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ALTERACIONES INMUNOLOGECAS EN ENDOMETRIOSIES

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La endometriosis ¢s una enfermedad cavacterizada por dolor pélvico, dismenoriea e

infertilidad. Actualmente l endometriosis salo puede ser dinguosticada por medio de
procedimientos invasivos como laparoscopia. Bl diagudstico  defiitive se hace por
viswalizacion y biopsia del t¢jido sin cmbargo, ¢l adecnado diagndstico se ve afectada por
multiples factores por lo que es imperativo utifizar algim metodo diagnostico no invasivo,
mids prictico, no riesgaso y econdmico,
La lipotesis de que la inmunidad se encuentra alterada en la endometriosis se encuentra
propuesta por diferentes autores en diversos estudios proponiendo que 3 imnunidad
humoral como la celular se encuentran alteradas y son incapices de reaccionar al endomelrio
ectdpico ¢ incluso favorecen su desarrollo,

Aun existe controversia tanto eu fa existencia de verdadera afectacion del sistema
e, como en los mecanismos que operan cu la fisiopatogenia de la enfermedad, Factores
innmnologicos pueden causar csterilidad en mujeres con endomelridsis por medio de
sensibilizacion a los antigenos endometriales, como parte de una respuesta a inflamatoria a la
menstruacion retrograda y ciclica de los implantes endometriosicos intraperitoneales. Esto
puede resultar en produccion de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos endometriales,
Estos amticuerpos yreden interactuar con endometrio normal o eutdpico ¢ interferir con la
implantacion temprana del embrion,

A pesar de que diferentes estudios ya hav sido realizados con este enfoque, aun fajta

agregar mas evidencia experimental que permita integrar el necanismo de daiio.
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JUSTIFICACION .-

Las razones principales para investigar en esta area se basan en la necesidad de
cutender mejor los mecanismos inmmolagicos que participan en Iy endometriosis. Fa esta
fase inicial se pretende identificar la presencia de anticuerpos divigidos contra conponentes
del endometrio umano presentes tanto en ¢l microambicnte peritoncal como en Il
circnlacion sanguinea periférica de mujeres con diagnastico de endometriosis y clasificadas
de acuerdo al estado clinico definido por laparoscopia en base a la clasilicacion de Ia

Amcrican Fertility Society.

Una razon mas de este estudio es el de orientarse hacia la propuesta de valorar un
método  diagnostico para endometriosis alterno a los existentes. Y que si bien ya hay
estudios publicados al respecto, la validacion de la metodologia diagnéstica amn se encuentra
en controversia asi como la identificacion de alguna proteina endometrial antigénica
especifica para la determinacion del padecimiento con precision y obviamente a bajo costo y

ricsgo jtara la paciente.

[



ALTERACIONES INMUNOLOGICAS EN ENDOMETRIOSIS

ANTECEDENTES,-

FACTORES INMUNOLOGICOS HUMORALES EN LA ENDOMETRIOSES .-

La endametriosis es una enfermedad multifactorial. Ya Sampson en su teorin de la
menstruacian retrograda desde 1940 supiere efectos mecdnicos y anatdmicos (1), y ef efecto
preventivo y de disminucion ariginado por ol cibarazo no fué sorprendente en base a los
fundamentos previos,

Parece ser, que la menstruacian retrograda acurre por lo mentos en un 90% de las mujercs
(2), o cual es mucho mas frecuente que Ia endometriosis. Surge ia interropante ahora de
cuales son las circnnstancias que pueden favoreeer el desarrallo de 1a endometiiosis. A
traves de los aiios fa literatura revela ln presencia de explosion de publicaciones sobre la
respuaesta delt buésped al endometrio ectopico; basta imencionar que en una revision de 1976
a 1982 se registran 7 publicaciones con respecto a inmunidad y endometriosis, comparado
con 34 en el periodo de 1983 & 1987, y 57 de 1988 a septiciubre de 1992. La biisqueda de
companentes de fa respuesta det huesped a fa enfermedad comprende todos los aspectos de
la imunidad: innata y adquirida, celular y humoral. Ademas de todo el arsenal para respuesta
det huésped, los factores como tiempo (época en la vida reproductiva, fase del ciclo

menstrual) y espacio, (en el utero versus cavidad peiritoneal, ¢l utero como sitio de

predileccion) necesitan ser considerados.

MECANISMOS INMUNOLOGICOS GENERALES -

La fimcion protectosa del sisterua immme (Latin “inwnunis” derivado de liberacion
i

defensa contra agentes nocivos enddgenos y exogenos, lo cual incluye invasorcs
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intracelulares y extracelulares como vitus, bacterias, hangos y protozoarios o pardsitos, asi
como sus productos cono san las toxinas bacterianas. De igual manera estamos protegidos
por la vigilaucia inmumologica, esto es, el reconocimionto y eliminacion de  células
aberrantes, par prevenir neaplasias.

Los evertos que vodean la respuesta inmune son excesivamente ebmplejos . La respuesta
inicial se Hleva a cabo por ef sistema inmune innato, proporcionando defensas mas o menos
especilicas que no requieren exposician previa a fos antigenos; en of sentido mas amplio,
inchuye barreras anatomicas, flora bacteriana fisioldgica y secrecibnes mucosas, como la
lisosima, Otras contribuciones son los componentes plasmaticos como el complemento, una
familia de proteinas que conduce a una cascada de reacciones resultante en fagocitosis y
citolisis bacteriana. También se encuentran invohicrados la proteina C reactiva y el interferon
que interactia con las células asesinas naturales (NK) y células de limpieza como los
fagocitos polimorfouucleares y macrofagos para la eliminacion de apentes indeseables
propios y no propios. La inflamacién y {a destruccidn tisular que suceden este proceso
resulta en la liberacion de gran nimero de mediadores quintiotacticos solubles y citocinas,
estableciendo el escenario para la induccion de immunidad especifica. Las células
volucradas son los macrofagos y otras células presentadoras de antigenos, los linfocitos B
y linfocitos T, Las células B producen gran variedad de auticuerpos con diferente estructura,
distribucion tisular y actividad biologica. Cada célula y su progenic secretan utta sola especie
de anticuerpos cuya especificidad por wiién uo cambia. Los anticuerpos cumplen con
diversas funcioses, p. ¢j. uniendose a sus blancos antigénicos ( epitopes), pueden originar
aglutinacion de invasores extrafios, seutralizacion de toxinas y bloqueo de sitios con
actividad bioldgica eu moléculas blanco. Los anticuerpos también favorecen la fagocitosis de
células procariotes y cucariotes en forua mdependiente o en conjunto con el complemento
(opsonizacion) Finalmente son necesarios para la citotoxicidad mediadas por células

anticuerpo-dependientes (ADCC) en conjunto con las células killer NK y citotdxicas.



ALTERACIONES INMUNOLOGECAS EN ENDOMETRIOSES

Las células T tienen funciones como efectoras vy regnladoras. Eliminan células blanco
especificas por medio de un mecanismo citolitico (Te, cftula T citotoxica). También
suprimen (Ts, céhila T supresora) y prowmeve (Th, célula T cooperadora) respuestas
inmunes a través de interacciones con linfocitos vy células accesorias. Las células T se
encuentran involucradas en la inmunidad antiviral, ast como en la veaccidn huesped contra
injerto con sit consecuencia, el rechazo alinjerto,

La caracteristica de la respuesta inmune especifiva o adquirida cs el fendmeno de memotia.
¢l cual con frecuencia perdura toda fa vida. Una vez que los linfocitos han sido sensibilizados
por la exposicion a i antigeno, un nuevo encuentro resulta en una respuesta nucho mas
ripida y de mayor amplitnd y especificidad, frecuentemente previniendo la enfermedad

clinica. Lo anterior fundamenta las bases de la vaamacion.

FACTORES INMUNES EN EL ESTABLECIMIENTO DE LA ENDOMETRIOSIS -

La endometriosis to es un fendomeno Gnico de fa especie humana. Puede ser inducida
experimentalernente en gran nimero de modelos animales (3), aungue el deterioro de 1a
capacidad reproductiva 1o es universal. En el conejo por cjemplo, la reproduccitn no parece
estar comprometida (4,5) Los primates proveen una inejor comparacion para la situacion en
humanos, ol grado de haberse descrito casos espontaneos en monos (6). En humanos, la
incidencia de menstruacion retrdgrada ha sido estimada en un 90% o mas (2; 7) pero solo
del 1%al 7% de 1a poblacion femenina se piensa que sufie de endometriosis (8). Ademids de
los factores mechnicos, los eventos imnunobigicos pueden contribuir al desarrollo de Ia
endometriosis. f.a tendencia hacia cierto patron de disfuncion mmunologica pude disceruirse
de In fiteratura: parece haber respuesta innwine huntoral incrementada asi como activacion de
macrofagos, y disminucion de la reactividad de las células T, Este patron amgue no es

universal  (9), fué descrito par primera vez por Startseva (10), quicn reportd reactividad
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incrementada de las células B y disminucion de In respuesta de Ias células T en mujeres con
adenomiosis y endometriosis. Diversos autores también han descrito cambios en las
poblaciones de leucocitos peritoncales en pacientes con endontetriasis y pacicntes con
esterilidad ( 11). Dmowski y cols (12) notaron alteracion de la funcidn de la célula T. Parece
existir supresion citotoxica del estroma endometrial mediada por linfocitos (13).

Mathur y cols (14) notaron concentracian clevada de amtoanticnerpos (IgG. IgA) contra
tgjido ovarico y endometrio, incluyendo granulosa y célulns de fa teca, en el suero de las
pacientes con endometriosis, pera no en las controles nonales. Saifuddin y cols definieron
la presencia de antoanticuerpos hacia el epitelio endometrial, en ¢l estroma de mujeres con
cudametriosis (15).

Existen nuiltiples estudios de autoanticuerpos en endometriosis (16, 17.18), en donde por lo
menos un estudio no pudo demostrar Ia presencia de anticuerpos anticndometriales (19). En
investigaciones subsecuentes de esta controversia, Wild y cols, (1992) seiialaron ciertas
herramientas metodologicas que pueden afectar la capacidad de estos anticuerpos utilizando
inmmofluorescencia  indirecta.  La  presencia  de  anticuerpos  antiendometriales  en
endometriosis parece estar adecuadamente establecida, y de hecho su asociacion se l
propuesta como método diagnostico junto con otro marcador , Ca-125 (20-21)

Gleicher y su grupo investigaron a pacientes con endometriosis para la bisqueda de 16
auloanticuerpos, y percibieron que sus datos apayaban el concepto de activacion policlonal,
una “caracteristica clisica de la enfermednd autoinmune" y comprendicron que In
endometriosis podia ser una enfermedad autoinmune, En este comtexto tampoco cs
despreciable que tanto el danazol como los agonistas de Jn hormoua liberadora de
gonadotropinas (GnRH) son efectivos en el tratamiento de la endometriosis, aunque un
estudio encontré que solo ¢l danazol ticne capacidad de suprimir las concentraciones de
autoanticuerpos  (22) y existen indicios de que el danazol tiene propicdades

innumosupersoras semejantes a las de los corticoesteroides. Por otro lado, Kennedy y cols
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cucontraron que tanto el danazol como la nafareling fucron cfectivos en suprimir
autoanticnerpos antiendometriales y la enfermedad activa (23).

Existen aun interrogantes sin contestar. (Es coincidencia la presencia de estos anticuepos
cott wn sindrome autoinnine generalizado?.  Facilitan el escape de endometrio ectopica por
medio de destiuccion mediada por células-T, quizas bloqueando  sitios  antigénicos
requeridos para recanocimiento de Jas células T citotoxicas o T cooperadoras?. O son
consccuencia de una respuesta innune degenerada en donde ol endometrio ectopico en lugar
de degenerar sin reconocimiento innme, es procesado por macréfigos y otras células
presentadoras de antigenas en una respuesta  inmune generalizada que conduce a
produccian de anticuerpos 7. Halme y colaboradores demostraron que existen camthio
ciclicos en la actividad macrofagica en los ciclos menstruales de mujeres normales y de
aquelias con endometriasis. La produccion de factores de crecimiento por macrofagos se
encuentra mas acentuada en la endiometriosis, wnt factor potencial para la manutencion de
endomietrio ectépico. Algunos de estos fiactores de crecimiento que incluyen factor de
crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), pueden promover la proliferacion de estroma
endometrial in vitro demostraron que el danazol y la busereling suprimen la densidad de
teceptores para factores de crecimiento (EGF), estrogénicos y de progesterona en
endometrio ectdpico y eutépico.

La actividad NK tmubién se encuentra alterada en la endometriosis. La actividad de NK en
sangre periférica y liguido peritoneal en ensayos ya estandarizados (células K562 ) y en
contra de células endometriales homélogas se encuentra disminuida en la endometriosis.
Badaway y cols (1987) demostro no solo un incremento en células T y B en liquido
peritoncal, sino que también preponderancia de células T cooperadoras, que apoyan Ia
nocion de disfimcion reguladora en respuesta 8, o como causa de , endometrio
intraperitaneal. Una citacina que indudablemente contribuye significativamente en la
patologia de la endometriosis es la Interleucina -6 (1L-6). Esta es una citocina

nmltifuncional, que involucra una gran variedad de procesns neaplasicos (24). La
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interlaucina 11.-6 esta presente en altas concentraciones en pacientes con adherencias

pélvicas no atribuibles & endometriosis.
EL SISTEMA INMUNE 1IN ENDOMETRIOSIS:, DETERIORA LA FERTILIDAD?

Parcce ser que la capacidad reproductiva se encuentra alterada aun en casos de
endometridsis minima, cuando no existe compromiso mecanico aparente, La causa de esto
puede ser muiltiple: una disfuncion ovulatoria oculta, condicionada por un ambicnte
houmonal hiperprolactinémico en ocasiones observido con la consecuente disminucion de
gonadotropinas en sangre, un tamaiio folicular mas pequenio, niveles liormonales mas bajos
de estradiol, hormona luteinizante o de progesterona, fase lntea inadecuada . La activacion
de macrofagos se acompaiia de incremento en la fagocitosis de esperma, aunque los
anticuerpos antiesperma no necesarinmente sc incrementan, y el liquido peritoneal de
mujeres con endometriosis no parecen dafiar la motilidad espermdtica in vitra liquido
peritoneal de pacientes con endometriosis disminuye la capacidad de union espermitica a la
zona pelicida in vitro (25). La liberacion de proteasas, factor de necrosis tamoral alfa (TNF
a) y otros productos macrofigicos mediadores de la respuesta inflamatoria como
prostaglandittas o fibronectina (26), ademis de su papel probable como promotores de la
formacion de adlierencias peritoncales y esterilidad de causa mecdnica, puede existir
toxicidad hacia los gametos de cualquier sexo o que afectan adversamente el medio en que
interaccionan.

Fakih y cols (1987) y Uda e Umesaki (1991) han demostrado la asociacion entre
endometriosis y la producccion de IL-1, y un mediador inflamatorio producida por los
macrofagos. Se ha descubierto que lIa IL-linterfiere 1a interaccion ovalo espermatozoide y es
toxica a embriones in vitro (Sueldo y cols, 1990, Taketani y cols, 1992) Taketani y cols,
encontraron que los niveles de 1L-1 y TNF se encontraban elevados en pacientes con

endometriosis, y muy bajos en pacientes con endometriosis posterior al tratamiento con
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danazol o busereling. La influencia exacta de -1 sobre endometrio eutdpico y ectopico es
incienta, s¢ ha demostrado que la [L-1 inhibe el crecimiemo de céluilas de estroma
endometrial in vitro. Halme especifica que cf antagonista del receptor de fa 1L-1 (11- Ira),
(e se encaentra narmalmente presente en el epitelio glandatlar del endometrio, se encuentra

ausente et el tejido endometrial ectopico.

El complemento, un sistema de enzimas citoliticas y quimiotaxicns que interactua con
linfacitos y céhlas presentadoras de antigenos , también se encuentra incrementado en
cndometriosis, y sus niveles parccen correlacionarse iversamente con la oportunidad de
lograr embarazo. Estudios realizados por Issacson y colaboradores sugieren que el
endometrio cctopico por si solo puede ser fuente de por lo menos un componente del
complemento, C3. También es sabido que el complemento es quimiotictico para los
linfocitos y macrafagos y que puede contribuir al ambiente hostil que daiia en la

endometriosis.

ANTICUERPOS ANTIENDOMETRIALLS. -

Weed y Arquembourg (1980) emiticron como hipotesis que el endonietrio ectdpico puede
actuar como gatillo para inducir una respucsta inmune que resulte en esterilidad. Basaron
esta hipotesis en el hallazgo de deposito del componente C3 del complemento sobre las
cllulas de recubrimicnto epitelial de las glandulas endometriales de pacientes con
endometriosis. Ademas, los componentes del complemento C3 y C4 fueron encontrados en
valores mas elevados en suero y liguido peritoneal de pacientes con endometriosis que en los
controles (Badaway y cols, 1984). Lo anterior no pudo ser confirmado por otros
autores.Numerosos reportes se concentraron en el papel del sistema innmune en el desarrollo

de la enfermedad, sobre la esterilidad observada en pacientes con endometriosis y en los
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métodos no invasivos de ln eufermedad. Las principales weas de interes tueron la
demostracion de inmunoglobulinas y factores del camplemeita en endametrio y en los
implantes endometriosicos, Jos niveles de factores inmmmaldgicos noe especificas en suera v
liguido peritoneal, y la demostracian de anticuerpos especificos antiendametriales on sucro y

liguido peritaneal para ser utilizados como marcadores de la enfermedad.

ANTICUERPOS ANTIENDOMETRIALES SERICOS.-

Para evaluar Ja utilidad de fos anticuerpas antiendometsiales en suero como herramientas de
dingnostico para endometriosis, necesitamos conocer la sensibilidad y especitividad de fa
prucha. La posibilidad de valares predictivos positivos y negativos nos permitird estimar el
valor de la prucba para estudiar al paciente en forma individual, y comparar las pracbas en
este aspecto,

Mathur y cols, (1982), atilizando una pruelia de hemaghitinacion pasiva, en extractos
antigénicos d¢ endometrio de mujeres con ciclos menstruales normales, encontraron un
titnlo pasitivo de anticuerpos (media de el control +28D) en la mayotia de los pacientes con
endometriosis. La prueba tiene una sensibilidad de 84% y una especificidad de 100%. Wild y
Shivers (1985) compararon 35 mujeres dstetiles con endometriosis con 8 mujeres esteriles
sin la enfermedad( ensayo de inmunofluorescencia indirecta en tejido endometrial congelado
de controles sin la enfermedad) y encontraron una sensibilidad de 71% y vma especificidad
de 50%. Extendiendo el grupo control para incluir pacientes estériles y no estériles, la
seusibilidad se transformo en 71% y Ia especificidad en 87%. Chihal y colaboradores (1986),
utilizando hemaglutinacion pasiva contra extractos antigénicos de tejido endumetrinl noymal
en pacientes con endometriosis y controles fértiles sin la enfeymedad, encontré sensibilidad
de 74% y especificidad de 100%. Meck y cols (1988) utilizo innunodifusion de Oucliteriony

y compard 20 pacientes con endometiiosis y 20 pacientes control sin la enfennedad.

10
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Encontraron sensibilidad del 75% y especificidad de 90% Wild y cols (1991) reportaron con
el uso de innmnollnorescencia indirecta, una manera semicuantitativa de investigar el
contenido de anticuerpos antiendometrio, en wn gran grapo de pacientes: 72 casos y 21
controles. Encontrando una sensibilidad de 85% y especificidad de 67% Los antigenos
utiizados en esta prucba fucron ¢pitelio monoestratificado de fa linea del carcinona
cudometrial. La tabla 1 muestra os resultados de estudios realizados en suero con busqueda

de anticuerpos antiendometrindes.

TABLA 1. Confiabilidad de los anticuerpos antiendometriales para ¢l dingnostico de
endometriosis.

valor predictivo

Referencia Sensibilidad  Especificidad Positiva Negativa
Chihal (1986) 0.74 1.00 o 0.26
Mecek (1988) 0.75 0.90 7.50 0.28
Wild (1991) 0.83 0.79 3.95 0.22
Wild (19910) 0.85 0.67 2.0 0.22

Aunque la seusibilidad epidemiologica de los estudios de anticuerpos antiendometriales en
suero como herramientas para endometriosis sobrepasa a la determinacion de CA-125, no
satisface ef criterio para considerarse como método de seleccion, La naturafeza de los radios
indica que fa mayor aplicacion clinica de estas pruebas en un futuro puede ser el estimar la
naturaleza de la enfernimedad en el paciente en forma individnal, especialinente en los centros
de referencia terciaria. Debe tomarse en cuenta de cualquier manera , que las técnicas
utilizadas son de uaturaleza subjetiva, semicuantitativa o solo cualitativa, A pesar de ello I

deterniinacion de anticuerpos endometriales ha sido propuesta no solo como marcador de la
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enfermedad en procedimientos de screening, y como  marcadores de  resultado de

tratamientos v recurvencia.

ANTICUERPOS ANTIENDOMETRIALES DEL LIQUIDO PERITONIAL.-

Halme y Mathur (1987) utifizaron un ensayo de aglutinacion pasiva para docunientar
los anticuerpos anticndometriales en el liguido peritoneal de 22 pacientes y 22 controles.
Encontrando una sensibilidad de 23% y una especificidad de 90%. MeeK y cols (1988)

utilizanda imnwmodifusion de Qutcherlony ¢ncontraron una sensibilidad de 75% y uma

especificidad de 90%.

De los estudios comentados con anterioridad parece ser que los anticuerpos
antiendometriales son mas comines en ¢l suero de mujeres con endometriosis gue en los
sueros contral. No hubo relacion entre los titulos de anticuerpos y la severidad de la
enfermedad . a naturaleza autoimmune de este padecimiento es apoyada por la deficiencia de
la inmunidad medinda por células comprobada en estas pacientes ( Dmowsky y cols, 1981,
Qosterlynck y cols 1991; Vigano y cols, 1991) y la activacion policlonal de las eélulas B
sugerida por Gleicher y cols (1987).

Aun quedan problemas que resolver, antes que un ensayo para anticucrpos antiendometriales
pueda ser desarrollado. En primer lugar, e antigeno contra el cual los anticuerpos
especificos antiendometriales estd dirigido no se conoce, aunque el lugar exacto en las
glandulas ha sido determinado por inmunohistoquimica (Kennedy y cols, 1990l). Un estudio
anterior de Saifuddin y cols (1983) utilizando immunofluorescencia en endometrio fijado ha
demostrado wn incremento en la tincion epitelial para 1gG en pacientes con endometriasis,
sugiriendo que la mujer con endometriosis desarrolla amicuerpos contra un antigeno del
epitelio endometrial.. Wild y cols (1987) demostraron par immunofluorescencia directa cn

preparaciones aisladas glandulares que la union del amicuerpo ocurre principalinente en el
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citoplasma de las glandulas eadometriales. Mathur y cols (1988) utilizavon andlisls con
Western blot para estudiar los patrones de peso malecular de los antigenos endometiales.
Coucluyeran que la antoinmbunidad endometvial humoral y local es divigida hacia antigenos
con pesos moleculares entre 26000 y 34000, En el nltimo estudio los antipenos
endometriales se obtuvieron del endometiio de dos mujeres ertiles sometidas a
histerectomia. Garza y cols (1991) demostraron diferencias antigénicas entre ol endometrio
de pacientes con y sin endometridsis, Lo anterior tiene concecuencias para of desarollo de
un ensiyo de antivuerpos endometriales. El sepundo problema es que los autoanticuerpos no
pueden producirse en un nodelo amimal. Tercero, Ia inmunidad no puede ser producida en
un modelo animal por el antigeno. De ahi que las tres condiciones mayores para establecer a
Ia endometriosis como una enfermedad autoinnmne no se encaentran establecidos. Ademds
los anticuerpos antiendometriosis disminuyen con la severidad de Ia enfermedad.

Otro problema mayor es la antigenicidad del endometrio. En otras palabras, por que los
anticuerpos contra un antigeno propio las glandulas endometriales se desarrallan? Se

sugicren las siguientes posibilidades.

1) La menstruacion retrograda predispone a una enfermedad autoinmune en nwjeres
suceptibles genéticamente. Una predisposicion genética supuestamente conduce a una
reactividad anarmal contra sntigenos propios. Estudios en diferencias de HLA entre

pacieutes con y sin endometriosis no fueron suficientes para sostener dicha diferencia.

2) Una disminucion en Ia actividad de las células T supresoras en mujeres con endometriosis
comparadas con mujeres sin fa enfermedad que se ha sugerido conduce a un anmento en

Ia respuesta de anticuerpos mtiendometriales,

3) Los antigenos de Ias pacicutes cou endometriosis son difereutes a bs e las pacientes sin

fa enferniedad.
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4) El endometrio fucra de Ia cavidad wiering es un antigeno was potente que ¢l endometriv

dentro del utero .

5) Los anticuerpos desarrollan una reaccion cruzada en ¢l endametrio de antigenas

presentes en infecciones por virus o bacterias durante una infeceidn activa temprana .
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MATERIAL Y METODOS.-

UNIVERSO Y MUESTRA .-

Pacientes pertenecientes a 1a clinica de esterilidad del INPer detectadas durante ¢l periodo
comprendido entre 01 de Noviembre de 1994 al 01 de Noviembre de 1995 sometidas a
laparoseopia diagndstica como protocolo de estudio y en las que se realizo diagndstico de

endometridsis,

Pacientes provenientes de ta misia clinica de esterilidad en las que se realizo laparoscopia

diagnostica y en las que no se defina una causa especifica de esterilidad.
CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION DE LOS PARTICIPANTILS. -
CRITERIOS DE INCLUSION.-
GRUPO 1. MUJERES CON ESTERILIDAD Y ENDOMETRIOSIS.
I.Pacientes con diagnostico de esterilidad en estudio, con edad entre 25 y 35 aios, con
indicacion de laparoscopia disguostica y en las que se establesca ol diagnostico de
endometriosis deacuerdo a fos siguientes criterios:
1.1) Clasificada deacuerdo al criterio laparoscopico de la Anierican Fertility Saciety.
1.2) Valorada y clasificada en estadio clinico laparoscopco mediante videolaparoscopia

confirmada por al menos tres diferentes medicos especialistas.

1.3} Endometiiosts confirmada por biopsia de lesiones y estudio histopatologico.
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1.4) Aquellas en las que la toma de liquido peritoneal libre en cavidad y muestra de sangre

periférica fué positile.

GRUPO 2. MUJERLS CON ESTERILIDAD SIN ENDOMIETRIOSIS.

1.- Pacicntes con diagnostico de esterilidad en estudio con edades entre 25 v 35 aftos .

2.- Fn s que se realice laparoscopia diagndstica.

CRITERIOS DE EXCLUSION.-

1. Pacientes con diagndstico previo de endometrigsis la cual haila sido tratada medicamente

0 quintrgicanente.

2. Paciente con diagndstico de enfermedad inflamatoria pélvica durante a laparoscopi

diagnostica para estudio de su esterilidad.

UNIDADES DE OBSERVACION .-

Et grupo experimental comprendio los lignidos peritoneales y sangre periférica de todas las
pacientes. Investigando la preseicia de anticuerpos antiendowetriales especificos y
tentativamente comparac fa presencia o la ausencia de los mismos,

La observacian de patrones de bandas entre diferentes muesiras se comparé para resaltar las

diferencias entre los 4 grupos de pacientes que proporcionaron los biotdgicos.
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INSTRUMENTOS Y CONTROLES DI CALIDAD -

MUESTRAS BIOLOGICAS.- Se colecturon entre 5y 10 mi de liquido peritoneal durante
las laparoscopias de cada uno de los grupas delinidos. Simultancamente se toman 5wl de
stigre venosa con anticuagulante y se separd el plasma. Las muestras fueron alicuotndas y

alimacenadas a -20° C hasta su analisls.

1.-OBTENCION DI ANTIGENOS ENDOMETRIALES.-
Se utilizaron como fuente de antigenos estractos de biopsias de endometrio,
utilizando remanentes de biopsias de endometrio realizadas a pacientes en estudio de

esterilidad y en las que no se encuentre alteracion local,

Una vez obtenido, el tejido es lavado exhaustivamente con solucion salina isotonica

para climinar la sangre,

Las biopsias obtenidas se homogenizan mecinicamente empleando un disgregador (Politron
Ins.) en solucion amortiguadora de Tris 0.05M, Na C10.15M, Triton X-10¢ 0.1% pH 7.4.
L.a suspension obtenida se centrifuga a 10,000 r,p,m durante 10 mimtos.

Se descarta el precipitado y se utiliza la fase soluble,
2.- CUANTIFICACION DE PROTEINAS .-
Se determing la concentracion de proteinas presentes en la fase soluble mediante la

téenica de Bradford, 1a cual emplea como reactive color azul de coomasie al 0.01% usando

como recta de calibracion atbimina bovina sérica.
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3.- SEPARACION DE PROTEINAS ENDOMETRIALES POR ELECTROFORESIS
VERTICAL EN GELES DISCONTINUOS DE ACRILAMIDA .-

Se realizo uma mezela de 5 extraccidnes de proteinas dei endometsio para utilizarse camo
antigeno en la busqueda de autoanticuerpos dirigidos especialmente a celuias del epitelio
endometrial,

Asi mismo se realizo la separacion electroforética de las diversas concentraciones de
proteinas endometriales para definir la cantidad optima a emplear, tomando como criterio la
identificaci'on del méximo nimero de bandas protéicas mediante tincion del gel con solucion
de azul de Coomasie. Y la determinacion de los pesos moleculares de las bandas proteicas

endometriales, se llevo a cabo medinnte comparacion con marcadores de peso molecular:

MARCADOR PESO MOLECULAR (PM) (Kilo Daltones)
1.~ Lisozima 15,400 KD

2.- Beta-lactoglobuling ( 18,300 KD

3.- Anhidrégeno Carbénico 24,000 KD

4.- Ovoalhumina 45,500 KD

5.- Albumina bovina 74,250 KD

6.- Fosforilasa B 97,400 KD

7.- Miosina 214,200 KD
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IDENTIFICACION  DE - ANTICUERPOS  DIRIGIDOS - CONTRA - ENDOMETRIO
PRESENTES EN LIQUIDO PERITONEAL Y SANGRE PERIFERICA.

Se wilizaron nwestras provenieates de S omujeres om nteitilidad idiopatica, 10 con
endometyiasis y 5 nornwales. La identificacian de fos autoanticuerpos se vealizo por medio

de fa téenica de Westem-Blot.

Se utilizo fa concentracion de 30.0 microgramos por pozo para correr las proteinas de
cunbpuiern de los extractos de poliscrilamida con SDS (PAGE). Utilizando el sistema
discontinuo propuesto por Lacrowmdi en condiciones yeductoras. (10).

Las proteinas separadas en Page fucron transferidas electroforéticamente a membranas
Tnumobilon - P (Millpore, Bedtord, Ma).

Con objete de revelar In presencia de anticwerpos divigidos contra componentes de
endometrio, se utilizo un sistema temario de captura de anticuerpo en fase solida. Bl sistema
de anticuerpo primario en este sistema esti contenido en el Hquido peritoneal y plasma de las
pacientes y que reconoceri algimo de los componentes de los extractos de endometiio
separados por electroforésis.La deteccion de estos anticuerpos se realizd  utilizando
anticuespos polivalentes biotinflados dirigidos contsa 1gG (Sigma Chemical Co.).

Estos sepundos anticuerpos a su vez fueron reconocidos por complejos avidina-peroxidasa
que reacciona a diaminobenziding generando color,

Tanta la intensidad como Ia posicion relativa de Ias bandas reconocidas por los anticuerpos

se comparan entre grupos utilizando un sistema de anilisis de imagenes por densitometria
(Fotodyne, W),
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RESULTADOS.-

Identificamos por medio de electroforésis en gel de acrilamida al 15 y 10%. las proteinas
separadas por carga eléetiica y peso molecular, encontrandu seis valores (carriles 2 a1 7),

conparando con mareadores de peso moleenlar conacidos (caril 1)

Fig. 1

Para la interpretacion de los resultados debemos observay la presencia de bandas con
un patron de color revelado al interaccionar el complejo avidina peroxidasa con el
antoanticucrpo polivalente biotinilado contra IgG, lo cual significa fa presencia de una banda
color cafe sobre la membrana donde los antomuticuerpus estain uniendase a fa proteina
endometrial que reconocen como antigeno, formando et compiejo de los tres anticuepos.

Si por algun motivo falta alguno de los tres anticuerpos que interaccionan, no cs

posible que aparezea la banda excepto que esté apareciendo reaccion cruzada o inespecifica,
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Fig. 2.
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5a7 ¢  Esterilidad sin endometriosis

89,10 «  Endometriosis (8=I, 9=1l, 10=111)

Observando las columnas que se presentan en el anlisis de Western Blot de plasma de
sangre periférics, a una dilucion 1:100, como primer anticuerpo contra los marcadores de

peso molecular, podemos observar los resultados tomando en cucnta las colummnas como se

enuncian,
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Fig. 3
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Del mismo modo se observa Ia distribueion observada de coloracion en el analisis del liquido

peritoneal (LP) como priner anticuerpo a una dilucion de 1:20 con la misma distribucion y

orden del origen de las nuestras.

Las figuras anteriormente descritas demuestran un patron de distribucion de bandas en

ambas membranas ( SP y LP), el cual es el mismo sugitiendo que Ia presencia de

autoanticuerpos fucran contra las mismas moléculas proteicas endowmetriales, tunto en

liquido peritoneal como en sangre periférica, y a su vez en los tres grupos de pacientes. Lo

anterior Hama grandemente la atencion por lo que se decide investigar si es que se trata de

un artefacto metodolégico o bien se corrobora el hallazgo.
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P ——— N

CARRILES 1 ¢ 10
Carril.

la8 <  Conscgundo anticuerpo.
9 <& Sinseguado anticuerpo.
10 < Consecgundo y sin tercer anticuerpo Biotiuilado,
Lin esta imagen se corren el experimento segiun ya ha sido descrito, sin adicionar el liquido
peritoneal o la sangre periférica, que corresponden al primer auticuerpo en anbos casos silo
s¢ adiciona el segundo anticuerpo de los colummas 1 a la 8, en Ia novena no se adicioua este
altimo, y en ¢l 10 se adiciona ¢l 20, pero no el er anticuerpo biotinilado. Los carriles I a 8

corresponden a ;

COLUMNA MUESTRA CORRESPONDIENTE

ly2 < Estracto de endometrio 1

jyd istracto de endometrio 2
5y6 <  Estracto de endometrio 3
7y8 ¢ Estracto de endometrio 4

El experimento anterior deterniina que es el segundo anticuerpo ( anti IgG humana)

¢l que manifiesta una reaccion cruzada es decir que se encuentra reconociendo estructuras
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proteivas presentes en ¢l endometrio que tienen cierta similitud o parecido con las
estructuras antigénicas de fa inmunoglobulinn G humana,

Como posibilidad vale Ia pena mencionar que es probable fa contaminueion de tejido
endometrial con saugre peritérica que contiene immnoglobutinas durante su extraccion, pero
ya que se realiza un lavado exhanstivo asi comw una diseccion cuidadosa de las muestras

esta posibilidad quedn descartnda.

A
"mARER "
Fig. 5. BN -5 B - o™ 40

Columna 1 & | mg/pozo

Colummna 2 ¢ 5 mg/pozo

Columna 3 ¢» 10mg/pozo

Cnhixmm 4 ¢ 15mg/pozo ——
Colunma 5 < 20 mg/pozo.

Columna 6 <> 30mg/pozo

Colummna 7 <> 30 mg/pozo (sin 2° anticuerpo)

Con la finalidad de investigar el fendmeno de reaccion cruzada entre el segundo anticuerpo y
las proteinas endometsiales, se realiza otro experimento. El auterior consiste en que se
aumenta paulatinamente la concentracion de proteinas proveniente del endometrio,
aumentando Ja intensidad de la coloracion de la reaccion segiin la cantidad de proteinas. No

asi en la colunna donde no se adiciond el segundo anticuerpo,

M
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Fig. ©.

Finalmente se realiza una ultinm reaccion wtilizando ahora como primer anticuerpo
uno del tipo monoclonal contra IgG humana, (camiles 1-3). Un anticuerpo policlonal contra
la exraccion de proteinas de endometrio No 1 (camiles 4-6); y utitizando el policlonal contra
estracto de proteinas No. 2 (carril 7).

Con lo anterior corroboramos que es un artefacto lo que estamos encontrando o bien
dependiento del tipo de segundo anticuerpo que utilicemos es posible obtencr un patron de

bandas determinado.

25



ALTERACIONLS INMUNOLOGICAS PN ENDOMETRIOSIS

DISCUSION.-

El papel de Ja respuesta inmune en I fisigpatologia de la entermedad consiste principatmente
en uma accion facilitadora dependiente de una actividad citataxicn suprimida mediada por
tinfacitos, y a la vez facilitadora por la wisma deficiencia en dicho sistema con fo cual se
abservi tolerancia de endometrio ectdpica.

En nuestras manos no fué posible observar bandas al wtilizar ¢ anticuerpo monoclonal
contra IgG humana, haciendo mencion de antemano que ¢s wa anticverpo de ution muy
sclectiva y de poca afinidad. Por lo tanto no fite posible la identificacion de anticuerpos
antiendomeniales. Il por que de este hallazgo puede tener diversas explicacidues,

El motivo de no haber podido identificar la presencia de antoanticuerpos puede ser
debido a fallas en el wétodo, lo cual es poca probaitle puesto que fa especificidad y
sensibilidad del Wester Blot son de las més altas conocidas. Y a su vez atros antores con el
wisno método han demostrado ta preseucia de anticuerpos auticndometrio,

En este estudio encontramos veactividad a proteinas endometriales, de hecho
idénticas a las reportadas en la literatura. Sin embarga estas bandas son reconocidas de
modo inespecifico, por lo tanto no son proteinns endometrinles reconocidas por
autoauticuerpos.

Otra posibilidad en cuanto a los hallzgos es que durante of proceso de extraceion de
las proteinas endometriales los autigenos de estus se desnatwralizen v las epitopes
antigéuicas se modifiguen o no sca posible identificarlas.Las bandas que se abtienen en
nuestro sistema en ausencia del primer anticuerpo (LI o 8P) se deben a nua reacion cruzada
y se descata la posibilidad de yue sea debido o contaminacion por inmunoglobulinas
provenicntes de sangre periférica.

El experimento de validacion realizado en este estdio para comoborar reacciones
cruzadas no fué wtilizade por otros autores que covuentran positividad en fa identificacion de

anticuctpos por lo cual creemos que sus resultados no son vilidos.
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Valdvia Ta pena seguir coroborando  suestro experimento con ol uso de diferentes
anticuerpos ntonoclonales con mayor especificidad para ver si es posible identificar con
exactitud hs innuneglobulinas y asi poder establecer el peso molecular y en un futuro fa

estructura cehular cantra fa cual se dirigen los anticienus encuntrados,
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