligamentos uterosacros dolorosos al tacto u ovarios

aumentados de tamano en el examen fisico.

En casos severos de endometriosis profunda, puede llegar a haber
afectacion de la pared rectal o de las vias urinarias que, en ultima
instancia, provoquen complicaciones severas tales como una obstruccién
intestinal o distintos grados de hidronefrosis que pueden desembocar en

la anulacién de la funcién renal por compresion extrinseca.

Por ultimo, es ampliamente aceptado que la endometriosis provoca
efectos negativos sobre la fertilidad de la mujer. Sin embargo, el
mecanismo por el cual se asocia a la infertilidad sigue sin conocerse
correctamente. Son varios los mecanismos que han sido propuestos al

respecto, incluyendo la distorsién de la anatomia pélvica, la alteracion de
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la funcién ovarica, disminucion de la reserva folicular, la afectacion de la
receptividad endometrial, y la reduccion de la calidad tanto de los ovocitos
como de los embriones. Ademas, afecta al éxito de las técnicas de
reproduccion asistida, al reducir la respuesta ovarica a la estimulacion de

XXXViii

la ovulacion

Diagnéstico de la endometriosis

El retraso diagnostico de la endometriosis es sello distintivo de una
enfermedad que a veces puede tener consecuencias invalidantes y un
importante impacto en la vida de las personas que sufren sus sintomas.
Son multiples los estudios que han demostrado un lapso significativo de
tiempo entre el inicio de los primeros sintomas y el momento en el que se

XXXiX

establece un diagnostico™™. Estos estudios se basan en casos en los
que el diagndstico se establece mediante confirmacion quirurgica con

estudio histologico®, considerada hasta hace poco el gold standard.

Sin embargo, los avances en la calidad y disponibilidad de las técnicas
de imagen por un lado, y el riesgo quirurgico, acceso limitado a cirujanos
altamente cualificados e implicaciones financieras por el otro, requiere la
necesidad urgente de una reconsideracion de este dogma tal vez

obsoleto.

xli

El diagnéstico de la endometriosis® se puede esquematizar en tres
partes: sospecha clinica y exploracion, técnicas de imagen y diagndstico

quirurgico e histologico.

Diagndstico clinico

Como acabamos de citar, cualquier paciente en edad fértil con dolor
menstrual u otro tipo de dolor pélvico crénico, en especial si es asociado
a la regla, ha de ser valorada como una potencial paciente con

endometriosis. Establecida esa idea, la historia clinica y la exploracion
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fisica han de ir encaminadas a descartarla o a buscar indicios que

reafirmen nuestra hipotesis.

La historia clinica ha de incluir un estudio de antecedentes familiares y
personales, asi como un analisis exhaustivo de los sintomas: su inicio,

duracién, intensidad y su respuesta a tratamiento.

Clasicamente los sintomas que se han relacionado con la presencia de
endometriosis han sido la dismenorrea, el dolor pélvico crénico (definido
como la presencia de un dolor no ciclico de 6 o mas meses de duracién
localizado anatémicamente en la pelvis y lo suficientemente severo como
para provocar alteraciones funcionales que requieren tratamiento médico
0 quirurgico), la dispareunia, la sintomatologia digestiva como la
disquecia, y la sintomatologia uroldgica como la disuria". El dolor, sobre
todo el pélvico cronico, es caracteristicamente palpitante, sordo o agudo,
se exacerba con la actividad fisica y empeora con el paso del tiempo.
Ademas, en algunos estudios se ha demostrado una asociacion con la
fatiga cronica, bajo nivel de energia y febricula, lo que sugiere un

xliii

componente neuropatico™.

Lamentablemente, estos sintomas son comunes a otras patologias y, por
el contrario, hay endometriosis que cursan de manera paucisintomatica.
Esto, probablemente contribuya de manera significativa al importante

retraso diagndstico de la enfermedad.

Es importante destacar en el apartado de la historia clinica que en
pacientes con sintomas de disquecia, disuria y/o rectorragia,
especialmente catameniales, hay que sospechar una endometriosis
infiltrante profunda potencialmente grave, y en estos casos el estudio a
realizar ha de ir orientado a confirmar esta sospecha, debiendo para ello
ser estudiada la paciente en una unidad especializada. La capacidad

predictiva de la sintomatologia en el diagnéstico de la endometriosis
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alcanza cotas de sensibilidad del 82% en pacientes con estos estadios
avanzados de la enfermedad".

Con respecto a la exploracion fisica siempre debe documentarse una
valoracién vaginal y cervical mediante especuloscopia, un tacto vaginal

bimanual y un tacto rectal.

Técnicas de imagen

La ecografia transvaginal en manos expertas alcanza tasas de
sensibilidad y especificidad muy similares e incluso superiores en algunas
localizaciones a la resonancia magnética, que en general se considera la
técnica de imagen de eleccion para valoracion de localizaciones
profundas de la endometriosis, aunque con un coste mucho mas elevado

y, por tanto, menor disponibilidad.

Diagndstico quirdrgico

El diagnéstico quirdrgico mediante laparoscopia deberia quedar
reservado para aquellas pacientes en las que, a pesar del tratamiento
médico y un protocolo diagnéstico adecuado, no se ha llegado a
establecer un diagnéstico claro ni a obtener una mejoria sustancial de los

sintomas.

Tratamiento de la endometriosis

El tratamiento médico hormonal de la endometriosis se basa en su

etiopatogenia: se asume que el tejido endometrial ectépico se comporta
de forma similar al endometrio eutdpico. Es por ello que los tratamientos
médicos en general van encaminados a reducir o inhibir menstruaciones,
reduciendo asi la posible menstruacion retrégrada; y a lograr la
decidualizacién o diferenciacién y posterior apoptosis de las células
endometriales tras la exposicibn mantenida a estos tratamientos

hormonales, fundamentalmente la progesterona.
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Ante una paciente con sospecha clinica de endometriosis se recomienda
iniciar tratamiento médico para evitar la progresién de la enfermedad,
salvo en aquellos casos en los que la paciente vaya a iniciar

proximamente la busqueda de gestacion"'.

A continuacion, se adjunta un cuadro resumen de las modalidades de

tratamiento médico mas empleadas y su mecanismo de accion.

Estrégenos- « Inhibir la ovulacion Pildora combinada
gestagenos « Decidualizacién-apoptosis Anillo vaginal
combinados, en pauta de las lesiones Parche
continua
« Inhibir la ovulacién Minipildora
« Decidualizacién-apoptosis Dienogest
de las lesiones Implante subdérmico
Gestagenos « Supresién del crecimiento e DIU (dispositivo
implantacién de intrauterino) de
endometriosis facilitado por levonorgestrel
metaloproteasas Gestagenos inyectables
« Inhibicion de secrecion de Leuprolide depot inyectable
. onadotropinas intramuscular
Agonistas de GnRH gonsecuente red}:Jcci()n de Nafarelina intranasal
esteroidogénesis ovarica
« Inhibicion de secrecion de Danazol
gonadotropinas
Esteroides « Inhibicion local de

androgénicos

crecimiento celular
Inhibicion de enzimas pro-
estrogénicas

Tabla 1. Farmacos mas usados para el tratamiento de la endometriosis

Sin embargo, la realidad es que en muchas ocasiones es muy complicado

conseguir un tratamiento que sea efectivo para las pacientes con

endometriosis por distintos motivos:

- Los métodos hormonales, especialmente aquellos que emplean

estrogenos,

presentan

una cantidad

despreciable de
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contraindicaciones. Por ejemplo, no pueden ser empleados en pacientes
con mas de 35 afios y fumadoras, o0 en pacientes con migrafias con aura,
patologias y circunstancias con una alta prevalencia en nuestra

xlv

poblacion™.

xlvi

- Los efectos secundarios™', aunque menores, son habituales y son
causa frecuente de cese del uso de los mismos.

- Los tratamientos hormonales en general tienen mala receptividad
por parte de las pacientes, habitualmente por falta de informacion de

calidad, y es dificil conseguir una buena adherencia al tratamiento™'.

Es por todo ello que, el estudio en profundidad del origen de la patologia
se plantea como la principal baza para obtener tratamientos eficaces,
bien tolerados y con menos contraindicaciones que los existentes en la

actualidad.

Cirugia de la endometriosis

Una de las caracteristicas de la endometriosis es que puede alterar
drasticamente la arquitectura anatomica de la pelvis y, por ello, es dificil
establecer protocolos normalizados de abordaje quirurgico de la

enfermedad.

El tratamiento quirdrgico de la endometriosis, en términos generales,

estaria indicado en los siguientes supuestos:

o Sospecha de malignidad.
. Fracaso de terapia médica.
° Se puede plantear en pacientes con esterilidad de causa

desconocida con todo el estudio de fertilidad normal en ambos cényuges.

En cuanto a la cirugia como tal, las intervenciones quirurgicas para el
abordaje de la endometriosis se suelen caracterizar por la necesidad de

la cierta “improvisacion” en funcion de los hallazgos que, en muchas
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ocasiones, al alterar la anatomia normal, precisan de un conocimiento
profundo del territorio pélvico, llegando en muchos casos a ser preciso

realizar abordajes propios de la cirugia oncolégica.

La cirugia puede ser conservadora, cuando se lleva a cabo la exéresis de
los quistes e implantes endometridsicos con la intencién de preservar el
utero y la mayor cantidad posible de tejido ovarico™": y radical, cuando
se procede a la extirpacion de utero y ovarios asociado a los implantes

endometridsicos que hubiera.

Cirugia conservadora

La cirugia conservadora es la opcion de primera linea para la mayoria de
las mujeres que planifican un tratamiento quirdrgico de endometriosis
puesto que preserva la fertilidad y la actividad hormonal, es menos
invasiva y conlleva una menor morbilidad que la cirugia definitiva,

habiendo demostrado ademas su eficacia a corto plazo.

La revision Cochrane de 2014 y un metanalisis de 10 ensayos sobre
cirugia laparoscopica de endometriosis informaron que la cirugia
laparoscopica conservadora redujo el dolor general (73 versus 21%) y
aumento las tasas de nacidos vivos o de embarazo clinico (30 versus

xlix

18%) en comparacioén con la laparoscopia diagndstica™™.

La desventaja de la cirugia conservadora es que la tasa de recurrencia
de los sintomas es mayor, en comparacion con la cirugia definitiva. La
tasa de reintervencion parece aumentar con el tiempo para la cirugia
conservadora, mientras que permanece relativamente estable para la
cirugia definitival.

La cirugia conservadora también es conocida como foilette de
endometriosis y puede incluir uno o varios de los siguientes

procedimientos:
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- Quistectomia o exéresis del endometrioma ovarico (Figuras 3y 4).
La intervencion quirargica debe incluir la extirpacién completa de la
capsula del endometrioma para minimizar el riesgo de posteriores
recidivas. Como se resume en la revision Cochrane de 2008", que incluyé
dos ensayos clinicos aleatorizados, la quistectomia se asocia con una
tasa reducida de recurrencia del endometrioma y de los sintomas, asi
como de un aumento de las tasas de embarazo espontaneo en
comparacion con la cirugia ablativa. También presenta menos

recurrencias que el tratamiento con laser CO,".

Ovario sano

Figura 3. Imagen de un endometrioma ovarico izquierdo gigante en una
cirugia laparoscopica
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Figura 4. Imagenes de un endometrioma ovarico durante una cirugia
laparoscopica en la misma paciente. A) Endometrioma del ovario izquierdo
de 4cm integro. B) Endometrioma durante su drenaje previo a una
quistectomia. C) Detalle del contenido del endometrioma con la clasica
coloracion y consistencia achocolatada.
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- Nodulos rectales o] rectovaginales (Figura 5).
Existe controversia sobre la técnica mas apropiada para la exéresis de
este tipo de nédulos que suelen afectar, habitualmente, a la cara anterior

del recto con diferentes tipos de infiltracion.

Mientras que algunos autores abogan por la reseccion de la zona rectal
afectada con anastomosis término-terminal del recto, otros defienden la
técnica denominada shaving o afeitado que consiste en la exéresis
cuidadosa, sin reseccion intestinal, del nédulo que infiltra el recto. La
recurrencia en casos de “afeitado” en la superficie rectal oscila entre el
10.4 y el 22.2%", mientras que en el caso de la reseccion segmentaria
intestinal disminuye hasta el 2.19, aunque con una morbilidad mucho mas

alta™.

Figura 5. Imagen de un nédulo endometriésico. Implica a la pared rectal
anterior y a la pared uterina posterior provocando una adherencia densa
entre ambos érganos.
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Podemos concluir que en todos los casos existen buenos resultados con
una baja tasa de recurrencias independientemente de la técnica

quirurgica empleada, por lo que habra que individualizar cada caso.

- Endometriosis vesical. Se define como la endometriosis que

afecta a todo el espesor del musculo detrusor de la vejiga (Figura 6).

El tratamiento quirdrgico puede realizarse mediante abordaje
laparoscépico y debe incluir la reseccion total de los néddulos
endometridsicos vesicales (Figura 7), con una tasa de recurrencias tras

cirugia completa de menos del 1%".

Figura 6. Gran nodulo endometridsico. Se origina en la pared uterina e
infiltra ampliamente la pared vesical
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-ndometriosis

Endometriosis

Figura 7. Imagenes de cirugias laparoscoépicas sobre diferentes pacientes
con endometriosis vesical durante la cistectomia parcial. Se aprecia en
ambos casos el nddulo endometridsico y la sonda vesical tras la apertura amplia
de la vejiga.

- Endometriosis peritoneal (Figura 8). Se diagnostica generalmente
en el acto quirurgico puesto que su visualizacién con técnicas de imagen
es muy compleja. Se recomienda la destruccion completa de las lesiones
mediante escision quirurgica ya que, otras técnicas como la fulguracién o
la ablacién laser, no garantizan la extirpacién completa y no permiten un
estudio histoldgico posterior .
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Endometriosis
peritoneal

Figura 8. Multiples lesiones superficiales peritoneales de
endometriosis detectadas durante una cirugia laparoscoépica

Cirugia radical o definitiva

Se ofrece a mujeres con sintomas incapacitantes presumiblemente a
causa de la endometriosis, que han completado sus deseos genésicos
y/o en las que ya han fallado otras opciones de tratamiento, incluyendo
cirugias conservadoras previas. Las principales desventajas de la cirugia
definitiva son la mayor morbilidad quirdrgica, la pérdida de fertilidad y los

sintomas derivados de la menopausia quirurgica.

Fedele y col. (2005)Y" acufiaron el término histerectomia radical
modificada para describir una histerectomia adaptada a los hallazgos
anatomicos especificos de la endometriosis, al extraer nédulos infiltrantes
del tabique rectovaginal y/o vesicovaginal. Esta cirugia incluy6é la
histerectomia, anexectomia bilateral, todas las lesiones endometriosicas
y un tercio superior de la vagina en los casos de lesiones del epitelio
vaginal lateral y/o posterior. Sobre una cohorte de 38 pacientes con
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endometriosis intervenida al menos una vez y resistente a tratamientos
hormonales, se compararon aquellas sobre las que posteriormente se
realizé una histerectomia clasica con doble anexectomia (26) con otras
sobre las que se practicé la histerectomia radical (12). No hubo
recurrencia de los sintomas tras 18 meses de la cirugia radical, en

comparacion con el 30% de recurrencia de la histerectomia estandar.

La ooforectomia aumenta la eficacia de la cirugia definitiva en cuanto a
reduccién sintomatica y menor tasa de recurrencia, pero también se
acompafa de los problemas derivados de la menopausia quirdrgica
precoz. No hay datos que establezcan un limite basado en la edad para
la ooforectomia. En nuestra practica, informamos a todas las mujeres que
se someten a una cirugia definitiva sobre los riesgos y beneficios de la
ooforectomia, y tendemos a evitar la ooforectomia en pacientes menores

de 40 anos.

En conclusion, existe un debate continuo sobre la técnica quirdrgica mas
adecuada a emplear. El objetivo final de la cirugia es combinar una alta
efectividad en términos de alivio de los sintomas, tasa de recurrencia y
riesgo de complicaciones. Sin embargo, estos requisitos tienden a ir en
direcciones opuestas siendo las intervenciones mas agresivas las mas
efectivas pero también las que mas riesgos implican, mientras que lo
contrario es valido para enfoques menos agresivos. El principal factor de
recurrencia de la endometriosis es la cirugia incompleta, por lo que, a
mayor radicalidad de la cirugia, mejores resultados en cuanto a
resolucion definitiva de los sintomas, a expensas de la mayor radicalidad,
lo cual lleva a que, en muchas ocasiones, la decisién del tipo de cirugia

a indicar sea compleja.
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ENDOMETRIOSIS Y APOPTOSIS

El mecanismo fisioldgico de muerte celular programada, que recibe el
nombre de apoptosis, esta implicado en la regulacion del numero de
células en los tejidos, en la atrofia de ciertos 6rganos durante el desarrollo
embrionario normal y en la remodelacion de tejidos"". Es un proceso
controlado genéticamente donde la propia ceélula, en respuesta a
diferentes estimulos, induce su propia muerte. Se caracteriza por un
conjunto de cambios a nivel bioquimico y morfolégico como la reduccion
del volumen celular y nuclear, seguido de la condensacion de la
cromatina y del citoplasma formando agregados. Todo va acompafiado
por cambios en el citoesqueleto y reticulo endoplasmatico formando
vesiculas. A continuaciéon, la célula se fragmenta generando los
denominados cuerpos apoptoticos; estos seran fagocitados por
macrofagos y otras células circundantes para su completa eliminacion,
evitando asi la liberacién del material intracelular que provocaria la

aparicion de inflamacion'™.

El proceso apoptético esta presente en el endometrio humano ayudando
a mantener la homeostasis a lo largo del ciclo. Mediante apoptosis, se
eliminan células senescentes de la capa funcional durante la fase
secretora tardia y la fase menstrual. Ademas, cuando se produce el
embarazo, permite la invasion regulada de la decidua por parte del

trofoblasto™.

Los niveles de proteinas pro y anti-apoptéticas varian permitiendo el
control del proceso de muerte celular. Diferentes estudios sugieren que
las proteinas Bcl-2 y Bcl-X son importantes factores anti-apoptéticos en
el endometrio humano, mientras proteinas tipo Bax, que pertenecen al
grupo de factores pro-apoptéticos, inducen muerte celular formando

canales de permeabilizacion en la membrana mitocondrial durante la fase
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secretora. Por otra parte, la mayor expresion de Fas y FasL en la fase
secretora activa las senales apoptdticas, via receptores de muerte. La
proteina anti-apoptotica Bcl-2 tienen su mayor expresion durante la fase
proliferativa, mientras que los niveles de proteinas pro-apoptéticas como
Bax son bajos durante esta fase y aumentan en la fase secretora, es

decir, siguen un patrén contrario al de Bcl-2™

Estudios recientes sobre endometriosis, han sugerido que el éxito de la
implantacién ectopica de células endometriales, podria estar mas
relacionado con un defecto en la susceptibilidad a la apoptosis que con
un exceso de proliferacion™. Se ha descrito que el porcentaje de células
apoptéticas en las 3 fases del ciclo endometrial es menor en mujeres que
sufren endometriosis. Ademas, se ha observado una disminucion en la
apoptosis y en la capacidad de estas células endometriales ectopicas de
ser reconocidas por los macréfagos en mujeres con endometriosis
pélvica® . La resistencia a la apoptosis asociada al desarrollo de
endometriosis podria deberse, al menos en parte, a la expresion mas
elevada de la proteina anti-apoptética Bcl-2, como se ha explicado
anteriormente, que algunos autores han encontrado en las células
endometriales de mujeres con endometriosis, aunque no se han
encontrado diferencias en los niveles de Bax™". Estas anomalias en las
células endometriales, pueden ser una condicidon permisiva previa
constitutiva de las propias células o bien pueden reflejar el efecto de
citoquinas locales. En cualquier caso, la disminuciéon de la apoptosis
podria contribuir a la supervivencia e implantacion ectopica de células

endometriales.

Ademas de Bcl-2, también se ha encontrado un patrén de expresion
alterado del ya citado ligando de muerte FasL, de modo que en suero y
fluido peritoneal de pacientes con endometriosis los niveles de FasL

soluble y activo son elevados y pueden contribuir a la eliminacién de
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células inmunitarias que expresen Fas en su membrana, facilitando asi la
supervivencia de las células endometriales en la cavidad peritoneal™. La
fuente de FasL soluble pueden ser tanto las propias células

endometriales como leucocitos peritoneales.

Otros factores genéticos podrian influenciar la susceptibilidad a la
endometriosis, como por ejemplo la inactivacion de genes supresores de
tumores como PTEN. Estos datos, ademas, apoyan la relacion existente

Ixvi

entre la endometriosis y el cancer de ovario™'. Estudios recientes de
micro-arrays han demostrado que en pacientes con endometriosis
aparece alterada la expresion de numerosos genes, muchos de los
cuales estan relacionados con apoptosis y supresion de tumores, como

es el caso de p53™i.

Por otra parte, nuestro grupo ha demostrado que el tratamiento de células
endometriales estromales con AMPc y P4 induce decidualizacion y
promueve la produccion de factores solubles capaces de inducir
apoptosis en las propias células endometriales estromales procedentes
de sangre menstrual in vitro™" tema en el que profundizaremos mas

adelante.

ANTECEDENTES: TIPOS CELULARES

Células deciduales/endometriales estromales

Las células mas abundantes del endometrio humano son las células

endometriales estromales (EnSC, Endometrial Stromal Cells).
El ciclo menstrual femenino se divide en dos etapas diferenciadas:

° La fase proliferativa, que se caracteriza por una proliferacion de
las células endometriales gracias al estimulo de un ambiente

predominantemente estrogeénico.
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o La fase secretora. Se inicia tras la ovulacion y degeneracion del
foliculo ovulatorio en el conocido como cuerpo luteo o cuerpo amairrillo, el
cual, va a iniciar la produccién de progesterona. Durante esta fase vy,
sobre todo si el embarazo se produce, las EnSC se diferencian por efecto
de la alta concentracion de progesterona en lo que conocemos como
decidua, cuya unidad celular fundamental son las células deciduales
estromales (DSC, Decidual Stromal Cells). Durante el proceso de
decidualizacioén, las EnSC y las DSC acumulan glucégeno y lipidos (de
ahi la funcion nutricia que les ha sido asignada clasicamente), aumentan
su tamafo, y cambian su forma desde un aspecto fibroblastico a una
morfologia poligonal mas caracteristica de las células decidualizadas.
Ademas, las células decidualizadas producen prolactina (PRL) y proteina
de unién al factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGFBP-1), por lo

Ixix

que se les ha atribuido también una funcion endocrina local o paracrina™*.

Nuestro grupo consigui6 aislar DSC humanas y mantenerlas en cultivo,
estableciendo distintas lineas celulares que nos permitieron identificar el
fenotipo antigénico de estas células, definir sus funciones y establecer su
origen y linaje™ ¥ xxi ki “Aparte de las hipotéticas funciones nutricia y
endocrina de las DSC/EnSC, diversos grupos, entre ellos el nuestro, han
demostrado en humanos y ratén, que las DSC desarrollan distintas
actividades inmunoldgicas, lo que confirma que estas células tienen un
papel relevante en la interrelacion inmunoldgica entre la madre y el feto y
en la tolerancia materno-fetal. Concretamente son capaces de secretar
citoquinas como la IL-11, el factor inhibidor de leucemia (LIF), el factor de
crecimiento transformante § (TGF-f), factores estimuladores de colonias
(CSFs), IL-1 e IL-15, asi como quimioquinas determinantes para el

reclutamiento de leucocitos al sitio de implantacion embrionaria™".
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Célula madre mesenquimal (MSC)

Las MSC son células estromales que poseen la capacidad de auto-
renovarse y también de diferenciarse a multiples linajes celulares

Ixxv

distintos™’. Pueden ser aisladas de varios tejidos, como el corddén
umbilical, la médula 6sea, el tejido adiposo, o incluso de la sangre
menstrual o el endometrio, apoyando la teoria etiopatogénica de la
endometriosis de la célula madre endometrial. Nuestro grupo y otros
autores han conseguido diferenciar a los distintos linajes las EnSC/DSC
obtenidas de las distintas fuentes, endometrio y decidua, demostrando

que estas células presentan caracteristicas de MSC.

En base a su expresion de STRO-1, un marcador de MSC, nuestro grupo
fue el primero en proponer la relacion de las DSC con las MSC™'. Esta
posibilidad ha sido confirmada posteriormente por otros grupos en DSC
y EnSC*™i ademéas de comprobar la presencia de otros marcadores
antigénicos que coinciden con los presentados en las MSC, como CD10,
CD13, CD44, CD90, etc™vi

Endometriosis y relaciéon con la célula madre mesenquimal (MSC)

Es posible que las MSC migren desde la médula 6sea a los diferentes
tejidos para dar lugar a los distintos linajes mesenquimales: fibroblastos,
adipocitos, osteoblastos, miofibroblastos, y probablemente también
EnSC/DSC en el utero. Légicamente, las células derivadas de este mismo
precursor comparten una serie de caracteristicas morfologicas,
antigénicas y funcionales comunes, como se ha introducido en el

apartado anterior.

Todo esto podria explicar la presencia de focos de endometriosis en
lugares distantes a su localizacion eutépica o uterina, como la piel, el

pulmon o el cerebro, los cuales no serian atribuibles a la menstruacion
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retrograda, sino a un homing erréneo, o migracién erronea, de los
precursores de EnSC relacionados con MSC. Por otra parte, las dos
hipotesis, menstruacion retrégrada y homing erroneo, no tienen por qué
ser incompatibles ya que podrian representar dos formas distintas de la

enfermedad.

Los focos de endometriosis incluyen EnSC y células epiteliales. La
presencia de ambos tipos de células en estos focos peritoneales es
facilmente comprensible en la menstruacion retrégrada, pero también
pueden explicarse con la hipétesis del homing erréneo. La deteccion de
células epiteliales y estromales procedentes del donante en el endometrio
de mujeres trasplantadas de médula 6sea™"" sugiere la existencia de un
precursor comun o dos precursores independientes que, procediendo de
la médula ésea, colonizarian el endometrio. Estos resultados coinciden
con experiencias en raton en las que se demuestra que células de médula
6sea humana colonizan endometrio y focos de endometriosis
experimentales diferenciandose en células epiteliales y estromales™™,
Aunque estos dos posibles precursores (estromal y epitelial) han sido
localizados en distintas zonas histoldgicas del endometrio normal™*, es
mas dificil aceptar que dos precursores independientes colonicen
errbneamente un tejido no endometrial para dar lugar a los focos de
endometriosis. Es mas probable, por tanto, la existencia de un solo
precursor que derive en células epiteliales y estromales. Por ultimo, el
hecho de que tanto las MSC como las EnSC puedan diferenciarse en

IXXxi

células epiteliales™™, apoya la existencia de un precursor unico que
colonizaria en condiciones normales el endometrio, y el tejido no
endometrial en aquellos casos de endometriosis, derivando en ambos

casos en células epiteliales y estromales.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Las EnSC procedentes de focos de endometriosis presentan
caracteristicas que las diferencian de las EnSC normales, como una
mayor resistencia a la apoptosis y al efecto citotoxico de las células NK,
mayor expresion de HLA-G, y resistencia a la progesterona, entre otras.
Se ha descrito que el endometrio habitual o eutépico de mujeres con
endometriosis presenta también una respuesta alterada a Ia

Ixxxii

progesterona y se ha encontrado una expresion disregulada de
numerosos genes diana de la progesterona en el endometrio secretor de
dichas pacientes™". Sin embargo, otros estudios han identificado un gran
namero de genes y microARN expresados de forma diferencial en el
endometrio ectopico y eutdpico de mujeres con endometriosis, que
pueden regular vias moleculares implicadas en la patogenésis de la

Ixxxiv Ixxxv Ixxxvi

endometriosis ; Teague et al., 2010). Por tanto, a dia hoy se
desconoce si las alteraciones detectadas en las EnSC de focos de
endometriosis son constitutivas, y estan presentes en el endometrio

eutdpico, o son inducidas o adquiridas en la localizacion ectopica.

Con todo ello, nuestra hipétesis es que los focos de endometriosis se
originan debido a precursores relacionados con MSC que llegan, bien por
menstruacion retrograda o bien por via sanguinea desde la médula 6sea
(homing erréneo), y colonizan el tejido ectopico. En este tejido no
endometrial, debido a la accion de factores intrinsecos y de factores
locales del entorno, dichos precursores se diferencian a EnSC, proliferan
y adquieren las caracteristicas propias de las EnSC de los focos de

endometriosis.
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El objetivo general de esta tesis doctoral es comparar el fenotipo
antigénico, las caracteristicas funcionales y la respuesta a la
progesterona y a la decidualizacion de las EnSC de pacientes con
endometriosis y de donantes sanas, obteniendo dichas células de
distintos tipos de muestras: focos de endometriosis de pacientes con
dicha patologia, biopsia de endometrio de ambos tipos de donantes, asi

como sangre menstrual de donantes sanas.
Este objetivo general se concreta en los siguientes especificos:

1. Aislar y obtener lineas celulares de EnSC procedentes de focos
de endometriosis (eEnSC) y comparar sus caracteristicas con las
de EnSC eutodpicas de las mismas pacientes (eBEnSC) y con
EnSC eutdpicas de donantes sanas obtenidas de dos fuentes
diferentes: de biopsia endometrial (BEnSC), como células
equivalentes a las del endometrio de pacientes; y de sangre
menstrual (mMEnSC), como fuente mas similar a los quistes de

chocolate o endometriomas.

2. Determinar las diferencias fenotipicas que puedan existir entre las

diferentes lineas celulares.

3. Estudiar la respuesta a la decidualizacion con progesterona y

AMPc en los diferentes grupos celulares objeto de estudio.

Se analizardn y compararan los cambios morfologicos, la
produccién de prolactina, la induccion de apoptosis, los cambios
en el perfil fenotipico y la capacidad de migracidn en respuesta a

la decidualizacion.
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MATERIAL Y METODOS
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OBTENCION DE MUESTRAS

Se han estudiado grupos celulares de EnSC de dos tipos de pacientes:
pacientes con endometriosis y pacientes sanas. A su vez, en ambos
grupos, las localizaciones de las que se han obtenido las muestras de

estudio han sido diferentes.

Pacientes con endometriosis

Todas las pacientes con endometriosis integradas en el estudio se
encontraban en edad fértil y fueron operadas por una sospecha clinica o
por técnicas de imagen de endometriosis. La ultima guia de la Sociedad
Europea de Reproduccién Humana y Embriologia (ESHRE, European
Society of Human Reproduction&Embriology) en 2022 recoge que no es
necesario un diagnéstico histolégico para hacer un diagndstico definitivo
de endometriosis™". Sin embargo, en el momento en que se llevaron a
cabo las distintas cirugias de este estudio, el diagnoéstico definitivo de
endometriosis se realizd de forma intraoperatoria, lo cual fue
posteriormente constatado mediante el estudio histologico de la muestra,

confirmando la presencia de endometriosis en la misma.

El motivo de la cirugia en la mayoria de los casos fue por la clinica de
dolor derivada de la propia endometriosis, teniendo en todas ellas una
sospecha de endometriosis severa, lo que en la clasificacion de la ASRM
corresponderia a un grado IlI-IV. Los casos restantes de pacientes con
endometriosis intervenidas lo formaron pacientes en las que el motivo
fundamental de la cirugia fue por esterilidad teéricamente causada por la

endometriosis como primera opcion.

Se obtuvieron muestras de las localizaciones donde habia endometriosis,
lo cual se catalogd como una localizacion ectépica; pero también se
obtuvieron biopsias de la localizacion habitual o eutdpica del propio

endometrio.
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Las muestras de localizacion ectopica se obtuvieron del contenido

achocolatado del interior de los quistes de endometriosis.

Con el fin de ser lo menos intervencionistas posible, las biopsias
eutodpicas se obtuvieron de forma “indirecta”: todas las pacientes fueron
intervenidas por laparoscopia, y en todos los casos se empled, de forma
rutinaria para facilitar la cirugia, un sistema de movilizacion uterina
externa mediante el uso de un vastago intrauterino. Tras finalizar la
cirugia, se extrajo el vastago y se tomaron como muestras de tejido
eutopico los restos de endometrio adheridos al mismo. De esta forma se
evité una intervencién anadida a la propia cirugia de endometriosis para

la obtencion de la muestra de endometrio eutdpico.

Las pacientes fueron intervenidas por el mismo equipo quirdrgico en dos
hospitales de la Comunidad de Madrid, Espafna: Hospital Quiron Ruber

Juan Bravo y Hospital La Zarzuela.

Donantes sanas

En el caso de las donantes sanas también se estudiaron dos tipos de
muestras, aunque en este caso de la misma localizacién (eutépica o
uterina) con la finalidad de que el tamafo muestral fuera lo mas amplio
posible, aunque también, de forma secundaria, con el objetivo de conocer

si existen diferencias entre las dos fuentes de obtencion.

Por un lado, se obtuvieron muestras directamente de sangre menstrual,
recogidas a través de copas menstruales o tampones y donadas por
mujeres sanas de entre 20 y 35 afos. La sangre menstrual se considera
el mejor modelo para comparar con el chocolate de los quistes de

endometriosis.
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Ademas, se obtuvieron muestras de tejido endometrial, equivalentes a las
muestras de endometrio eutdpico de las pacientes con endometriosis,
mediante biopsia dirigida. Estas biopsias se llevaron a cabo mediante
abordaje histeroscopico en mujeres menores de 40 afos sobre las que
se realizaba dicha intervencién por otros motivos, excluyéndose aquellos
casos en los que hubiera sospecha de un proceso neoplasico maligno.
La histeroscopia es un procedimiento endoscopico por el cual se accede
a la cavidad uterina con una 6ptica milimétrica, permitiendo la obtencién
de estas muestras endometriales bajo vision directa con el uso de tijeras
y pinzas. Todas las histeroscopias se llevaron también a cabo en los dos
centros hospitalarios citados previamente: Hospital Quiron Ruber Juan

Bravo y Hospital La Zarzuela, Madrid.

En ambos casos se excluyeron aquellas mujeres que estuvieran tomando
algun tipo de medicacion crénica diferente a tratamientos hormonales, o
aquellas con enfermedades infecciosas, autoinmunes, sistémicas o

locales.

Todas las donantes, tanto sanas como pacientes con endometriosis,
aportaron su consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el

Comité de Etica en Investigacion Humana de la Universidad de Granada.

Resumen de las muestras obtenidas

Pacientes con endometriosis

e eEnSC:
o Células endometriales ectdpicas, en foco de endometriosis.
o 30 muestras.

e eBENnSC:
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o Células endometriales eutopicas, biopsia endometrial.

o 15 muestras.

Pacientes sanas

e BEnSC:
o Células endometriales eutopicas, biopsia endometrial
histeroscopica.
o 12 muestras.
e mENSC:
o Células endometriales eutdpicas, sangre menstrual.

o 30 muestras.

AISLAMIENTO Y CULTIVO DE LINEAS CELULARES

La sangre menstrual y las muestras de endometriosis se diluyen en
tampon fosfato salino PBS (Phosphate-Buffered Saline) (Gibco,
California, USA) y se centrifugan sobre un gradiente de Ficoll-Histopaque
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), a 2200 rpm y a 20°C durante 20 minutos.
Las células obtenidas en la interfase son recogidas y se lavan con PBS,
centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos. A continuacion, el pellet de
estas células se resuspende en medio de cultivo Opti-MEM (Gibco,
California, USA) suplementado con suero fetal bovino (FBS) (Gibco,
California, USA) al 3%, 100 IU/ml de penicilina, 100 IU/ml de
estreptomicina y 0,25 pg/ml de anfotericina B (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA). Las células se siembran en frascos de cultivo con una superficie
de 25 cm? 0 75 cm?. Después de 24 horas a 37°C y 5%CO- se retiran las
células en suspension, seleccionando las células adheridas a la

superficie del frasco.

La obtencién de las células endometriales estromales procedentes de

biopsias, tanto de mujeres sanas como de mujeres con endometriosis, se
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realiza mediante explante: las muestras se depositan en una placa de
Petri estéril y a continuacion son cortadas con un bisturi estéril en partes
mas pequefias de alrededor de 1-3 mm?®. Estas muestras son recogidas
con unas pinzas estériles y se lavan con PBS para eliminar posibles
restos sanguineos. A continuacion, el tejido se dispone en un frasco de
cultivo T25, de manera que la muestra queda en contacto directo con la
superficie del frasco. Al igual que con las mEnSC y eEnSC, se le afiade
medio del cultivo completo, como se explica en el apartado anterior, en la
cantidad necesaria de manera que cubra toda la superficie, pero evitando
que el tejido quede flotando. Este proceso permite la migracion de las
células y su proliferacién. EI medio de cultivo se cambia cada 3 dias
evitando mover la muestra depositada en la superficie del frasco de
cultivo. Las células van emergiendo del explante al cabo de 5 a 10 dias.
Cuando el explante esta totalmente rodeado de células, se recoge y se
deja que las células proliferen hasta llegar al 80-90% de confluencia para

luego ser tripsinizadas y subcultivadas como se indica a continuacion.

Los cultivos celulares se mantienen lavando las células con PBS y
cambiando el medio Opti-MEM suplementado cada 2 o 4 dias, en funcién
de la confluencia. Cuando las células llegan a una confluencia de
aproximadamente un 90% sobre la superficie del frasco, se realiza un
pase o subcultivo. Para ello, las células se despegan de la superficie de
crecimiento con tripsina/EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), que
posteriormente se inactiva con FBS. Tras realizar un lavado con PBS y
centrifugacion a 1500 rpm durante 5 minutos, las células se siembran a

una menor concentracion.

A continuacién, se exponen imagenes del cultivo celular de cada una de

las lineas estudiadas (Figura 9).
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eBEnSC

Figura 9. Imagenes de areas representativas del cultivo de las
diferentes lineas celulares

En el medio Opti-MEM, las lineas celulares mostraron un fenotipo
antigénico y unas actividades funcionales estables durante 8-12 semanas
(hasta 10 pases)™*i,

ANALISIS DEL FENOTIPO MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

La determinacion del fenotipo antigénico de los distintos grupos celulares
se llevd a cabo mediante el analisis por citometria de flujo. Para ello, se
despegan las células con tripsina/EDTA, se lavan con PBS y el pellet se
resuspende en PBS con albumina de suero bovino (BSA 0,5%) y EDTA
2 mM, con el fin de bloquear los receptores Fc y evitar uniones
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inespecificas de los anticuerpos utilizados. La concentracion de células
por cada tubo de citometria es de 10° células/100 ul de PBS-BSA.

Para el marcaje con anticuerpos extracelulares directos, se afiaden

los anticuerpos frente a los antigenos a estudiar (dilucion 1/25) y sus
isotipos correpondientes (dilucion 1/25) y se incuba durante 30 minutos a
4°C en oscuridad. Transcurrido este tiempo, las células son lavadas con
2 ml de PBS y centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos. Finalmente,
el pellet se resuspende en 200 ul de PBS para su adquisicion en el

citometro de flujo.

Para el marcaje con anticuerpos extracelulares indirectos, se sigue el

procedimiento anteriormente descrito, pero, tras el lavado las células se
resuspenden en PBS-BSA, se afiaden los anticuerpos secundarios
correspondientes a la concentracion indicada en la casa comercial (£ 0,25
ug/ 108 células) y se deja en incubacion durante 30 minutos a 4°C en
oscuridad. A continuacion, se afiaden 2 ml de PBS a cada muestra y se
centrifuga a 1500 rpm 5 minutos a 4°C. El pellet se resuspende finalmente

en 200 ul de PBS para su adquisicion en el citometro de flujo.

Para el marcaje intracelular directo, se tripsinizan las células del frasco

de cultivo, se afiaden 2 ml de PBS y se centrifuga a 1500 rpm durante 5
minutos. El pellet obtenido se resuspende en 100 pl/10° células de
Cytofix/Cytoperm (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
y se incuba durante 20 minutos a 4°C, con el fin de fijar las células.
Transcurrido este tiempo, se afiaden 2 ml de PBS-saponina (Merck,
Darmstadt, Germany) al 0,05%, para permeabilizar la membrana celular.
Tras centrifugar a 1500 rpm durante 5 minutos, se desecha el
sobrenadante y el pellet se resuspende en 100 ul de PBS saponina. A
continuacion, se anaden los anticuerpos (dilucion 1/50) y sus isotipos

correspondientes (dilucion 1/25) y se incuban durante 30 minutos a 4°C
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en oscuridad. Tras este tiempo se lavan las células con PBS y finalmente
el pellet se resuspende en 200 ul de PBS para su adquisicion en el

citometro de flujo.

Para el marcaje intracelular_indirecto, se sigue el mismo protocolo

descrito para el marcaje intracelular directo. Después de la incubacién
con al anticuerpo primario (dilucién 1/50), se afiade 2 ml de PBS-saponina
y se centrifuga a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C. Se desecha el
sobrenadante y se vuelve a resuspender en PBS-saponina, afiadiendo
ahora el anticuerpo secundario (dilucion 1/50) e incubando durante 30
minutos a 4°C en oscuridad. Después de esta ultima incubacion se lava
con 2 ml de PBS y se centrifuga a 1500 rpm 5 minutos. El pellet obtenido
se resuspende en 200 ul de PBS para su adquisicién en el citometro de

flujo.

Tras la preparacion de las células para detectar los diferentes antigenos
estudiados, se mide la fluorescencia (detectores FL1, FL2, FL4), teniendo
en cuenta el tamafo (detector Forward Scatter) y complejidad celular
(detector Side Scatter) para seleccionar nuestra poblacion celular y
excluir restos celulares, con un citometro de flujo FACSCalibur (Becton-

Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA).™*

Los datos obtenidos de la citometria fueron analizados mediante el
software FlowdJo (v.10, FlowJo LLC).

Los anticuerpos monoclonales utilizados para la citometria de flujo se

muestran en la tabla 2:
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Anti-human CD10 PE HI10a Biolegend
Anti-human CD29 APC TS2/16 Biolegend
Anti.human CD31 FITC WM59 Biolegend
Anti-human CD44 FITC BJ18 Biolegend
Anti-human CD73 PE AD2 Biolegend
Anti-human CD105 - 43A3
Anti-human CD140b PE 18A2 Biolegend
Anti-human CD146 APC P1H12 Biolegend
Anti-human SUSD2 APC W5C5 Biolegend
Cytokeratin - C-11 Biolegend
Podoplanine Alexa Fluor 647 NC-08 Biolegend
a-SMactin FITC 1A4 Sigma-Aldrich
Mouse IgG1,k Isotipe FITC MOPC-21 Biolegend
Mouse IgG1,k Isotipe PE MOPC-21 Biolegend
Mouse IgG1,k Isotipe APC MOPC-21 Biolegend
Mouse IgG2,k Isotipe Alexa fluor 488 MOPC-21 Biolegend
Mouse IgG2,k Isotipe PE MOPC-21 Biolegend
Goat Anti-Mouse Ig FITC Poly40s3 Moo Esher
Goat Anti-Mouse IgG PE Poly4053 Thzré?:n;lischer

Tabla 2. Anticuerpos utilizados para la determinacion de antigenos
mediante citometria de flujo. FITC; isocionato de fluoresceina, APC;
aloficocianina, PE; ficoeritrina. Las muestras incubadas con citoqueratina y
CD105, son marcadas con los anticuerpos secundarios reflejados en la tabla.

DECIDUALIZACION DE LINEAS CELULARES

Para el proceso de decidualizacion de las lineas células, se siembran las
células tanto en frascos de cultivo de 75 cm?, como en placa de 6 pocillos
(VWR, Radnor, Pennsylvania, USA), para poder realizar los distintos
estudios de fenotipo, apoptosis y produccion de prolactina. Cuando las
células alcanzan el 70% de confluencia se afade al medio Opti-MEM,
complementado como se ha explicado anteriormente, con los factores
AMPc y progesterona (P4) a una concentracion de 300 nM y 500 uM
respectivamente (Sigma-Aldrich, S, Louis, USA). El medio con AMPc y
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P4 es cambiado y reemplazado por medio fresco cada 4 dias hasta

completar 28 dias de decidualizacion.

La decidualizacion se confirma por la observacién del cambio de
morfologia y la toma de imagenes que verifican dicho cambio, asi como

por la expresion de prolactina que se cuantifica mediante RT-PCR.

Paralelamente, a partir de las diferentes lineas de células endometriales
estromales cultivadas en los frascos de cultivo de 75 cm?, se recogen los
medios condicionados (CM) para los ensayos de migracion. Estos medios
condicionados se recolectan después de 12 dias de incubacién, tanto de
células decidualizadas con P4 y AMPc, como de las células no

decidualizadas, y se conservan congelados a -80°C hasta su uso.

ANALISIS MORFOLOGICO

Para llevar a cabo el estudio morfoldgico de células decidualizadas y no
deciduales se adquieren imagenes de areas representativas de cultivos
de ambos tipos con un microscopio 6ptico Leica DMi8 (Leica, Alemania)
equipado con una camara digital. Las imagenes se procesan utilizando el
software gratuito Image J (https://imagej.nih.gov/ij). Se cuentan las
células con morfologia fibroblastica y las que tienen aspecto redondeado
y los resultados finales se expresan como el porcentaje de células con

morfologia redondeada, con respecto al total de células contadas.

DETECCION DE CELULAS APOPTOTICAS

Durante la decidualizacién en placas de 6 pocillos, las células se recogen
cada 7 dias para determinar el porcentaje de células apoptéticas. Las
células apoptoticas hipodiploides se detectan mediante citometria de flujo

de acuerdo con los procedimientos publicados™°. Brevemente, las células
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son despegadas con 1 ml de Tripsina-EDTA. A continuacién, las células
se lavan con PBS, se centrifugan durante 5 minutos a 1500 rpm a 4°C y
se retira el sobrenadante. El pellet de células se resuspende en 100 ul de
PBS y se le afiade 900 pl de etanol frio al 70 % durante 5 minutos para
su fijacion. Después se lavan con PBS y se centrifugan a 3500 rpm 2
minutos a 4°C. Se desecha el sobrenadante y el pellet se tifie durante 30
minutos con una mezcla de yoduro de propidio a una concentracién de
1ug/ml (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) y ARNasa 10 ug/ml (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). Las células apoptéticas en fase sub-G1 del ciclo
celular se analizan en un citdmetro FACSCalibur con el software Cell
Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, EE. UU.). La determinacién de la

proporcion de células apoptoéticas se realiza mediante el software FlowJo.

RETROTRANSCRIPCION Y REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (RT-PCR)

El ARN total se extrae de células resuspendidas en TRIzol (Thermo
Fisher Scientific) y conservadas a -80°C. Las células son descongeladas
en frio y a continuacion puestas a temperatura ambiente durante 5
minutos. Siguiendo el protocolo, se afaden 200 ul de cloroformo (Merck
KGaA) por mililitro de TRIzol y a continuacién se centrifuga a 12500 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Se recoge la fase acuosa donde se encuentran
los acidos nucleicos y esta fase se transfiere a un nuevo tubo donde se
le afiaden 500 ul de isopropanol. Esta solucion se conserva una noche a
-20°C, y de esta manera se favorece la precipitacion de los acidos
nucleicos. Tras este tiempo, se centrifuga a 12500 rpm durante 10
minutos a 4°C y se recoge el pellet desechando el sobrenadante. Este
pellet se lava con etanol 75% en agua DEPC (Merck KGaA) con el fin de
inactivar las ARNasas y se centrifuga a 12500 rpm 5 minutos a 4°C. A

continuacioén, se retira el sobrenadante y las muestras se dejan secar
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durante 3 minutos a temperatura ambiente, para eliminar cualquier resto
de etanol que pudiera quedar. El pellet seco se reconstituye en 20 ul de
agua DEPC y se incuba durante 10 minutos a 55-60 °C. Las muestras se
cuantifican en un NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific) y se

conservan a -80°C hasta la sintesis de ADN complementario (ADNCc).

El ADNc se sintetiza utilizando el kit Access RT-PCR System (Promega
Corporation, Madison, WI, EE. UU.) con cebadores Oligo-dT de acuerdo
con el protocolo del fabricante. Antes de la sintesis de ADNc, las
muestras de ARN son procesadas segun el siguiente protocolo: el ARN
extraido se trata con ADNasa | (DNAsel RNAse-free, Thermo Scientific)
para eliminar cualquier resto de ADN gendmico. Se parte de una
concentracion de ARN de 1 ug, al cual se le afiaden 13 ul de NFW
(Nuclease Free-Water), 1 ul de ADNasa | y 1 ul de tampén de reaccion.
A continuacion, se incuba durante 30 minutos a 37° y se afiade 1 ul de
EDTA por cada muestra para luego incubar a 65°C entre 10-15 minutos.
A continuacion, la retrotranscripcién se lleva a cabo usando los siguientes

volumenes de reaccion:

Tampon de retrotranscripcion 10x 2ul
MgCl, 4ul
dNTP mix (10mM} 2ul
Oligo(dT),s(0,5mg/mL) 1pl
Inhibidor de RNAsas (rRNasin) 0,5ul
Retrotranscriptasa AMV 0,6pl
NFW 1,9ul
Muestra de ARN (0,5pg) o NFW sul
Volumen final de reaccion 20ul

Tabla 3. Mezcla de reaccion para la retrotranscripcion
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A partir de esta mezcla de retrotranscripcion, la reaccién se lleva a cabo
en un termociclador (2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems) con los
siguientes ciclos y temperaturas:

250C —=10 min |:>‘42nc_>60min‘|:>‘99°c — 5 min ‘:>‘ 4°C —— o0 ‘

El ADNc obtenido se conserva a -20°C hasta su analisis mediante PCR

cualitativa.

Para la PCR convencional se parte de 1 ug de ADNc y se amplifica
utilizando el kit PCR Master Mix (Promega) partiendo de los siguientes

volumenes de reaccion:

Mezcla de amplificacién ADN total M

Tampon PCR Master Mix 2x 12,5ul
Oligonucleotido 5" (10uM) 0,5ul
Oligonucleotido 3" (10uM) 0,5ul
Muestra de ADNc o NFW 1pl
NFW 10,5ul
Volumen final de reaccion 25ul

Tabla 4. Mezcla de reaccion para la PCR

Se han utilizado los siguientes oligonucleétidos, obtenidos del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina Lopez Neira, Granada, Espafia:

_Gendeinterés | Secuenda______| TM | Cidos_ P

PROLACTINA 5"-GCACCACCAACTGCTTAGC-3 59°C 35
5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3'
GADPH 5-TTCAGGATGAACCTGGCTGAC-3' 59°C 35 87

5'-GGGTTCATTACCAAGGCCATC-3'
Tabla 5. Lista de oligonucleoétidos utilizados para la PCR cualitativa

La reaccion se lleva a cabo en el termociclador 2720 Thermal Cycler con
los siguientes ciclos y temperaturas:
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35 ciclos

[ \
| 95°C — 3 min | = |9svc —30s |:>|58,5“G—>455 ||:(>| 72C —>45s ||:(>

4°C — o0 ‘

Los productos de PCR se separan por tamafos en geles de agarosa al
1,5 % (Seakem LE Agarose for gel electrophoresis, Lonza Group,
Basilea, Suiza) a un voltaje de 100 voltios durante 60 minutos. Estos
productos son tefiidos con GelRed (Biotiuminc, Fremont, CA, EE. UU.) y
se incluye un marcador de peso molecular de ADN de 100 pb (Bench Top
100bp DNA Ladder, Promega, Wisconsin, USA) y los correspondientes
controles positivos y negativos del gen de interés. Los productos de la

PCR se visualizan usando el programa QuantityOne GelPrinter Utra.

ENSAYO DE INVASION O CIERRE DE LA HERIDA

Para determinar la capacidad invasiva de las distintas lineas celulares en
respuesta a los medios condicionados (CM) procedentes de células no
decidualizadas y decidualizadas, se procede a la siembra de las células
en placas de 96 pocillos hasta alcanzar el 95% de confluencia y se realiza
un scratch o herida en la monocapa celular utilizando una punta de
micropipeta estéril de 200 ul. A continuacion, se elimina el medio de
cultivo con restos celulares procedentes de la realizacion de la herida y
se reemplaza con los diferentes medios condicionados utilizados en el
experimento (Opti-MEM, CM de células indiferenciadas o CM de células
decidualizadas). La toma de imagenes se lleva a cabo a tiempo inicial
(TO) y después de 24, 48 y 72 horas utilizando un aumento de 50x en un
microscopio 6ptico Leica DMi8 equipado con una camara digital. Las
imagenes se procesan utilizando el software gratuito /Image J. El area
libre de células en cada punto de tiempo se resta del area libre de células

a TO y los resultados se expresan como porcentaje del area cubierta.
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ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR

Se siembran 50000 células en 200 pl del medio de cultivo requerido en
una placa de 96 pocillos negra de fondo transparente (NUNC 96 well,
Thermo Fisher Scientific ™, 165305). Se incuba durante 72 horas y a
continuacién se retira el medio de cultivo y se le afiaden 90 ul de medio
de cultivo fresco y 10 ul del reactivo resazurina (PrestoBlue, Thermo
Fisher Scientific, A13261). Se mantiene 4 horas a 37°C y, durante este
periodo de tiempo, las células que son metabdlicamente activas procesan
la resazurina (que tiene capacidad de penetrar en las células vivas),
reduciéndola y pasando asi de un color azul a un color rojo. Este cambio
es detectado mediante fluorescencia (Excitacion 560 nm/Emisién 590
nm), en un fluorimetro Infinite M200 PRO y analizado a través del

programa iControl (Figura 10).
Célula Viable

HO 0 8] HKQUHD
i :u; Z N
Og
Resazurina Resofurina

Figura 10. Mecanismo de accion del reactivo Resazurina
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ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces con diferentes
lineas celulares. El analisis estadistico se realizé utilizando el software
GraphPad Prism 6. Las comparaciones se llevaron a cabo utilizando la
prueba t de dos colas no pareadas con la correccion de Welch. Se
consideraron significativos valores de p<0,05 (*p<0,05, **p<0,01,
***p < 0,001, ****p <0,0001)
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RESULTADOS
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Datos epidemioldgicos

Donantes con endometriosis

Se estudiaron las muestras obtenidas de un total de 30 pacientes con
endometriosis, 15 de las cuales también aportaron muestras de

localizacion no solo ectépica (eEnSC) sino también eutdpica (eBEnSC).

La edad media de las donantes con endometriosis fue de 40,1 afos.
Veintidos de ellas (el 73,3%) estaban con algun tipo de tratamiento
hormonal previo a la cirugia, generalmente gestagenos, y el motivo
principal de la cirugia fue por dolor (25 de 30, lo que supone un 83,3%.).
Las 5 pacientes restantes se intervinieron con idea de mejorar su
fertilidad. En cuanto al tipo de cirugia empleada, en 20 casos fue cirugia
conservadora (66,6%) frente a 10 casos de cirugia radical con

histerectomia y doble anexectomia (33,3%).

De forma paralela, analizamos los datos de otras pacientes que en su
momento fueron donantes pero que sus células no pudieron ser

empleadas en este estudio debido a su baja o nula tasa de crecimiento.

El nimero total de estas pacientes fue 14 y su edad media fue
significativamente menor que la de las pacientes en las que si se obtuvo
crecimiento celular (35,3 afios, p <0’05), sugiriendo que el factor edad
puede suponer un dato a tener en cuenta al valorar el crecimiento celular,
pudiendo poner en relacion a pacientes de edad mas avanzada que
presentan una enfermedad compleja de varios afios de evolucion con
mayor crecimiento celular si se les compara con pacientes jovenes de

reciente diagnostico.

Otro dato significativo fue que en las pacientes en las que no hubo
crecimiento celular, el dolor no fue la indicacion quirargica mas frecuente,
sino todo lo contrario, suponiendo tan solo un 28,6% de las indicaciones

(4 de 14), habiendo sido operadas la mayoria por otro motivo y
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habiéndose obtenido la endometriosis como un hallazgo casual de la
cirugia. Este dato resulta significativo y parece poner en relacion la
actividad de la endometriosis, que se asocia con la clinica causada, con

el crecimiento celular.

El resto de parametros, como el tratamiento previo o el tipo de cirugia,
fueron similares a los de las pacientes en las que si hubo crecimiento
celular (71,4% de pacientes con tratamiento previo y 71,4% de cirugias
conservadoras vs 73,3% Yy 66,6% respectivamente en los casos en los

que si hubo crecimiento celular).

Donantes sanas

Con respecto a las donantes sanas, como ya se ha citado, se tomaron
dos tipos de muestras: 30 procedentes de sangre menstrual (MEnSC) y

12 de biopsia endometrial tomada por histeroscopia (BEnSC).

La edad media de las donantes de sangre menstrual fue de 29 afos. 10

de ellas (33,3%) estaban empleando algun tipo de tratamiento hormonal.

Por su parte, la edad media de las donantes de biopsia endometrial fue
de 33 afios. Las indicaciones de la histeroscopia para la toma de biopsia
fueron 9 por esterilidad (75%), 2 por polipos endometriales (16,6%),
tomandose la biopsia de otra zona; y 1 por sangrado menstrual anémalo
(8,4%).

Establecimiento de lineas celulares

El cultivo de todas las lineas celulares de estudio mostrd, en el analisis
fenotipico mediante citometria de flujo, marcadores caracteristicos de
células endometriales estromales. Se comprobd la pureza de los cultivos
mediante el estudio de antigenos especificos de este tipo de células,

considerandose un cultivo valido en aquellos casos en los que se
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demostré la doble expresion de CD10 y CD29 o CD73, asi como la
ausencia de CD45, CD31 y citoqueratina*®. En la figura 11 se puede
observar como las células endometriales estromales procedentes de
distintos origenes presentan la doble positividad para CD10 y CD29,

confrmando que se esta trabajando con una poblacién pura y

homogénea.
A 4 47
10 3@ Qz 10 3o Qz
0,019 mEnSC 98,4 10 BEnSC 99,9
w w 1
o 3
o o 103
@ o E
W w
k= [=4
w w
£ [55)
=) S 10" g
: 5
T T
N o~ 1|
2 z 10 3
o4 . B ek]
o 10,058 0,015
10
T T T
1 1
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
(] FL4-H :: CD29 mEnSC R APC FL4-H: CD29 BEnSC 2 APC
g 473
D 0 3 Q2 w 10 3 al Qz
0,021 99,9 o 10,023 99,5
o |, eBEnSC 5 | eEnSC
[ O 3]
o 10 3 @ 10 7
& 3 & 3
g 7 2]
= -+
o O
@ - @ 102 -
o 10 E i ]
8 1 S
51 [m]
% 10" C o'
o103 - T 3 - -
=z E K ] z E A
o Sl @
o 10021 . 0,074 @ " :
10 N — e
10 10" 102 10° 10? 1° 10 10° 10° 10}
FL4-H - CD29 BeEnSC 20 APC FL4-H:: CD29 eEnSC49 eEnSC48 APC

CD29

Figura 11. Analisis de pureza de las diferentes lineas células endometriales
estromales. Ejemplos representativos de lineas procedentes sangre menstrual
(mEnSC), biopsia de mujeres sanas (BEnSC), focos de endometriosis (eEnSC)
y de biopsia endometrial de paciente con endometriosis (eBEnSC) en los que
se comprueba la doble positividad para CD10/CD29.
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Las células endometriales estromales del tejido endometrial
ectopico y eutopico exhiben un fenotipo antigénico similar

El perfil antigénico de las EnSC obtenidas a partir de la sangre menstrual
se ha analizado exhaustivamente previamente*'. En el presente trabajo,
estudiamos el fenotipo antigénico de las lineas celulares de EnSC
procedentes de endometriomas (eEnSC) (Figura 12) y lo comparamos
con el de mEnSC y EnSC obtenidas de biopsias endometriales de
mujeres con y sin endometriosis (eéBEnSC y BEnsC respectivamente).
Mas del 90% de las células en todas las lineas celulares expresaron el
marcador propio de EnSC CD10*" asi como los biomarcadores propios
de MSC CD29, CD44 y CD73, y carecian de la expresion de CD31 y
citoqueratina (Figuras 12 y 13, Tabla 6). También exhibieron niveles
similares de CD146 y a-SM actina. La expresion de CD105 mostrd
variabilidad no solo entre las diferentes lineas celulares sino también
entre muestras del mismo tipo celular, aunque en ningun caso resulto ser

significativa (Figura 13).

Por otra parte, los marcadores CD140b, podoplanina y SUSD2
presentaron cierto grado de variabilidad, siendo su expresion
significativamente mayor en mEnSC en comparacion con el resto de

lineas celulares (Figura 13).

En conjunto, el perfil de expresion de antigenos de estas lineas resulto
equivalente al de MSC de médula 6sea, como se observa en la Tabla 6

en la que se comparan las MSC con eEnSC y mEnSC.
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Figura 12. Fenotipo antigénico de las células endometriales estromales de
focos de endometriosis. Expresion de antigenos, determinada mediante
citometria de flujo, en una linea representativa de eEnSC.
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Figura 14. Analisis comparativo de la expresion de antigenos en células
eutdpicas y ectopicas de pacientes con endometriosis. La expresion de los
antigenos indicados se analizé6 mediante citometria de flujo en las lineas de
eBEnSC y eEnSC obtenidas de cinco pacientes con endometriosis. Se
representa el porcentaje de células positivas para cada antigeno estudiado.
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Efectos de la decidualizacién sobre el fenotipo y la supervivencia
de EnSC de mujeres con endometriosis

Con el fin de comparar la capacidad de decidualizacion de las distintas
lineas celulares obtenidas de las diferentes fuentes, se trataron las
células con P4 y AMPc durante 20 dias.

No diferenciadas P4+cAMP

mENnSC

BEnSC

eBENnSC

eEnSC

Figura 15. Cambios morfolégicos en respuesta a la decidualizacion.
Imagenes representativas de mEnSC, BEnSC, eBEnSC y eEnSC tras
decidualizacion con P4 y AMPc durante 20 dias, apreciandose cambio de
morfologia de células de aspecto fibrobastico a células redondeadas en todas
las lineas excepto en las eEnSC que mantienen la morfologia fibroblastica.
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Como se muestra en la figura 15, tras los 20 dias de tratamiento se pudo
observar que, mientras que las mEnSC, BEnSC y eBEnSC
experimentaron un cambio morfologico similar, pasando de una
apariencia fibroblastica a una forma mas redonda caracteristica de las
células decidualizadas, las eEnSC apenas alteraron su morfologia al

visualizarlas al microscopio.

Las imagenes obtenidas al microscopio fueran cuantificadas valorandose
el numero de células redondeadas por campo y expresandolo en
porcentaje antes y después de la decidualizacién, como se aprecia en la
figura 16. Se analizaron varios campos representativos tras 3
experimentos por tipo celular. Se hallaron diferencias significativas
(p<0,05) tras la decidualizacion en todas las lineas celulares excepto en
las eEnSC.

100

@ Undifferentiated
80 | mP4+cAMP

60

*k*k fﬂ|
* |
[
40
20 %
1z 7 70 oA

mENnSC BENnSC eBENnSC eEnSC

% Ceélulas redondeadas

Figura 16. Porcentaje de células redondeadas tras las decidualizacion.
Cuantificacion de areas representativas de los 4 tipos celulares objeto de
estudio antes y después de la decidualizacién con P4 y AMPc durante 20 dias.
Las barras de error muestran la SEM de tres experimentos independientes con
diferentes lineas celulares.
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Por otro lado, se analizé comparativamente la expresion de prolactina en
respuesta al tratamiento con P4 y AMPc en los cuatro tipos celulares,
como marcador caracteristico del proceso de decidualizacion, mediante
RT-PCR. Como control interno de carga se analizé también la expresion
del gen GAPDH. Este experimento puso de manifiesto como la
decidualizacion indujo notablemente la expresion de prolactina en todas
las lineas celulares excepto en las eEnSC, en las que se observo un nivel
mucho mas bajo de ARNm de prolactina en respuesta al tratamiento con
P4 y AMPc (Figura 17).

mEnSC BENnSC eBENnSC eEnSC
-+ - + - + - + P4+AMPc

297 bp == _— = Prolactina

S7.DD | M - - - C/PDH

Figura 17. Expresion de prolactina en respuesta a la decidualizacion.
Deteccion mediante RT-PCR de la expresiéon de PRL por todas las lineas
celulares tras la decidualizacién con P4 y AMPc, siendo comparadas con el
gen GAPDH como control.

Como se ha citado previamente, nuestro grupo ha demostrado que la

decidualizacion promueve la produccion de factores solubles capaces de

7y1

Xcv

dado que esta apoptosis ocurre de forma paralela a la decidualizacion*®,

XCiv

inducir apoptosis en las propias células endometriales estromales

decidimos comparar la sensibilidad de las diferentes lineas celulares a la
apoptosis inducida por este proceso. Para ello se les indujo la
decidualizacion con P4 y AMPc. El experimento se realizé utilizando 8
lineas diferentes obtenidas de distintas donantes, tanto de mEnSC como
de eEnSC y 5 lineas diferentes también obtenidas de distintas donantes
de BEnSC y eBEnSC. Se establecieron dos grupos, uno de

decidualizacion y otro de las mismas células sin decidualizar, y se
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determind el porcentaje de células apoptéticas analizando el porcentaje
de células en fase sub-G1 del ciclo celular cada 7 dias mediante

citometria de flujo, hasta alcanzar un maximo de 28 dias de cultivo.

Tras estos experimentos, se observd un aumento de la induccion de
apoptosis en las mEnSCs y BENnSCs que resultdé directamente
proporcional al tiempo de tratamiento con P4 y AMPc (Figura 18). El
porcentaje de células apoptéticas fue significativamente superior en
ambos grupos celulares tras 21 dias de tratamiento con P4 y AMPc, al
compararlo con el de las células sin decidualizar. En las mEnSC estas
diferencias resultaron significativas desde los primeros 7 dias de

tratamiento.
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Figura 18. Induccion de apoptosis en mEnSC y BEnSC en respuesta a la
decidualizacién. Comparacion del porcentaje de células apoptoticas en las
lineas mEnSC y BEnSC decidualizadas con P4+AMPc y no decidualizadas,
analizandose mediante citometria de flujo cada 7 dias. Las barras de error
muestran la SEM para cada periodo de tiempo.

Sin embargo, al analizar la induccion de apoptosis tras el tratamiento con
P4 y AMPc en las lineas celulares procedentes de pacientes con
endometriosis, no solo encontramos la resistencia a este proceso de
muerte celular en las de origen ectépico (eEnSC), como era esperable

dada su ya descrita mayor expresion de proteinas antiapoptéticas, sino
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que también se observé dicha resistencia en las células de origen

eutopico (eBEnSC), tal y como se observa en la figura 19.
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Figura 19. Induccion de apoptosis en eBEnSC y eEnSC en respuesta a la
decidualizacién. Comparacion del porcentaje de células apoptoticas en las
lineas procedentes de pacientes con endometriosis, tanto eutdpicas (eBEnSC)
como ectopicas (eEnSC), decidualizadas con P4+AMPc y no decidualizadas,
analizandose mediante citometria de flujo cada 7 dias. Las barras de error
muestran la SEM para cada periodo de tiempo.

Tras los resultados obtenidos, demostrando la menor capacidad de las
células procedentes de focos de endometriosis para sufrir cambios de
morfologia y expresar prolactina en respuesta a la decidualizacion, en
comparacion con el resto de lineas celulares, y la resistencia a la
apoptosis de las células tanto eutdpicas como ectopicas de mujeres con
endometriosis, nos dispusimos a comprobar si este proceso de
diferenciaciéon afectaba por igual al perfil antigénico de todas las lineas
estudiadas. El anadlisis del fenotipo se realizd tras 20 dias de

decidualizacion.

La expresion de marcadores distintivos de células endometriales
estromales, como CD10 y CD29, no cambié en respuesta a la
decidualizacion en ninguna de las lineas celulares. Ademas, la proporcién

de células CD146+ y SUSD2+ no varié significativamente con la
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decidualizacion, aunque en todas las lineas, con la excepcién de las
eEnSC, se observé una tendencia a la disminucion de ambos marcadores

en las células decidualizadas (Figura 20).
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Figura 20. Analisis comparativo del fenotipo antigénico tras Ila
decidualizacién. La expresion de antigenos se determiné mediante citometria
de flujo en mEnSC, BEnSC, eBEnSC y eEnSC después de la incubacion durante
20 dias sin (no diferenciadas) o con P4 y AMPc. Los graficos de barras
representan el porcentaje medio de células positivas para cada antigeno. Las
barras de error muestran la SEM de al menos cinco (MEnSC y eEnSC) y tres
(BEnSC y eBENnSC) lineas celulares diferentes.

En cuanto a la expresion de CD105, observamos que se modulaba
significativamente a la baja en respuesta al tratamiento con P4 y AMPc
en todos los tipos de células excepto en las eEnSC (Figuras 20 y 21).
Ademas, encontramos que los niveles de CD140b y o-SM actina
disminuyeron significativamente en las mEnSC decidualizadas (Figuras
20, 22 y 23), observandose también una reduccion leve, aunque no
significativa, de ambos antigenos en las BEnSC tras la decidualizacion
(Figura 20).
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Figura 21. Cambios en la expresion de CD105 en respuesta a la
decidualizacién. Histograma representativo de la pérdida de expresion del

marcador fenotipico CD105 en las diferentes lineas celulares mEnSC, BEnSC,
eBENSC y eEnSC tras 20 dias de decidualizacion.
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Figura 22. Cambios en la expresion de CD140b en mEnSC tras la
decidualizaciéon. Citograma representativo de la pérdida de expresion del
marcador fenotipico CD140b/SUSD2 en células mEnSC tras 20 dias de
decidualizacion.
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Figura 23. Cambios en la expresion de a-SM actina en mEnSC tras la
decidualizaciéon. Citograma representativo de la pérdida de expresion del
marcador fenotipico a-SM actina (frente a CD29) en células mEnSC tras 20
dias de decidualizacion.
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En resumen:

- No hay cambios en marcadores tipicos de células endometriales
estromales como CD10, CD29.

- No hay cambios significativos en CD146, ni SUSD2.

- Hay una disminucion en la expresion de CD105 en todas las lineas
excepto en eEnSC.

- Hay un descenso significativo de CD140b y a-SM actina en mEnSC.

Efectos de la decidualizacion sobre la capacidad de migraciéon de
las EnSC eutopicas y ectopicas

En condiciones de decidualizacion, hay estudios que han demostrado
una reduccion en la motilidad de las células endometriales estromales
eutdpicas, mientras que las células endometridésicas parecen conservar

su capacidad de migrar<" *Vi

Con el fin de caracterizar mejor las diferencias en el comportamiento de
las células eutdpicas y ectopicas realizamos distintos experimentos
relacionados con la capacidad de migracion de eEnSC, como modelo
patoldgico con localizacién ectépica, y de mEnSC, como modelo de célula
con localizacion eutdpica equivalente a las eEnSC. Estos experimentos
consistieron en la incubacion de ambos tipos de células con el medio
obtenido de cultivos de las mismas, a los que llamamos medios
condicionados (CM). Diferenciamos a su vez entre CM obtenidos de
cultivos de células no diferenciadas, es decir, no decidualizadas (CM-U)
y de células decidualizadas (CM-D). Como grupo control se realizaron

cultivos de los mismos tipos celulares empleando medio OptiMEM.

De esta manera, trabajamos con un total de 5 medios de cultivo para co-

cultivar con cada linea celular (mEnSC y eEnSC):
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- CM de mEnSC no diferenciadas (CM mEnSC-U).
- CM de mEnSC decidualizadas (CM mEnSC-D).

- CM de eEnSC no diferenciadas (CM eEnSC-U).
- CM de eEnSC decidualizadas (CM eEnSC-D).

- Medio Optimem como grupo control.

Una vez incubadas las células con dichos medios se llevé a cabo el
ensayo de migracion conocido como ensayo de cierre de la herida a
diferentes tiempos: 24, 48 y 72 horas, tal como se explica de forma mas

detallada en el apartado de material y métodos.

Encontramos que los dos tipos de lineas celulares, mEnSC y eEnSC,
presentaban perfiles similares de migracién tras su incubacion con los 5
tipos diferentes de medios de cultivo (Figura 24). La migracion de mEnSC
y eEnSC aument6é de manera similar y dependiente del tiempo tras la
incubacion con OptiMEM y CM de células no diferenciadas (CM-U),
alcanzandose, en general, valores por encima del 80% del cierre de la
herida a las 48 horas de incubacion. Por el contrario, la motilidad de
mMENSC y eEnSC se redujo significativamente cuando se cultivaron con
CM de células decidualizadas (CM-D) a todos los puntos temporales

analizados.

Las diferencias mas notables en la migracion se observaron cuando las
dos lineas celulares, tanto eutdpicas procedentes de sangre menstrual
como ectopicas procedentes de focos de endometriosis, fueron
incubadas con los medios condicionados procedentes de mEnSC y
eEnSC decidualizadas. Aunque ambos medios condicionados
decidualizados inhibieron la capacidad invasiva tanto de mEnSC como
de eEnSC (Figura 24, barras azules y naranjas), el efecto inhibidor de la

migracion fue significativamente mas potente cuando ambas lineas
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celulares fueron incubadas con los medios condicionados de mEnSC
decidualizadas (CM mEnSC-D, barras azules) que cuando se incubaron
con los medios condicionados de eEnSC decidualizadas (CM eEnSC-D,

barras naranjas).
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Figura 24. Efecto de los medios condicionados de células endometriales
estromales no diferenciadas y decidualizadas de sangre menstrual de
donantes sanas (MEnSC) y endometriomas (eEnSC), sobre la migracion
de células endometriales estromales de localizacion ectdpica y eutopica.
En las graficas se representa la migracion de mEnSC (grafica superior) y eEnSC
(grafica inferior) estudiada mediante el ensayo de cierre de la herida tras
incubacion durante 24, 48 y 72h con medio Optimem, como grupo control, y los
CM de mEnSC y eEnSC decidualizadas (CM -D) y no decidualizadas (CM -U).
El cierre de la herida se representa como el porcentaje de area cubierta con
respecto al momento 0 0 momento de realizacion de la herida. Las barras de
error muestran la SEM de tres experimentos independientes con diferentes
lineas celulares. 88
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Las imagenes del ensayo de cierre de la herida de la figura 25, obtenidas
al microscopio 6ptico, demuestran la menor de la migracion de mEnSCs
y eEnSCs cuando fueron cocultivadas con el CM-D procedente de
mENSC (paneles de la izquierda) que cuando se cocultivaron con el CM-
D procedente de eEnSC (paneles de la derecha). Ademas, observamos
como las células eEnSC en contacto con el CM-D de otras lineas de
eEnSC (panel derecho inferior), presentaban una menor inhibicién de la
migracion que las mEnSC incubadas con estos mismos medios
condicionados (panel derecho superior).

CM mEnSC-D CM eEnSC-D

mENSC |

Figura 25. Efecto de los medios condicionados de mEnSC y eEnSC
decidualizadas sobre la movilidad. Se muestran imagenes de microscopio
del ensayo de cierre de la herida, representativas del efecto de los dos tipos de
medios condicionados de células decidualizadas (de mEnSC en paneles
izquierdos y de eEnSC en paneles derechos) sobre los dos grupos celulares de
estudio (MENSC paneles superiores y eEnSC paneles inferiores), tras 72 horas
de incubacion.
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Para completar este estudio, se llevé a cabo el ensayo de cierre de la
herida con los mismos medios condicionados, en las mismas condiciones
y a los mismos tiempos, sobre las células endometriales estromales de
localizacion eutdpica de donantes sanas (BEnSC) y de pacientes con
endometriosis (eBEnSC) (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de los medios condicionados de mEnSC y eEnSC no
diferenciadas y decidualizadas sobre la migracion de EnSC de
localizacion eutdpica de donantes sanas y pacientes con endometriosis.
En las graficas se representa la migracion de BEnSC (grafica superior) y
eBENSC (gréfica inferior) estudiada mediante el ensayo de cierre de la herida
tras incubacion durante 24, 48 y 72h con medio Optimem, como control, y los
CM de mEnSC y eEnSC decidualizadas (CM -D) y no decidualizadas (CM -U).
El cierre de la herida se representa como el porcentaje de area cubierta con
respecto al momento 0. Las barras de error muestran la SEM de ftres
experimentos independientes con diferentes lineas celulares.
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En ambos casos el perfil de migracion que se observo fue similar al
previamente obtenido con mEnSC y eEnSC (Figura 24), encontrando de
nuevo una inhibicion de la migracion de las células incubadas con los CM
de mEnSC y eEnSC decidualizadas y siendo el efecto inhibidor del CM
de las primeras (Figura 26, barras azules) significativamente mayor que

el de las segundas (Figura 26, barras naranjas).

Dado que habiamos observado diferencias en la migracion de mEnSC y
eEnSC cuando se incubaban con los CM de eEnSC decidualizadas
(Figura 25), llevamos a cabo la cuantificacion de la migracion de todas
las lineas celulares estudiadas (MEnSC, BEnSC, eBEnSC y eEnSC) tras

el co-cultivo con dichos medios condicionados (Figura 27).
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Figura 27. Comparacion de la migracion de mEnSC, BEnSC, eBEnSC y
eEnSC cultivadas con medio condicionado de eEnSC decidualizadas. Las
barras representan el porcentaje de cierre de la herida a 24, 48 y 72 horas tras
la incubacién con medios condicionados de eEnSC decidualizadas (CM eEnSC-
D). Las barras de error muestran la SEM de tres experimentos independientes
con diferentes lineas celulares.
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De este modo confirmamos que la migracion de las eEnSC era
significativamente mayor que la del resto de lineas celulares cuando se
incubaban con los CM procedentes de células endometridsicas

decidualizadas, a todos los tiempos analizados.

En resumen:

- La migracion de todas las lineas celulares fue similar cuando se
incubaron con los CM-U y con el Optimem.

- Los CM-D tuvieron un efecto inhibidor de la migracion.

- El efecto inhibidor de la migracién de los CM de mEnSC-D fue mayor
que el efecto inhibidor de los CM de eEnSC-D.

- La migracion de las eEnSC fue significativamente mayor que la del

resto de lineas celulares cuando se incubaron con el CM de eEnSC-D.

Por otro lado, aunque el ensayo de cierre de la herida es un método in
vitro comun para estudiar la migracién/invasion celular, después de 72
horas, cabria pensar que, en los casos en que hay un cierre mayor o
absoluto de la herida, este podria deberse simplemente a que las células
han proliferado mas, y no a diferencias en la migracion, de modo que los
diferentes efectos observados podrian deberse en parte a esta

proliferacion.

Para comprobar que el ensayo realizado era correcto y los efectos
descritos se debian exclusivamente a la capacidad de migracion de las
células y no a su capacidad proliferativa, se llevd a cabo un ensayo de
proliferacion celular con el reactivo Resazurin. Los resultados obtenidos
en este ensayo de proliferacion tras 72 horas de incubacion de las
mMENSC y las eEnSC con los distintos CM-U y CM-D demostraron, como

se observa en la figura 28, que la capacidad proliferativa de estas células
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no se veia afectada por la incubacion con los diferentes medios
condicionados. De este modo confirmamos que las diferencias
encontradas tras realizar el ensayo de cierre de la herida (Figuras 23-26)
se debian realmente a diferencias en la capacidad de migracion de las
distintas lineas celulares y a los efectos sobre la migracion de los distintos

medios condicionados.

100 r

T

)

E

5

c 80

o

"8' O Optimem

§ 60 | ECMmEnSC-U
= ®CMmENSC-D
S 407 @CMeEnSC-U
«

E OCMeEnSC-D
& 20t

3

0

(8]

R

mEnSC eEnSC

Figura 28. Efecto de los medios condicionados de mEnSC y eEnSC
decidualizadas y no decidualizadas sobre la proliferacion celular.
Comparacion del porcentaje de células (MEnSC y eEnSC) viables existentes
tras 72h de incubacion con los diferentes CM de mEnSC y eEnSC
decidualizadas (D) y no decidualizadas (U), respecto al control con Optimem,
determinado mediante ensayo colorimétrico con Resazurin.

Finalmente, para establecer si el efecto inhibidor de la migraciéon que
observamos en los CM de células decidualizadas era especifico para
células endometriales o por el contrario dichos CM pueden contener
algun tipo de factor capaz de ejercer un efecto generalizado de inhibicion
de la migracion, llevamos a cabo un ensayo de cierre de la herida con
células Cal33, una linea de carcinoma oral de células escamosas. Como
se observa en la figura 29, el perfil de migracion de las células Cal33 tras

24 y 48 horas de incubacion con los diferentes CM de células
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decidualizadas y no decidualizadas es similar al observado previamente
para las diferentes lineas de células endometriales, encontrando
igualmente un efecto inhibidor de la migracion cuando las células son
incubadas con CM de mEnSC y eEnSC decidualizadas y siendo de nuevo
el efecto inhibidor del CM eEnSC-D (figura 28, barras naranjas) menor

que el del CM mEnSC-D (figura 28, barras azules).
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Figura 29. Efecto de los medios condicionados de mEnSC y eEnSC no
diferenciadas y decidualizadas sobre la migracion de células Cal33. En las
graficas se representa la migracion de la linea de células de cancer de cabeza
y cuello, Cal33, estudiada mediante el ensayo de cierre de la herida, tras
incubacion durante 24 y 48 con medio Optimem, como control, y los CM de
mENSC y eEnSC decidualizadas (CM -D) y no decidualizadas (CM -U). El cierre
de la herida se representa como el porcentaje de area cubierta con respecto al
momento 0. Las barras de error muestran la SEM de tres experimentos
independientes con diferentes lineas celulares.
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DISCUSION
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Hoy en dia, conocer el mecanismo exacto de la patogenia de la
endometriosis sigue resultando un desafio. Aunque se han propuesto
varias teorias para explicar el origen de la endometriosis®"" *** y una
amplia variedad de factores, tanto genéticos como epigenéticos,
inmunologicos, hormonales y ambientales han sido involucrados en el
inicio de la enfermedad® © ° aun no esta claro si las alteraciones
encontradas en las ceélulas endometridsicas son intrinsecas a ellas

ciii

mismas o inducidas por su ubicacién ectépica®™.

La resistencia a la progesterona es una de las principales caracteristicas
del tejido endometridsico. En el presente estudio, por primera vez hasta
donde sabemos, se ha comparado la respuesta a la decidualizacién con
P4 y AMPc en EnSC ectépicas (eEnSC) y eutdpicas de tres fuentes
diferentes y hemos demostrado que, en pacientes con endometriosis, las
EnSC ectdpicas (eEnSC) son mas resistentes a los cambios inducidos

por la decidualizacion que las EnSC eutdpicas (eBEnSC).

Recientemente hemos descrito que las EnSC de la sangre menstrual de
pacientes sin endometriosis (MEnSC) sufren cambios en su morfologia
celular, su mecanismo de apoptosis y su secrecion de PRL durante la
decidualizacion, aunque en menor medida que las células deciduales

estromales (DSC)***,

Asi mismo, hemos observado una respuesta similar para las EnSC
obtenidas de biopsia endometrial de mujeres sanas (BEnSC), lo que
confirma la equivalencia de ambas fuentes de células endometriales,
sangre menstrual y biopsia endometrial.

En consonancia con estudios anteriores que comparan la capacidad de
decidualizacion de las eEnSC con la de las EnSC de donantes sanas™""

°¥_también encontramos que las eéEnSC, en su mayoria, conservaron su
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morfologia fibroblastica y apenas produjeron PRL en respuesta al
tratamiento con P4 y cAMP. Ademas, demostramos que las eEnSC no
sufrieron apoptosis, incluso después de una incubacion prolongada con
P4y cAMP, a diferencia de las células eutdpicas de donates sanas. Como
dato muy relevante, no se observo tampoco apoptosis en EnSC obtenidas
del endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis (eBEnSC), a
pesar de que estas células si que cambiaron significativamente su
morfologia a una forma mas redondeada, y produjeron PRL tras la
decidualizacion, lo que sugiere una respuesta parcial a este proceso por

parte de las células eutdpicas en pacientes con endometriosis.

Klemmt y cols. habian descrito previamente cambios morfoldgicos
similares a los que observamos, pero una secrecion reducida de PRL, en
cultivos de células endometriales estromales eutopicas de mujeres con
endometriosis, en comparacion con células también eutdopicas de
mujeres sanas después de la decidualizacion in vitro®. Ademas, aunque
no se cuantificaron, encontraron células poligonales/redondeadas en
cultivos de células estromales endometridsicas decidualizadas, siendo su
capacidad para secretar PRL significativamente menor que la de las
células eutdpicas. Las discrepancias con nuestros resultados pueden
deberse a las diferentes condiciones experimentales, ya que en este
estudio las células se decidualizaron solo con AMPc®, mientras que
nosotros utilizamos el protocolo estandar para la decidualizacién con P4
y AMPc®. Ademdas, hay que destacar que, en nuestro grupo de
investigacion, el cultivo de estas células endometriales estromales tanto
eutdpicas como ectdpicas se realiza en un medio de cultivo al que sélo
hemos afiadido un 3% de suero bovino fetal (FBS), a diferencia de los
otros grupos los cuales afiaden un 10% de FBS. Esta alta concentracion
de FBS puede dar lugar a que estas células se diferencien obteniendo

diferentes resultados a los presentados en este trabajo.
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De acuerdo con nuestros resultados y el papel de P4 en la regulacién de
la produccion de PRL, otros autores han demostrado que las células
eutopicas de mujeres con y sin endometriosis producen niveles similares

cvii

de PRL en respuesta a P4, pero no a AMPc".

En cuanto a la resistencia a la apoptosis, clasicamente se ha considerado
una caracteristica propia de las células endometridsicas, y diferentes
autores han demostrado que la apoptosis espontanea en las células
endometridsicas es menor que la de las células del endometrio eutdpico
en las propias pacientes con endometriosis y esta, a su vez, menor que

cviii cix cx

la del tejido endometrial de mujeres sin endometriosis

Este resultado extrapolado a la nomenclatura que empleamos en nuestro

estudio equivaldria a que la apoptosis es en:

eEnSC < eBENnSC < mEnSC/BEnSC

En nuestro estudio hallamos que las eBEnSC se asemejan a las eEnSC
en la resistencia a la induccion de la apoptosis durante la decidualizacién,
lo cual esta de acuerdo con estudios que han demostrado una expresién
alterada de genes antiapoptoticos y proapoptoticos en las células

cXi

endometriales eutdpicas de mujeres con endometriosis®™.

En particular, se ha demostrado que los genes antiapoptéticos Bcl-2 y
Bcl-XL aumentan en el endometrio proliferativo y secretor temprano de
pacientes con endometriosis, en comparacibn con mujeres sin
enfermedad ™ i exiil oxv "y 3 gy vez se han descrito niveles reducidos de
los genes proapoptoticos p53 y caspasa-1 en dicho endometrio eutdpico
de pacientes con endometriosis™. Es decir, en el endometrio de
pacientes con endometriosis hay un aumento de expresion de genes

antiapoptéticos y una reduccién de los genes proapoptototicos, lo que va
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a desembocar en una regulacion a la baja de la apoptosis, al igual que

ocurre en los endometriomas.

Ademas, las familias de ARNm involucradas en la regulacion del ciclo y
la muerte celular también estan reguladas a la baja en el endometrio de
mujeres con endometriosis, como la familia mR-9, uno de cuyos objetivos

es el antiapoptético Bel-2°4,

En conjunto, estos estudios proporcionan una base para respaldar los
resultados observados en nuestro estudio en cuanto a la resistencia a la
apoptosis inducida por la decidualizacién, no solo en las eEnSC sino

también en las eBEnSCs.

El estudio comparativo del fenotipo antigénico de los cuatro tipos de
lineas celulares reveld un perfil similar sin diferencias sustanciales entre
las células derivadas de endometrio ectopico (eEnSCs) y eutdpico, ya

sea de pacientes (eBEnSCs) o de mujeres sanas (BEnSCs/mEnSC).

Nuestros resultados refuerzan datos previos que muestran una expresion
similar de marcadores propios de células madre mesenquimales (MSC)
en células madre endometriales obtenidas tanto de tejidos endometriales

ectopicos como de endometrio eutdépico de pacientes con

CcXV CXVi Cxvii

endometriosis®™’ o donantes sanas

Solo encontramos diferencias significativas en el fenotipo de las
mENSCs, con una mayor expresion de CD140b, podoplanina y SUSD-2,
marcadores propios de MSC. Esta mayor expresion general de
marcadores de MSC en las mEnSC®Vl @ refyerza la hipétesis de que la
sangre menstrual es mas adecuada que la biopsia endometrial como
fuente para obtener MSC indiferenciadas; lo cual, junto a su ya descrita
accesibilidad, hace que sea una fuente celular prometedora para

cviii

enfoques terapéuticos
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En relacion a los cambios en el fenotipo en respuesta a la decidualizacion,
se ha publicado recientemente que las células deciduales estromales
(DSC) reducen la expresion de varios marcadores de pericitos y MSC
como CD140b, CD146, a-SM actina y SUSD2* un cambio
probablemente relacionado con la ubicacion y variaciones funcionales de
estas células durante la decidualizacion. Del mismo modo, cuando se
llevod a cabo la decidualizacion de las mEnSCs, se aprecio una reduccion
significativa de la expresion de CD140b y a-SM actina y una disminucion
leve, aunque en este caso no significativa, del porcentaje de células
positivas para CD146 y SUSD2. Estas diferencias entre DSC y mEnSC
pueden deberse a la diferente capacidad de ambos tipos de células para

Ixxxix

responder al proceso de decidualizacion

Curiosamente, la expresion de los antigenos previamente mencionados
no vario significativamente tras la decidualizacion en el resto de lineas
celulares, aunque cabe destacar que en las BEnSC todos estos

marcadores mostraron una tendencia no significativa a la baja.

La diferente respuesta a la decidualizacién hallada entre mEnSC vy
BENnSC, aunque provienen del mismo origen, podria explicarse sobre la
base del estado mas indiferenciado que, como se ha sugerido

previamente, presentan las mEnSC.

El Unico marcador de MSC que se regul6 en todas las lineas celulares,
excepto en las derivadas de tejido ectépico (eEnSC), fue CD105. La
endoglina o CD105 es una glicoproteina transmembrana que juega un

CXX

papel esencial en la angiogénesis™. Se ha demostrado que su expresion
es inversamente proporcional al grado de diferenciacion de las MSC
derivadas de la sangre del cordén umbilical (UCB-MSC), por lo que se
propuso como un marcador del estado de diferenciacion de estas células
en el que, a menor expresion de CD105, mayor es el grado de

diferenciaciéon de las UCB-MSC™. Nuestros resultados mostraron que
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los cuatro tipos de lineas celulares presentaron un perfil de expresion de
CD105 heterogéneo en su estado indiferenciado y, de manera similar a
las UCB-MSC, se observé una disminucién en su expresion en mEnSC,
BENnSC y eBENnSC tras la diferenciacién con P4 y AMPc. Por el contrario,
y de acuerdo a su ya descrita resistencia a la decidualizacion, el nivel de
CD105 no cambio en las eEnSC en respuesta al tratamiento con factores

decidualizantes.

La capacidad de las EnSC para migrar es una de las funciones celulares
habitualmente alteradas durante la decidualizacion. Diferentes autores
han descrito que la decidualizacion de células endometriales in vitro con
P4 y AMPc induce una intensa disminucion en la motilidad basal de estas
células™® >l =i Por otro lado, las MSC endometriales ectdpicas de
mujeres con endometriosis han mostrado una mayor capacidad de
migracion que las MSC eutdpicas, ya sea de pacientes con endometriosis

CXV  CXxvii

0 de mujeres sanas y mantuvieron esta capacidad tras la

decidualizacion™®",

Dado que las células decidualizadas adquieren un fenotipo secretor,
hemos abordado el estudio de los cambios en la motilidad en respuesta
a la decidualizacién desde una perspectiva diferente, tratando de
examinar si las células decidualizadas podrian secretar factores que
puedan reducir su propia motilidad, en lugar de que sean las células
decidualizadas las que pierdan su capacidad celular intrinseca de migrar.
Es decir, valorar si los responsables del defecto de migracion son los
factores que produce la célula en lugar de ser cambios sufridos en la

propia célula.

La accesibilidad y facilidad de obtencién de la muestra en el caso de las

mENSC sin precisar de una intervencion quirdrgica y la equivalencia
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demostrada con las BEnSC, ademas de su similitud con los quistes de
chocolate de los endometriomas, hace que en nuestro estudio hayamos
optado por realizar experimentos como el de migracién celular
centrandonos en las mEnSC como grupo representativo de donantes

sanas.

Ciertamente, nuestros resultados demuestran que las mEnSC, asi como
las eEnSCs, redujeron su motilidad cuando se incubaron con el medio
condicionado de mEnSCs decidualizadas. Esto confirma la hipétesis de
que, durante la decidualizacion, las EnSCs pueden producir algunos
factores capaces de inhibir la migracion. Dado el impacto e importancia
que tiene la motilidad de las EnSC en la remodelacion del tejido
endometrial durante la regeneracidon ciclica endometrial y para la
implantacién del embridn, no sorprende que este proceso esté altamente
regulado y que las propias EnSC decidualizadas produzcan factores que
contribuyan a su regulacion. Los productos especificos y el mecanismo

gue media este efecto aln no se han determinado.

En este sentido, recientemente se ha publicado que la secrecion de
decorina, un pequefo proteoglicano rico en leucina que interactua con el
factor de crecimiento transformante (TGF)-B entre muchas otras
moléculas, aumenta durante la decidualizacion y se requiere para la
adquisicion del fenotipo decidual®. Ademas, la decorina reprime la
migracion e invasion del trofoblasto®™". Seria interesante estudiar si esta
proteina también puede restringir la motilidad de las células

endometriales.

Teniendo en cuenta la ya conocida mala respuesta de las EnSC ectépicas
(eEnSC) a la decidualizacién, no sorprende que estas células mostraran
una menor capacidad para producir esos factores reguladores de la
motilidad al decidualizarse, respaldandose esta aseveracion en como la

migracion tanto de mEnSC como de eEnSC fue significativamente mayor
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después de la incubaciéon con el medio condicionado de eEnSC
decidualizadas (con presencia de menos factores inhibidores de
motilidad) que cuando se incubaron con CM de mEnSC decidualizadas
(células productoras de mas factores inhibidores de la motilidad al

decidualizarse).

La produccion de factores inhibidores de la migracién por parte de las
células endometriales decidualizadas y las diferencias en la capacidad de
las mEnSC y eEnSC decidualizadas para producir dichos factores se
confirmaron al analizar la migracion de las células de endometrio eutépico
de pacientes y donantes sanas, eBEnSC y BEnSC, en presencia de los
CM de mEnSC y eEnSC decidualizadas y no diferenciadas. Igualmente,
hemos podido confirmar que dichos factores inhibidores no parecen ser
especificos para regular la motilidad de células endometriales ya que
también impiden la migracion de células tumorales, como hemos podido

demostrar con la linea de células escamosas de carcinoma oral Cal33.

En cuanto a las potenciales diferencias en la capacidad de migracion de
células ectdpicas y eutdpicas, solo se pudieron apreciar en respuesta a
la incubacion con CM de eEnSCs decidualizadas, es decir, en un contexto
en el que hay una inhibicién parcial o reducida de la migracion. Es
razonable especular que la mayor capacidad de migracion de las células
ectopicas so6lo puede apreciarse en aquellas condiciones en las que la
motilidad es limitada, mientras que en situaciones de fuerte inhibicion
(como cuando empleamos CM de mEnSC decidualizadas) o, por el
contrario, 6ptimas para la migracion (con uso de medio OptiMEM o con
medios condicionados de células no diferenciadas), las diferencias no

son evidentes.
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Es decir, podriamos establecer tres ambientes:

- Un ambiente muy inhibidor de la migracion (CM de mEnSC-D), en
el que la migracion de todos los tipos celulares se ve anulada.

- Un ambiente que favorece la migracion (Optimem y CM-U) de
todos los grupos celulares.

- Un ambiente inhibidor moderado (CM de eEnSC-D) debido a la
secrecion de pocos factores inhibidores de la migracion tras el
tratamiento con P4 y AMPc de estas células poco sensibles a la
decidualizacion. Es en estas circunstancias en donde se pueden apreciar
diferencias entre los tres grupos de células endometriales eutdpicas y el
grupo de ectopicas, siendo estas, las ectopicas (eEnSC), las que van a

tener mayor capacidad migratoria.

Nuestro grupo es, hasta la fecha, el unico que ha trabajado y comparado
estos cuatro grupos celulares de forma simultanea. Se decidio el empleo
como fuente celular de células endometriales de localizacion ectdpica las
procedentes del endometrioma porque nos parecio la célula mas pura y
caracteristica de endometriosis. En estas muestras hemos observado
que el crecimiento celular in vitro parece correlacionarse con la edad y la
existencia de clinica de dolor en las donantes, existiendo mayor
crecimiento a mayor edad y mayor clinica de dolor, lo cual invita a pensar
que pueda deberse a una mayor actividad de la endometriosis en estas
pacientes, basandonos en que ya ha sido demostrado que son pacientes
en las que la gravedad de su endometriosis, en términos de estadiaje y
necesidad de cirugia, es significativamente superior™®".

Para futuros trabajos sera de interés el empleo y comparacion de otras
localizaciones de endometriosis como pueden ser el peritoneo o el tejido
recto-vaginal, que presentan no solo unas caracteristicas macroscopicas

diferentes al endometrioma clasico, sino también una clinica mas severa
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y una menor respuesta al tratamiento, lo cual puede arrojar resultados de

gran interés en la linea de nuestro estudio.

Como conclusion podemos decir que este estudio demuestra que las
células endometriales eutdpicas de mujeres con endometriosis pueden
presentar alteraciones en algunos fendmenos asociados a la
decidualizacién, como la induccion de apoptosis. Sin embargo, las células
ectdpicas deben sufrir cambios adicionales en los focos endometridsicos,
probablemente derivados de su interaccion con el microambiente en la
ubicacién ectopica, que contribuyen a la adquisicion de su alta resistencia

a la decidualizacion.

Las lineas de trabajo que nos planteamos en el futuro se enfocan en
confirmar estos resultados con un mayor tamafio muestral; asi como
tratar de establecer, en la misma paciente con endometriosis, diferencias
entre todas las posibles localizaciones de las células endometriales
estromales: eutopica y ectdpica de origen distinto al endometrioma de

forma exclusiva.

El objetivo final es el conocimiento exhaustivo de la fisiopatogenia de una
enfermedad que continla manteniendo una serie de enigmas en su
origen, cuya resolucion podria contribuir al desarrollo de métodos

diagndsticos y herramientas terapéuticas mas eficaces.
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- La edad y la existencia de clinica de dolor en las donantes con
endometriosis parece relacionarse con el crecimiento celular in vitro.

- Las células endometriales estromales de localizacion eutopica y
ectopica presentan un fenotipo antigénico similar, con marcadores tipicos
de MSC.

- Las células endometriales estromales procedentes de sangre
menstrual presentan una mayor expresion de algunos marcadores tipicos
de MSC y una reduccion significativa de CD140b, a-SM actina y CD105,

en respuesta a la decidualizacion.

- Las ceélulas endometriales ectopicas no secretan prolactina ni
alteran su morfologia ni su fenotipo en respuesta a la decidualizacion, a
diferencia de las células de endometrio eutdpico de donantes sanas y de
pacientes con endometriosis.

- Las células endometriales estromales ectopicas y eutdpicas de
pacientes con endometriosis son resistentes a la induccion de apoptosis
durante la decidualizacion in vitro con progesterona y AMPc.

- Las ceélulas endometriales estromales decidualizadas secretan
factores inhibidores de la migracion para las propias células
endometriales, con independencia de su origen, y para células tumorales,
siendo menor la capacidad de las células ectdpicas para la secrecion de
dichos factores.

- Las células endometriales estromales ectdpicas manifiestan
mayor capacidad de migracion en condiciones en que la motilidad se

encuentra parcialmente limitada.
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