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1.1 CONCEPTOS GENERALES DE ENDOMETRIOSIS

La endometriosis es una condicion inflamatoria crénica (de larga evolucion) que
afecta al 6-10% de mujeres en edad reproductiva'. Se define por la presencia de
tejido similar al endometrio en localizaciones extrauterinas, sobre todo en el area
pélvica incluyendo ovarios, saco de Douglas, ligamento ancho, trompas de
Falopio, septo rectovaginal, ligamento redondo y superficie peritoneal, asi como
colon sigmoideo, apéndice y vejiga. En ocasiones menos frecuentes puede
presentarse en vagina, cérvix, intestino delgado, canal inguinal, ombligo, uréter.

Se han descrito casos en pericardio, pleura y diafragma'-2.

La endometriosis afecta a 50 - 60% de mujeres y adolescentes con dolor pélvico
y hasta 50% de mujeres con infertilidad**. La enfermedad se suele manifestar
entre la menarquia y la menopausia, pero también se han descrito casos en
chicas premenarquicas y recurrencias después de la menopausia’. Las lesiones
endometridésicas son hormono-dependientes y responden a cambios del ciclo
menstrual, pudiendo tener presentacion fenotipica variable como por ejemplo
lesiones de coloracion rojiza, marrones, negras, blancas, amarillas, rosas o
incluso en forma de vesiculas. Los 3 grandes tipos clinico-patolégicos son
endometriosis  superficial, quistes endometriésicos también Illamados
endometriomas y nodulos de endometriosis profunda (son aquellos que infiltran
mas de 5 mm en profundidad). A pesar de que se trata de una condicion benigna,
la endometriosis se comporta como un tumor maligno, en cuanto a su capacidad
de crecer, infiltrar y adherirse a tejidos que la rodean. Dependiendo del tiempo
de evolucion de las lesiones, estas pueden contener un grado variable de
inflamacion, hemorragia, adherencias y fibrosis.

Se trata de una enfermedad estrogeno dependiente y la manifestacion clinica es
variable, pudiendo causar dismenorrea, dispareunia, disuria y disquecia®. Las
manifestaciones clinicas abarcan un amplio espectro, encontrando desde
personas asintomaticas hasta formas severas y crénicas con sintomas dolorosos
intensos y/o infertilidad asociada, que pueden requerir varias intervenciones

quirurgicas y para las que no se consigue un tratamiento -curativo.
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Aproximadamente un tercio de las pacientes son asintomaticas. Si presentan

sintomas, el mas comun es el dolor pélvico®.

Sintomas guia de sospecha de endometriosis

1. Dolor
* Dismenorrea que no cede con el tratamiento habitual
* Dolor pélvico crénico
* Dispareunia intensa con la penetraciéon profunda

* Disquecia ciclica con o sin rectorragia
2. |Infertilidad

Figura 1. Sintomas guia de sospecha de endometriosis. Imagen adaptada de la guia de atencién
a las mujeres con endometriosis en el Sistema Nacional de Salud (SNS)’.

El dolor pélvico crénico y la infertilidad son muy comunes®’, lo que afecta
significativamente a la calidad de vida de las pacientes, pudiendo llegar a ser
incapacitante en un porcentaje relevante de mujeres afectas, ademas de
incrementar costes econdmicos en el sistema nacional de salud!®. Otros
sintomas que pueden presentar las mujeres con endometriosis son dolor
abdominal no ciclico, dolor lumbar, hematuria, rectorragia, hemoptisis, etc. La
intensidad de los sintomas no guarda obligatoriamente relacion con la extension
anatomica de la enfermedad. En general, los sintomas son mas intensos durante
el periodo menstrual, debido al aumento de mediadores inflamatorios, disfuncién
neurolégica y neuromodulacion de neuronas sensoriales periféricas estrégeno
dependiente!!. Algunos estudios han encontrado aumento de nimero de células
inflamatorias similares a macréfagos y citoquinas proinflamatorias como
interleuquina (IL)-1, IL-6 y factor de necrosis tumoral (TNF)!2. Por contrapartida,

los sintomas suelen mejorar en la menopausia y durante la gestacion.

En cuanto a la infertilidad, se cree que puede deberse a varios motivos como
presencia de adherencias, quistes ovaricos y cambios anatomicos en las
trompas. El exceso de produccion de mediadores inflamatorios también resulta
en funcion subodptima y dafio a los ovocitos y al esperma y disminuyen la
receptividad de endometrio!®. También hay estudios que demuestran una
disminucién de la reserva ovarica predicha por niveles bajos de hormona

antimilleriana (AMH) en pacientes con endometriosis'“.
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La endometriosis es una condicion médica de dificil diagndstico, ya que la
mayoria de las pacientes estan asintomaticas o presentan sintomas atipicos. El
diagndstico final hasta hace poco requeria cirugia y confirmacion histopatoldgica
de las lesiones, lo que podria conllevar retrasos en el diagndstico, que
desafortunadamente puede tardar afios. Hasta hace pocos meses, el gold
estandar para el diagnostico era la cirugia laparoscopica, que no esta exenta de
riesgos y puede conllevar una gran morbilidad e incluso mortalidad. Actualmente
no existen marcadores séricos diagnosticos de endometriosis. Pruebas de
imagen como ecografia transvaginal y resonancia magnética (RMN) son utiles

para evaluar pacientes con endometriosis y se consideran de eleccién para hacer

el diagnostico.

Figura 2. Diagnosticando endometriosis. Ecografia transvaginal con flujo Doppler muestra un
endometrioma izquierdo (panel a). RMN de pelvis femenina potenciada en T1-muestra
endometriomas bilaterales (flechas) detras del utero (asterisco; panel b) imagen caracteristica
que recibe un nombre de “kissing ovaries”. RMN pélvica mostrando endometriosis (panel c). Se
trata de un nodulo fibrotico (flecha blanca) extendiéndose a través de la fascia de mesorrecto y
grasa y estenosando la serosa del recto (asterisco). Imagen intraoperatoria de endometrioma
izquierdo roto (panel d). El liquido marréon denso que sale del quiste es el origen del nombre

caracteristico que reciben estos quistes “quiste de chocolate”. Tincion de hematoxilina-eosina de
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un corte parafinado de endometriosis profunda con células epiteliales glandulares (flechas
negras) y células del estroma (flechas amarillas; panel e) X200 aumentos. Imagen adaptada de

Zondervan KT et al ..

La ecografia transvaginal deberia ser la prueba de primera linea de evaluacion
en endometriosis. Sirve sobre todo para el diagndstico de endometriomas,
aunque en manos expertas también tiene alta sensibilidad 91% y especificad
98% para el diagnéstico de endometriosis profunda'®. La RMN también es util en
el diagndstico de endometriosis profunda, pero deberia ser prueba de segunda
linea, reservandose para casos dificiles y es de utilidad sobre todo para

diagnostico de endometriosis de intestino delgado.

1.2 ETIOPATOGENIA (TEORIAS DE ENDOMETRIOSIS)

La limitaciéon de encontrar un tratamiento médico efectivo subyace en la falta de
conocimiento de la etiopatogenia de endometriosis. Se han descrito varias
teorias acerca de la fisiopatologia de la enfermedad, siendo la de Sampson de

la menstruacion retrograda del aio 1927 la mas aceptada.

N
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Figura 3. Teorias de la patogénesis de endometriosis. Imagen adaptada de Burney RO et al.'®

Segun la teoria de Sampson'’, durante la menstruacion, los fragmentos de

endometrio pasan retrogradamente por las trompas de Falopio a la cavidad

31



peritoneal, implantandose en peritoneo y ovarios. La presencia de la enfermedad
en la pelvis se atribuye a la implantacion de fragmentos endometriales en el
epitelio peritoneal, invasion del mismo, establecimiento de aporte sanguineo,
generacion de una respuesta inmune suboptima que no lucha adecuadamente
contra los implantes, resultando en un continuo crecimiento y supervivencia de

las lesiones®

Fallopian tube

Endometrium
(3 complement
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Glutathione peroxidase
Catalase
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Figura 4. Diagrama esquematico de los eventos que ocurren en la pelvis durante la menstruacién
retrégrada y reflejo de eventos celulares y bioquimicos que estan implicados en la patogénesis
de endometriosis, EBAF=factor asociado al sangrado endometrial; HGF=factor de crecimiento
hepatocitario; VEGF=factor de crecimiento de endotelio vascular; MMP=matriz de

metaloproteinasas; TIMP=inhibidor tisular de metaloproteinasas. Imagen de Giudice LC et al®.

La teoria de la menstruacion retrograda se sostiene por la existencia de una
mayor concentracion de volumen de menstruacion y tejido endometrial en
pacientes con enfermedad que en mujeres sin endometriosis'®, ademas, la
endometriosis es mas frecuente en patologias con alteracion del flujo menstrual

anterogrado!®. Por otro lado, la distribucién asimétrica de las lesiones, siendo la
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mayoria en el saco de Douglas o hemipelvis izquierda también apoyan la teoria
de la menstruacion retréograda'®. En el caso de saco de Douglas, por depésito
del material refluido por la gravedad y, en la hemipelvis izquierda, por el sigma
que actua como retencion para el flujo menstrual, favoreciendo un mayor tiempo

de contacto y la implantaciéon de endometriosis.

Aunque la menstruacion retrégrada esta presente en el 90% de la poblacion
femenina, sin embargo, solo alrededor de un 10% tienen endometriosis, ademas
existe endometriosis extraperitoneal, por lo que esta teoria no explica toda la
patogénesis de la enfermedad.

Otras teorias incluyen metaplasia celémica, el origen de células madre,
diseminacion linfatica y hematogena, restos Miullerianos. Ademas, la
etiopatogenia esta influenciada por otros factores como, predisposicion genética,

hormonas, estatus inmunoldgico y exposicion ambiental a ciertos agentes?®.

Metaplasia del epitelio celomico también podria contribuir al establecimiento de
la enfermedad. Esta teoria implica la transformacion de tejido peritoneal normal
en tejido endometrial ectopico. Es decir, por la transdiferenciacion del mesotelio,
que implica reprogramacion de células madre mesenquimales multipotentes
derivadas de la médula 0sea en epitelio endometrial y células del estroma en
zonas ectodpicas?. Se cree que esta transformacion esta influenciada por factores
ambientales, como factores hormonales, infecciosos e inmunolégicos, y que
explicaria la formacion de endometriomas y endometriosis rectovaginal®.
Embriolégicamente el peritoneo pélvico, abdominal, pleura toracica y conductos
Mdallerianos derivan de la pared celémica de un embrion en desarrollo. De alli,
se sugiere que la metaplasia celomica ademas explique el origen de la
endometriosis extrapélvica, como, por ejemplo, nodulos linfaticos, pulmones,

cerebro y fosas nasales.

La teoria de metastasis linfatica y hematogena sostiene que las células
endometriales y fragmentos tisulares viajan desde la cavidad uterina a través de
vasos linfaticos y sanguineos para colonizar localizaciones ectopicas. Estudios

microvasculares demuestran la existencia de flujo linfatico desde el utero hacia
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el ovario, lo que podria explicar el origen de la endometriosis ovarica. La
endometriosis de nddulos linfaticos ha sido documentada en modelos inducidos
de endometriosis en primates?!. La teoria de diseminacion linfatica se basa en el
hecho de observar tejido endometrial en forma de polipos endometriales en la
luz de los vasos linfaticos?’. Dicha teoria se apoya en la presencia de
endometriosis en vasos linfaticos demostrada en 6-7% de linfadenectomias y en
la presencia de endometriosis en localizaciones poco comunes distantes del

Utero como hueso, pulmén y cerebro®®.

La teoria de células madre sugiere que células madre extrauterinas originadas
en la médula ésea como células mesenquimales, hematopoyéticas y precursores
endoteliales pueden diferenciarse a tejido endometridésico. Esta teoria se
sostiene por confirmacion histolégica de tejido endometriésico en pacientes sin
endometrio menstrual, como en los casos de agenesias Millerianas® o

endometriosis en hombres?*.

Segun la teoria de los restos Miillerianos, las células restantes de los conductos
Mdallerianos embrionarios mantienen la capacidad de transformarse en lesiones
endometridsicas bajo la influencia de ambiente hormonal estrogénico. Esta
teoria se apoya en estudios que encuentran mayor numero de endometriosis en

mujeres expuestas a etiniestilbestrol durante el periodo fetal®.

A pesar de que la teoria de la menstruacion retrograda explicaria el
desplazamiento fisico de las lesiones, son necesarios unos pasos adicionales
para explicar el desarrollo de implantes endometridsicos. Si la endometriosis se
generara por el paso retrégrado del endometrio, serian necesarios los siguientes
pasos para explicar el crecimiento y supervivencia de las lesiones, como escape
al sistema inmune, adherencia al epitelio peritoneal, invasion del epitelio y
establecimiento de neurovascularizacion. La predisposicion genética, la
inflamacion, los factores ambientales, la influencia de estrégenos y la resistencia

a la progesterona estan también implicados en la patogénesis de endometriosis.
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1.3 TIPOS CLINICO-PATOLOGICOS DE ENDOMETRIOSIS

La clasificacion de endometriosis resulta controvertida debido a multiples
manifestaciones de la enfermedad y que ha ido cambiando en funcion de la
distribucion anatdmica de las lesiones, de la histologia, de los hallazgos

quirurgicos o del prondstico de la enfermedad.

La clasificacion mas conocida es la revisada de la sociedad Americana de
Medicina Reproductiva (r-ASRM) que describe la extension, la profundidad y la
localizacién de las lesiones?®. Esta clasificacion utiliza un sistema de puntos que
categoriza la enfermedad en estadios I-1V: | (1-5 puntos), Il (6-15 puntos), Il (16-
40 puntos) y IV (>40 puntos). Esta clasificacion no se correlaciona con la
severidad y la localizacion de la enfermedad, de manera que mujeres con estadio
| pueden experimentar dolor severo y/o infertilidad, mientras mujeres con estadio
IV pueden estar asintomaticas. Otra desventaja de esta clasificacion es que
tampoco contempla endometriosis de localizacion extrapélvica y es una

clasificacion quirurgica.
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Vol. 67, No. 5, May 1997

AMERICAN SOCIETY FOR REPRODUCTIVE MEDICINE
REVISED CLASSIFICATION OF ENDOMETRIOSIS

Date
e Laparoscopy.— tomy__________ Photography.
S8 M S o Recommenied Treamen
Stage IV (Severe) - >40
Total Prognosis.
r
E | ENDOMETRIOSIS {1em 1-3cm > 3cm
E Superficial 1 2 4
g Decp 2 4 6
B R Superficial 1 2 4
z Deep 4 16 20
g L Superficial 1 2 4
Deep 4 | 16 20
POSTERIOR Partial Complete
CULDESAC
OBLITERATION 4 40
+ P —
ADHESIONS <1/3 Enclosure 1/3-2/3 Enclosure * 2/3 Enclosure
R Filmy 1 2 4
] Dense 4 8 16
L Filmy 2 4
Dense 4 8 16
R Filmy 1 2 4
- Dense 4 8 16
E L Filmy 1 2 4
Dense 4 8 16

*If the fimbriated cnd of the fallopian tube is completely enclosed, change the point assignment to 16.
Denote appearance of superficial implant types as red [(R), red, red-pink, flamelike, vesicular blobs, clear vesicles], white [(W),
opacifications, peritoneal defects, yellow-brown], or black [(B) black, hemosiderin deposits, bluc). Denote percent of total

described as R_%, W__% and B_% Total should equal 100%

Additional Endometriosis:

Associated Pathology:

To Be Used with Normal
Tubes and Ovaries

L\/\/R{

7\

To Be Used with Abnormal
Tubes and/or Ovaries

American Society for Reproductive Medicine Revised ASRM classification: 1996

819

Figura 5. Clasificacion revisada de endometriosis de la asociacion americana de medicina

reproductiva. Imagen de Revised American Society for Reproductive Medicine 2.
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Para mejorar y suplementar las debilidades de la clasificacion de r-ASRM, que

son la localizacion, la severidad de endometriosis profunda y la correlacién con

el dolor, la Fundacion Alemana de Investigacion de endometriosis y grupo

austriaco de trabajo en endometriosis publicaron en 2005 la clasificacion de

Enzian?’. Esta fue revisada en 2010 y 2011 y es complementaria a la clasificacion

de r-ASRM. Esta clasificacién no se basa en la puntuacion sino en la descripcidn

morfologica de las lesiones, incluyendo su tamafio y su ventaja es que es una

clasificacion clinica?®.

Pelvic
[
compart A B C
-ment rectovaginal space sacrouterine ligaments lower bowel
vagina cardinal ligaments, pelvic sidgwall rectum / sigmoid
Level external ureter compresression
A1 B1 C1
C )
1 X e e )
<lcm
A2 _ > B2 C2
2 G b\)
| ' ‘.‘ ( . \ ‘
1-3cm ‘
A3 = B3 €3
3 av °
>3cm L B ! )
uterine adenomyosis e . intestine '
sigma, coecum, ° ;
term. lleum o 3
bladder FO o o
other localisations e =
FU Diaphragma,....

intrinsic ureter

Figura 6. Clasificacion de Enzian revisada. Imagen de Haas D et al. 8.
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Otro sistema de clasificacién que existe es el llamado indice de fertilidad en
endometriosis (EFI)*°. EFI es otra clasificacion complementaria a la de r-ASRM
y es prondstica en cuanto a fertilidad. Tiene en cuenta la funcion ovarica, tubarica
y de fimbrias, asi como la edad de la paciente, afios de infertilidad y embarazos
previos. A pesar de tener buena correlacion con la tasa de embarazo
espontaneo, es una clasificacion quirdrgica que no contempla anomalias

uterinas ni tiene correlacion con la clinica®.

Sin embargo, las clasificaciones actuales siguen siendo criticadas por pacientes
y profesionales de la salud, porque ofrecen poca correlacion con los sintomas,
son poco predictivas en cuanto al prondstico y poco claras en cuanto a
tratamiento del dolor e infertilidad basadas en dichas clasificaciones.

La endometriosis pélvica tiene una presentacion heterogénea que varia de
endometriosis superficial a quistes endometridsicos ovaricos (endometriomas) y
a nédulos de mas de 5 mm de profundidad (endometriosis profunda), que se
pueden acompafiar de fibrosis y adherencias. Tradicionalmente se reconocen

estos 3 fenotipos de la enfermedad:

- Endometriosis superficial
- Endometriosis ovarica

- Endometriosis profunda

Segun Nisolle et al en 1997°!, en la endometriosis superficial existen similitudes
morfolégicas y morfométricas entre endometrio eutdpico y lesiones peritoneales
rojas, sugiriendo que estas lesiones son el primer paso de implantacion de las
glandulas y del estroma endometrial. Después de un vaciamiento parcial, estas
lesiones vuelven a crecer. El vaciamiento provoca inflamacion y formaciéon de
escaras, lo que hace que estas lesiones se vuelvan de color negro. La
subsecuente fibrosis hace que estas lesiones se opacifiquen volviéndose de
color blanco. La endometriosis superficial se caracteriza por pequefos focos de
glandulas endometriales que se suelen depositar en superficies de organos
pélvicos o en peritoneo pélvico*. Estos pequefos depdsitos estan altamente

vascularizados, pero el recurrente vaciamiento e inflamacion los lleva a tener una
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apariencia de “polvo quemado” en la laparoscopia, siendo frecuentemente
indetectadas en las pruebas de imagen.

Formaciones endometriosicas dentro del ovario se denominan endometriomas o
“quistes de chocolate” por la presencia de sangre antigua que les da el aspecto
y nombre caracteristicos. La patogénesis de endometriosis ovarica sigue siendo
controvertida, principalmente hay 3 teorias que la explican *3:

1. Los endometriomas representan pseudoquistes formados por desechos
acumulados de la menstruacion y activacion de las glandulas
endometriésicas (“teoria de la invaginacion”)

2. Los endometriomas aparecen por invaginacion del epitelio celomico
ovarico (“teoria de metaplasia celémica”)

3. Los endometriomas se originan a partir de foliculos ovaricos (“teoria

folicular”)

Cuando los depositos de endometriosis infiltran mas de 5 mm en profundidad de
cualquier localizacion se denominan endometriosis profunda. La distribucion de
las lesiones es similar a la de endometriosis superficial, en caso de endometriosis
profunda existe asociada una marcada inflamacion y fibrosis con proliferacion de
tejido liso muscular que da lugar a nédulos 0 masas solidas en forma estrellada
rodeada de glandulas de endometrio ectdpico’. Las adherencias son el resultado
de fibrosis y causan distorsidn arquitectural y desplazamiento de estructuras.
Cuando los ovarios se fusionan por el efecto de la endometriosis, su apariencia
en las pruebas de imagen se denomina “kissing ovaries”. La endometriosis
profunda es frecuentemente multifocal y principalmente afecta a las siguientes
estructuras: ligamentos uterosacros, fondo de saco vaginal posterior, vejiga,

uréteres y tracto digestivo (recto, union recto-sigmoidea, apéndice).

No esta claro si la endometriosis es una enfermedad que va progresando hacia
las formas severas o las endometriosis peritoneal, ovarica y profunda son

entidades diferentes y se deben considerar por separado.
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Una reciente propuesta para la clasificacion de endometriosis viene dada por
Koninckx et al. (2010)** quienes afiaden adenomiosis, lesiones de bolsillos
peritoneales y endometriosis sutil a los 3 fenotipos tradicionalmente reconocidos,
haciendo énfasis en el tamafio de las lesiones.

Por tanto, se han propuesto diversas clasificaciones de endometriosis basadas
en que la endometriosis es una enfermedad progresiva y disefiadas en funcién
de la severidad de las lesiones visibles. Ninguna de estas clasificaciones ha sido
validada para predecir el diagnostico, el prondstico de la respuesta al
tratamiento, la recurrencia, la progresion o la asociacion con dolor e infertilidad.
La dificultad de encontrar una clasificacion radica en el desconocimiento de la
patofisiologia e historia natural de la enfermedad.

1.4. MANEJO TERAPEUTICO

Actualmente no existe un tratamiento causal de la endometriosis. Las opciones
terapéuticas (tratamiento médico o quirurgico) dependen de la eleccion
informada de la mujer, de su edad, deseo de embarazo, tratamientos previos,
naturaleza o gravedad de los sintomas, localizacibn y gravedad de la
enfermedad. Frecuentemente el manejo médico se ofrece en primer lugar,

reservando la cirugia para casos resistentes o recurrentes.

1.4.1. Tratamiento médico

El tratamiento médico esta dirigido a controlar el dolor y a suprimir el tejido

endometridsico hormonalmente activo.
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Medicamentos usados en endometriosis

 Hormonales
» Anticonceptivos orales combinados
» Anticonceptivos de progesterona
» Oral o inyectable
» Implante
» DIU-LNG
» Moduladores selectivos de receptores de
progesterona
» Mifepristona
» Acetato de Ulipristal
» Onapristona
» Agonistas de la GnRH
» Acetato de Leuprorelina
» Nafarelina
» Goserelina
» Antagonistas de GnRH
» Cetrorelix
* No hormonales
> AINEs
» Inhibidores de aromatasa
» Danazol

Figura 7. Medicacién utilizada en endometriosis. Adaptado de Rafique S et al.*

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son frecuentemente la primera
linea de manejo del dolor y dismenorrea asociados a endometriosis. Funcionan
inhibiendo las enzimas COX1 y 2 y por tanto inhibiendo la funcién de las
prostaglandinas, que resulta en disminucion de la inflamacion y por tanto del
dolor. También se pueden utilizar antihiperalgésicos si existe la sospecha de
dolor de origen neuropatico (amitriptilina, duloxetina, gabapentina, pregabalina)
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u opioides. Estos ultimos se deben reservar a casos muy concretos, sobre todo
aquellos que no han respondido a otras lineas de tratamiento?.

La efectividad de los tratamientos hormonales se basa en suprimir la actividad
endometrial y son recomendados porque reducen el dolor asociado a la
enfermedad. El tratamiento debe ser elegido basandose en efectividad,
contraindicaciones, efectos adversos a corto y largo plazo, coste, disponibilidad
y deseo de la paciente. La terapia hormonal no esta indicada en pacientes

asintomaticas?®.

Los anticonceptivos orales combinados (ACO) reducen la dismenorrea,
dispareunia y dolor pélvico crénico’’. Son efectivos porque inducen
decidualizacién de tejido endometriosico y frenan la progresiéon de la
enfermedad. Son la primera linea de tratamiento a largo plazo. Su efecto se
empieza a notar a partir de los 6 meses del inicio del tratamiento y desaparece
6 meses después del cese del mismo. El tratamiento se puede administrar de
forma ciclica o en pauta continua, esta ultima mejora el control del dolor, sobre
todo en casos de dismenorrea®. Este tipo de tratamiento también se puede
administrar mediante anillo vaginal o parches transdérmicos. La dosis de
etinilestradiol (20 ng vs 35 ng) no disminuye la eficacia del tratamiento, pero si

los efectos secundarios, por lo que se recomienda usar los ACO de menor dosis.

Los anticonceptivos que contienen solo progesterona actuan de manera similar
induciendo la decidualizacion de endometrio que luego lleva a la atrofia de las
lesiones endometridsicas. Algunas de las progesteronas recomendadas para el
tratamiento del dolor asociado a la endometriosis son el acetato de
medroxiprogesterona (via oral o depot), dienogest, acetato de ciproterona,
acetato de noretisterona o danazol*®. El DIU-Levonorgestrel también es efectivo
reduciendo el dolor tanto antes®’” como después de la cirugia®®. El implante de
etonogestrel también es eficaz mejorando el dolor y la satisfaccion de las

pacientes?’.

Otra opcion de tratamiento la constituyen los analogos de hormonas liberadoras
de gonadotropina (GnRH) que producen un estado de hipoestrogenismo

profundo bloqueando la produccion de estrégeno en los ovarios. Son una buena
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opcion para casos de fallo de ACO o mujeres con contraindicaciones para terapia
hormonal o cirugia®. Triptorelina mensual o trimestral inyectada y Nafarelina
nasal son los analogos mas utilizados en nuestro medio. Su uso esta aprobado
por un periodo maximo de 12 meses para evitar los efectos secundarios. Sin
embargo, a partir de los primeros 6 meses se aconseja realizar la llamada “add-
back” terapia, que normalmente incluye afadir estrogenos y progesterona,
progesterona sola o Tibolona, para contrarrestar los efectos secundarios de los

analogos.

Los antagonistas de hormonas liberadoras de gonadotropina es otro grupo
terapéutico que de forma similar al anterior inducen hipoestrogenismo y mejoran
el dolor, con la ventaja de evitar el efecto flare-up de los analogos y tener menos
efectos adversos debido a la persistencia de la produccién de niveles bajos de

estrogenos?!.

La aromatasa es una encima que convierte precursores esteroideos en
estrogenos. Los medicamentos inhibidores de aromatasa reducen dicha
produccion de estrogenos y se reservan para el tratamiento del dolor en casos
de endometriosis vaginal refractaria a otros tratamientos. Se deben prescribir con
ACO, progesterona sola o analogos de GnRH.

Terapia con Danazol, que se considera un agente androgénico y actua
inhibiendo las gonadotropinas y por tanto disminuyendo niveles de estrégenos,
es efectiva disminuyendo el dolor, pero esta en desuso por sus efectos adversos.

Dado que la angiogénesis tiene un papel crucial en el crecimiento y
supervivencia de las lesiones, los factores antiangiogénicos se han postulado
como una posible diana terapéutica en pacientes con endometriosis. Los
inhibidores de angiogénesis han demostrado utilidad en modelos animales, sin
embargo, no tenemos datos de estudios en humanos. Dopamina y agonistas del
receptor 2 de Dopamina actuan inhibiendo la angiogénesis, pero no hay
suficientes estudios en humanos*. Las Estatinas también tienen un papel
antiangiogénico y antioxidante, con buenos resultados en estudios in vitro y en

animales, sin traslacion clinica por el momento*.
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TNF-a es una citoquina proinflamatoria que esta elevada en pacientes con
endometriosis. Los inhibidores de TNF-a han demostrado efectividad en
modelos animales, sin embargo, en un estudio en mujeres no se demostro efecto

sobre el tamafio de las lesiones ni mejoria del dolor*.

Tampoco hay evidencia suficiente para recomendar el uso de moduladores
selectivos de receptores de estrogenos y/o progesterona. Antioxidantes como
Pentoxifilina y N-Acetilcisteina, antidiabéticos y Resveratrol, entre otros, tienen
resultados prometedores en estudios animales, pero no existe evidencia de su

eficacia o seguridad en humanos.

1.4.2. Tratamiento quirurgico

La técnica recomendada para el tratamiento de endometriomas es la
quistectomia laparoscoépica en lugar de drenaje y coagulacion porque reduce el
dolor asociado a endometriosis** y tiene menos riesgo de recurrencia que la
vaporizacién con laser CO2%. Dado que esta técnica puede asociar disminucién
de reserva ovarica, se recomienda evaluar dicha reserva previamente a la cirugia
y discutir las opciones de preservacion de fertiidad con la paciente.
Escleroterapia con etanol es otra posible técnica de tratamiento de los
endometriomas que se relaciona con menor riesgo de recurrencia y mejor
preservacion de reserva ovarica’’. Se ha visto que la quistectomia de
endometriomas > 4 cm mejora las tasas de fertilidad en comparacion con la

ablacion®®.
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Figura 8. Quistectomia laparoscépica de endometrioma ovarico. L. Mafalich, Hospital Vall
d’Hebron.

En cuanto al tratamiento de la endometriosis peritoneal, la cirugia de
endometriosis minima leve mejora el dolor a corto y medio plazos. No existen
diferencias en cuanto a la efectividad del tratamiento entre la reseccion y la
ablacién de las lesiones*. La endometriosis peritoneal detectada durante una
cirugia tiene que ser tratada siempre y cuando sea posible, ya que puede tratarse
de endometriosis profunda con apariencia externa de endometriosis superficial®S.
En pacientes con este tipo de endometriosis e infertilidad, el tratamiento
quirurgico para mejorar unicamente las tasas de técnicas de fertilizacion in vitro

(FIV) no esta recomendado?’.

En los casos de endometriosis profunda puede haber 4 escenarios:
endometriosis con infiltracion vesical, endometriosis rectovaginal, endometriosis
con extension lateral con o sin compromiso ureteral y afectacion sigmoidea.
Excepto para la primera opcion, donde la cistectomia parcial parece ser una
técnica que mejora el dolor en las pacientes con endometriosis, que puede ser
realizada por el ginecdlogo, el resto de opciones requieren de un manejo
multidisciplinar. Si existe afectacion intestinal, las opciones de tratamiento
quirurgico incluyen el llamado “shaving rectal”, reseccion discoide anterior o
reseccion y re-anastomosis. Los casos de endometriosis profunda con
obstruccion intestinal y/o ureteral, precisan de reseccion y anastomosis, lo que
conlleva un mayor riesgo de complicaciones®. La cirugia de endometriosis
profunda no esta recomendada unicamente para mejorar las tasas de éxito de
una técnica de reproduccion in vitro y ante fallo de 1 o mas FIV, se recomienda

discutir la necesidad de cirugia con un comité multidisciplinar”.
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Cuando no existe deseo gestacional, la cirugia de endometriosis que incluya la
reseccion de todas las lesiones de endometriosis asociada a histerectomia con
o sin ooforectomia bilateral, reduce el riesgo de recurrencia. Hay que discutir la
preservacion de los ovarios con la paciente en funcion del riesgo de recurrencia
y los efectos adversos de la menopausia. La terapia hormonal sustitutiva, que no
esta contraindicada en estos casos, no favorece el riesgo de recurrencia de

endometriosis’.

1.4.3. Fracaso del tratamiento médico

El tratamiento médico no erradica la enfermedad y va dirigido unicamente a
disminuir los sintomas y a frenar la progresion de las lesiones®'. Los tratamientos
disponibles conllevan un estado de hipoestrogenismo y la consecuente
amenorrea, lo cual tiene sus limitaciones. En primer lugar, dado que los
tratamientos frenan la enfermedad, pero no la suprimen, los sintomas recurren
después de discontinuar el tratamiento. Por otro lado, el hipoestrogenismo
inducido tiene efectos secundarios indeseados y no es compatible con gestacion,
lo cual limita el uso de estas terapias en pacientes con deseo reproductivo.
Ademas, los tratamientos hormonales proporcionan un buen control del dolor a
largo plazo solamente en dos tercios de las pacientes, mientras que el tercio
restante podria beneficiarse del tratamiento quirdrgico*.

Segun la revisién sistematica de Becker et al.”2, de un cuarto a un tercio de las
pacientes que esta bajo tratamiento hormonal necesitan otros tratamientos por
pobre respuesta o intolerancia. Sin embargo, en esta revisidn sistematica,
encuentran que del 5 % al 59% de mujeres tienen dolor tras la finalizacion del
tratamiento. Ademas, del 15 al 19% no obtienen ninguna mejoria con el
tratamiento médico. Incluso en aquellos casos que la terapia médica mejora los
sintomas, la recurrencia de los mismos al cesar el tratamiento oscila entre un
17% y un 34%. En estos casos, por tanto, para mantener la respuesta terapéutica
es necesario un tratamiento a largo plazo, que es limitado por efectos

secundarios y mala tolerancia.
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La endometriosis es una enfermedad crénica y las pacientes necesitan nuevas
terapias meédicas que, proporcionen mejoria de la progresion de la enfermedad,
mejoria de la recurrencia de sintomas a largo en plazo y, que su efecto se

mantenga después de discontinuar el tratamiento.

A su vez, la cirugia va dirigida a eliminar las lesiones visibles y a restaurar la
anatomia, mejorando la sintomatologia de las pacientes y a veces la fertilidad.
Sin embargo, la cirugia no altera el mecanismo etiopatogénico de endometriosis,
por tanto, la enfermedad puede recurrir después, en aproximadamente 40-50%
de las pacientes. Ademas, existe el riesgo de que las lesiones subperitoneales
pasen inadvertidas o que la cirugia sea incompleta, y, sobre todo, que las
lesiones microscopicas no pueden ser tratadas. Por ello, es crucial prevenir la
recurrencia de sintomas y lesiones después de una cirugia
conservadora®. Independientemente del tipo de la lesiéon y de la medicacion, las
pacientes que interrumpen el tratamiento tienen una mayor incidencia de
recurrencia, lo que indica que el efecto de estos tratamientos desaparece
rapidamente después del cese de la administracion. Por ello, se recomienda el
uso regular y prolongado de medicamentos hasta el momento del deseo de

gestacion para prevenir la recurrencia postoperatoria de endometriosis.

Sin embargo, la recurrencia de sintomas no siempre es sindnimo de recurrencia
de la enfermedad, dado el alto riesgo de aparicién de adherencias, la posibilidad
de existencia de adenomiosis concomitante y la posibilidad de sensibilizacion
central del dolor, lo que complica aun mas el ya dificil manejo de endometriosis.

1.5 ALTA TASA DE RECIDIVAS

A pesar de la disponibilidad de tratamientos médicos y quirurgicos, que puedan
conllevar efectos secundarios sustanciales, no existe la cura definitiva de
endometriosis. Los tratamientos se basan en reducir el dolor, aumentar las tasas

de gestacion y prevenir las recurrencias®. Mujeres con endometriosis
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frecuentemente presentan recurrencias y morbilidad prolongada debido a la
enfermedad’.

La tasa de recurrencia es variable, porque depende de la definicion de la
recurrencia, del tipo y de la severidad de endometriosis, del hospital donde se
realiza el tratamiento y de la habilidad del cirujano. Las tasas de recurrencia del
dolor son mas altas que la recurrencia clinica debido a que existe poca
correlacion entre dichos sintomas con la presencia de enfermedad demostrable
en pruebas de imagen. Esto justifica, que la decision de repetir la cirugia se base

en los sintomas mas que en el tamano de las lesiones observadas™>.

Se ha descrito una alta tasa de recidivas que oscila del 21,5 % a los 2 afos al
40-50% a los 5 afnos*. Las recidivas se explicarian por el crecimiento de lesiones
endometriésicas residuales, crecimiento de lesiones microscopicas, desarrollo
de nuevas lesiones o combinacién de las 3 anteriores. Por contrapartida, no
existen estudios con un seguimiento mayor a 5 afios, por lo que se desconoce la
tasa de recidivas por encima de este periodo. Aunque disponemos de datos
relacionados con reintervencién en un seguimiento a 10 afios. Por ejemplo, la
tasa global de reintervencion a los 10 afios es del 51%, la mitad de estas
pacientes (46%) tendran 1 reintervencion, mientras que la otra mitad (56%)
tendran un promedio de 3 cirugias®’. Otros datos que apoyan la alta tasa de
recidivas situan la probabilidad de reingreso y reintervencién dentro de los
primeros 4 afnos después de la primera cirugia en un 27% de los casos y 1 de
cada 10 mujeres terminara con histerectomia®. Otro dato que refleja el mismo
problema de la recurrencia, es que alrededor del 50% de mujeres intervenidas
por primera vez necesitan tratamiento analgésico y/o hormonal en los 2 primeros

afos postquirtrgicos*.

La recurrencia, en particular de endometriomas, se situa entre un 10% en
pacientes que reciben tratamiento hormonal postquirurgico y un 40% en aquellas
que no lo reciben’®. Sin embargo, la tasa global de recurrencia es de un 30 % a
un 50 % a los 2-5 afos de la cirugia®®. Por ello, se deberia recomendar a las

pacientes después de una quistectomia por endometriosis ovarica buscar
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gestacion inmediatamente después de la cirugia u ofrecer tratamiento hormonal

hasta que haya deseo gestacional.

En cuanto a la tasa de recurrencia de endometriosis profunda, también es
variable y depende de los afios de seguimiento, de la definicion de recurrencia,
del tamano de muestra y del grupo investigador, situandose entre un 2% y un
43%%. Se han propuesto varios factores de riesgo para la recidiva de
endometriosis profunda, entre ellos un elevado indice de masa corporal y edad
joven al momento de la primera cirugia son los factores de mas alto riesgo de

recurrencia.

1.6. AGRESIVIDAD DE FORMAS PROFUNDAS

El endometrio eutdpico y ectdpico de pacientes con endometriosis tiene unas
caracteristicas diferentes en comparacion con el endometrio de pacientes sanas.
Para que el endometrio pueda sobrevivir en localizaciones ectdpicas, existe un
aumento de la actividad antiapoptotica. Se ha demostrado que existe una
sobreexpresion del gen antiapoptotico BCL-2 en endometrio ectopico y eutdpico
de las pacientes afectas®!. La alteraciéon del balance entre metaloproteinasas e
inhibidores tisulares de metaloproteinasas es responsable de invasién celular en
endometriosis'®. Factores angiogénicos (factor de crecimiento de endotelio
vascular, VEGF) y neurogénicos (factor de crecimiento nervioso, NGF) también
estan sobreexpresados en el fluido peritoneal de mujeres con endometriosis,
para promover la neuroangiogénesis®. Ademas, el factor nuclear kB (NF-xB)
también esta sobreexpresado en endometriosis y es responsable del ambiente

proinflamatorio que acomparia a la enfermedad®.

La endometriosis profunda es la forma clinica mas severa y compleja de la
enfermedad, donde se observa una alteracion aun mayor de los factores
anteriormente comentados. Segun el estudio de Tosti et al.®* es la forma mas
agresiva porque existe una alteracion critica en la funcidn hormonal (receptores
de estrogeno y progesterona) y factores inmunoldgicos (macrofagos, células NK

y linfocitos). Esta alteracién se podria explicar por una apoptosis marcadamente
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disminuida (por sobreexpresion de NF-kB, BCL-2 y hormona antimulleriana), por
el aumento de la capacidad proliferativa relacionada con el estrés oxidativo y por
el aumento de la capacidad invasiva (metaloproteinasas) en endometriosis
profunda en comparacién con endometriosis superficial u ovarica. También
existen datos de un aumento de la expresion de neuroangiogénesis (NGF, VEGF
y molécula de adhesion intracelular) en genes responsables de endometriosis
profunda en comparacién con otros tipos de endometriosis.

Por todo ello, parece que la endometriosis profunda tiene unas caracteristicas
patogénicas peculiares, debido a que probablemente se trate de una entidad
especifica y que podria explicar la sintomatologia mas acusada que

experimentan las pacientes con esta entidad.

1.7. BIOMARCADORES EN ENDOMETRIOSIS

Un biomarcador es una molécula biolégica que se encuentra en la sangre u otros
liquidos o tejidos del cuerpo y es un signo de un proceso normal o anormal, o de
una afeccion o enfermedad. Se trata de una molécula bioquimica derivada del
paciente, por tanto, individualmente especifica, que puede ser usada para el
diagndstico, prondstico o medicion de respuesta al tratamiento’®.

Un test de cribado ideal deberia ser facilmente accesible, asequible, fiable,
preciso y lo menos invasivo posible segun la OMS (Organizaciéon Mundial de la
Salud). Ademas, en ginecologia, un biomarcador ideal es aquel que permanece
estable durante el ciclo menstrual, no esta influenciado por la terapia hormonal
ni por la presencia de otras patologias ginecoldgicas. Hasta hace poco, el gold
estandar para el diagnéstico de endometriosis ha sido la cirugia con visualizacion
de lesiones y toma de biopsias. Un diagndstico sin necesidad de cirugia reduciria
el riesgo quirurgico asociado a este procedimiento, aumentaria la accesibilidad
al test diagndstico y mejoraria los resultados del tratamiento. Esta necesidad de
un test diagndstico preciso y no invasivo continia motivando la investigacion en
este campo. Se han evaluado multiples marcadores como test diagnésticos de

endometriosis, pero ninguno se ha podido implementar en la practica clinica. Se
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han analizado biomarcadores sanguineos, urinarios, salivales, de fluido
peritoneal y de endometrio eutdpico en un alto numero de estudios, sin ningun

resultado convincente en cuanto al test diagnostico de endometriosis.

La sangre es un recurso potencial de biomarcadores, ya que permite que se
hagan determinaciones de forma repetida, es de facil obtencidén y permite la
utilizacion de medidas de alto rendimiento®. Se trataria de un test minimamente
invasivo, facilmente accesible, aceptable por las pacientes y que ofrece
resultados rapidos y costo-efectivos en comparacién con la cirugia. La
desventaja de este test es que su fiabilidad depende de las técnicas del
laboratorio y de los protocolos de control de calidad, ademas de que sus
resultados pueden depender de la variaciéon durante el ciclo menstrual®. En una
revision Cochrane de Nisenblat et al. se incluyeron 141 estudios con un total de
122 biomarcadores sanguineos analizados (factores angiogénicos y de
crecimiento, marcadores de apoptosis, moléculas de adhesion celular,
marcadores hormonales, de sistema inmune, marcadores inflamatorios y de
estrés oxidativo, microRNA, marcadores tumorales y otras proteinas)®. Ningun
biomarcador mostré la precision suficiente para ser utilizado clinicamente como

test diagnostico o de cribado.

Para muchas enfermedades, la orina es la muestra mas utilizada para obtener
biomarcadores por su facil accesibilidad y menor complejidad de su composicion.
Su obtencion no es invasiva, puede ser recogida por la propia paciente y tiene
mayor aceptacion entre las mujeres, ademas de proporcionar, como la sangre,
resultados mas rapidos y mas coste-efectivos que la cirugia, teniendo las mismas
desventajas que las muestras de sangre®®. Liu et al., en la revisiéon Cochrane de
2015 incluyeron 8 estudios con 646 participantes, se evaluaron un total de 7
biomarcadores, entre ellos, enolasa 1, proteina de union a vitamina D vy
citoqueratina 19. Ninguno de los biomarcadores reunio criterios para ser test
diagndstico o de cribado.

Aunque la biopsia endometrial es un método algo mas invasivo que la sangre o
la orina, su obtencidén en la consulta sin anestesia hace que sea una prueba poco

o minimamente invasiva y tiene la potencial ventaja de mejorar la especificad,
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aunque los resultados de esta prueba pueden variar en funcion del ciclo
menstrual y en funcion de otras enfermedades ginecoldgicas®. Otras ventajas
de utilizar la biopsia endometrial son su disponibilidad y el coste mas bajo en
comparacion con cirugia. Es un test aceptable por las pacientes y suele dar
resultados rapidos. Sin embargo, es un test dependiente de la persona que
realiza la biopsia, del tipo de instrumento usado para el procedimiento, el tiempo
de procesamiento de la muestra y, como las dos anteriores, depende de las
técnicas del laboratorio y de los protocolos de control de calidad®’. En la revision
Cochrane de Gupta et al. 2016, se analizaron 54 estudios con un total de 22
marcadores diferenciales de endometriosis y otros 77 sin diferenciar entre
mujeres con endometriosis y sanas. La conclusion de esta revision sistematica
es que el marcador neural PGP 9.5 si que reune criterios para para ser un test
diagndstico, pero tiene mucha variabilidad entre estudios y otros marcadores
tienen resultados prometedores, pero evidencia insuficiente para trasladarlo a la
practica clinica, por lo que concluyen que la laparoscopia debe seguir siendo el
gold estandar para el diagnodstico de endometriosis.

La saliva es otro de los recursos mas convenientes para la busqueda de
biomarcadores de enfermedades. Frecuentemente se usa para estudios de
ADN. Un escobillén de saliva permitiria una rapida recogida de secreciones y
células de forma no invasiva. De ahi se podrian rapidamente identificar, analizar
y usar para el diagnéstico de la enfermedad marcadores genéticos o no
genéticos (proteinas y hormonas). Su desventaja es que puede contaminarse
con ADN de bacterias® y que soélo detecta hormonas libres no unidas a
proteinas, obteniendo concentraciones relativamente bajas®. Mdltiples estudios
han demostrado que la saliva es altamente comparable con sangre en cuanto a
los biomarcadores genéticos®®, sin embargo, se necesitan mas estudios para

descubrir un biomarcador en saliva fiable.

El fluido peritoneal contiene una amplia variedad de macréfagos, linfocitos y
células mesoteliales’!. Estas células promueven un ambiente proinflamatorio
debido a la alta concentracion de citoquinas’, aunque no se sabe si es origen o
consecuencia de endometriosis. Esta caracteristica hace que el fluido peritoneal

sea util para diagnosticar, identificar dianas terapéuticas o monitorizar respuesta
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al tratamiento en pacientes con endometriosis’. La recogida del liquido
peritoneal requiere cirugia, aunque también se podria recoger mediante puncién
y aspiracién del fondo de saco de Douglas durante la realizacion de una
ecografia transvaginal. Aunque en la literatura se han identificado muchos
biomarcadores peritoneales, ninguno de ellos por si solo ni en combinacién con
otros puede ser trasladado a la practica clinica para el diagnostico de

endometriosis.

Para evaluar la precision de cualquier combinacion de los test no invasivos para
el diagnodstico de endometriosis se ha realizado una revision sistematica por
Nisenblat et al’®. Esta revisiéon Cochrane incluye 11 estudios con 1339 pacientes
y 12 combinaciones diagnosticas incluyendo biomarcadores sanguineos,
urinarios, endometriales, ecografia transvaginal, historia clinica y exploracién
fisica. La conclusién de estos autores, es que ninguno de los biomarcadores
evaluados en esta revision puede reemplazar la laparoscopia para el diagnostico
de endometriosis y el uso de los tests no invasivos debe limitarse de momento

al campo de investigacion.

A pesar de las diversas teorias acerca de la etiopatogenia de endometriosis
(menstruacion retrégrada, metaplasia celdmica, metastasis linfaticas vy
hematogenas, teoria de células madre, etc.) el origen de la endometriosis sigue
siendo incierto. Independientemente del origen, el proceso critico de los
implantes de endometriosis para su supervivencia es la vascularizacién. Muchos
estudios se han centrado en demostrar el papel que la angiogénesis desempefia

en endometriosis.
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* Pro-angiogenic factors ** Anti-angiogenic factors

Soluble mediators Non-matrix-derived proteins
(Angs, bFGF, HGF, IL1B, 6, 8, PDGF, TGFB, TNFa, VEGFA, etc.)  (e.g. angiostatin)
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(DIl4/Notch?, Eph-4B/Ephrin-B2?, Integrins a581, a583, a585) Matrix-derived proteins
Mechanical forces - blood flow/shear stress (endostatin, thrombospondins, etc)

Figura 9. Neovascularizacion en la patogénesis de endometriosis. Imagen de Djokovic D et al.”.
Angs, angiopoyetinas; bFGF, factor basico de crecimiento de fibroblasto; HGF, factor de
crecimiento hepatocitario; IL-1B, 6, 8, interleuquinas 1B, 6, 8; PDGF, factor de crecimiento
derivado de plaquetas; TGF- B, factor de crecimiento transformador 8; TNF- a, factor de necrosis

tumoral a; VEGF-A, factor de crecimiento de endotelio vascular A; DIl4, receptor delta-like 4

Esta ampliamente demostrado el papel de factores angiogénicos en
endometriosis?>’+76. Hasta la fecha se han analizado multiples factores

angiogeénicos, como factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF),
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receptor soluble de VEGF llamado tirosina quinasa 1 soluble tipo fms (sFlt-1),
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), receptores 2 y 3 de VEGF (VEGFR-2y

3), factor de crecimiento placentario (PIGF), interleuquina 8, citoquinas, etc.

El factor de crecimiento placentario (PIGF), tirosina quinasa 1 soluble tipo fms
(sFlt-1) y la Endoglina soluble (s-Eng) han sido ampliamente estudiados en otras
enfermedades angiogénicas como es la preeclampsia y el resultado de dicha
investigacion ha derivado en su uso como biomarcadores circulantes
diagndsticos en mujeres embarazadas’*°. VEGF es el factor angiogénico mas
ampliamente estudiado con resultados contradictorios®'-#. PIGF, cuyo efecto
bioldgico es mediado por VEGFR-1%, contribuye en preeclampsia y en formacién
de metastasis en cancer. En endometriosis, Suzumori et al.?> y Zucchini et al.¢
han demostrado niveles mas aumentados de PIGF en liquido peritoneal y en
sangre periférica de pacientes con endometriomas. La correlacion entre VEGFR
y endometriosis aun no ha sido determinada. VEGFR incluye 3 receptores
transmembrana de tipo tirosin quinasa: VEGFR-1 o Flt1, VEGFR 2 y 3, sus
niveles estan significativamente elevados en endometrio eutdpico de pacientes
con endometriosis®’. Estos receptores también existen en formas solubles (como
por ejemplo sVEGFR-1, también llamado s-Flt-1) y pueden ser cuantificados en
liquido peritoneal, sangre periférica®® y otros tejidos. Los receptores solubles
ejercen un efecto regulador negativo sobre VEGF, por tanto, disminuyendo la
actividad angiogénica®. Bourlev et al.** mostraron en su estudio aumento de
niveles de VEGF-A, sVEGFR-1 y angiogenina en suero y en liquido peritoneal
de pacientes con endometriosis respecto a controles. El cociente
sVEGFR/VEGF-A esta bajo en paciente con endometriosis respecto a los
controles. Sin embargo, después de la cirugia, la concentracion de VEGF-A baja
y la de sVEGFR-1 sube, lo que hace que el cociente se mantenga alto en
pacientes intervenidas de endometriosis respecto a los controles. Estos
resultados difieren del estudio de Cho et al.”® donde no encontraron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles séricos de VEGF y sFlt-1 en
pacientes con endometriosis, ni tampoco en el cociente de estos factores.
Niveles mas altos de sFIt-1 fueron hallados en suero de pacientes con

endometriosis minima-moderada respecto a moderada-severa.

55



La expresion de endoglina estd aumentada en el endometrio eutopico de
pacientes con endometriosis®!, sin embargo, su forma soluble aun no esta
descrita en dicha enfermedad. Estableciendo el paralelismo con preeclampsia
donde dicho factor esta ampliamente estudiado y estda demostrado que sus
niveles aumentan en sangre periférica en pacientes con preeclampsia®> se
podria realizar la determinacion de este factor para ver su comportamiento en

endometriosis.

1.8. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las recientes revisiones Cochrane concluyen que a pesar de la existencia de
biomarcadores prometedores no existe un marcador sélo o combinacién de ellos
para el diagnostico, pronodstico o monitorizacion de tratamiento que sean
clinicamente relevantes en endometriosis. Esto es un reflejo de los problemas
relacionados con la investigacidon en endometriosis que son: interpretacion de
datos, estudios con muestras pequenas, falta de validacién de datos y sobre todo
gran heterogeneidad entre estudios?.

Hasta hace poco, el gold estandar para su diagnéstico ha sido la cirugia
laparoscopica para visualizacion de lesiones y toma de biopsias. Sin embargo,
la cirugia es un método invasivo que no esta exento de riesgos. Por esta razodn,
existe un creciente numero de grupos expertos en el manejo de endometriosis
que abogan por un movimiento hacia técnicas menos invasivas, dejando la
laparoscopia para casos en los que hay discrepancia entre los sintomas de la
paciente y pruebas diagndsticas. Por todo ello, esta situacion refleja la creciente
necesidad de desarrollar herramientas precisas y no invasivas, para detectar la
enfermedad precozmente y, si fuera posible, identificar parametros prondsticos
y de alto riesgo de recidiva para un manejo mas 6ptimo de las pacientes.

El descubrimiento de un biomarcador no invasivo o de una combinacion de ellos
aceleraria el diagnéstico de endometriosis, disminuiria la necesidad de cirugia y
por tanto de la morbilidad asociada a ella, permitiria una monitorizacion no

invasiva y podria abrir nuevas vias terapéuticas. Ademas, podria evaluar el
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riesgo de recurrencia, facilitando estrategias de prevencion secundaria y podria
influenciar sobre las decisiones clinicas relacionadas con fertilidad.

Existe una fuerte evidencia que la angiogénesis juega un papel fundamental en
la patogénesis de endometriosis, siendo crucial para la aparicion, mantenimiento
y progresion de las lesiones endometridsicas. Estudios sobre el papel de
diferentes factores angiogénicos en endometriosis y su uso como biomarcadores
estan en discordancia. La endoglina soluble (sEng), tirosina quinasa 1 tipo fms
(sFlt-1) y el factor de crecimiento placentario (PIGF), han sido ampliamente
estudiados en otras enfermedades angiogénicas como es la preeclampsia y el
resultado de dicha investigacion ha derivado en su uso como biomarcadores
circulantes diagnosticos en mujeres embarazadas. Ademas, estudios recientes
sugieren la existencia de niveles elevados de PIGF en fluido peritoneal y sangre
periférica de pacientes con endometriosis. Por otro lado, existe controversia
sobre los niveles de sFlt-1 y Eng en pacientes con endometriosis, mientras que,
s-Eng no ha sido evaluada hasta ahora en esta enfermedad. Existe, por tanto, la
necesidad de una investigacion detallada de estos factores angiogénicos para
entender su potencial uso como herramienta diagnostica no invasiva y una
potencial diana terapéutica. Para ello creemos que sera de utilidad para ayudar
a comprender la fisiopatologia subyacente, comparar el comportamiento de
factores angiogénicos Eng, sFlt-1 y PIGF a nivel de tejido endometridsico de
diversas localizaciones. Esperamos encontrar concentraciones diferentes de
Eng, sFlt-1 y PIGF en pacientes con endometriosis respecto a controles, asi
como entre diferentes formas de endometriosis (ovarica vs profunda), en tejido

endometridsico, endometrio eutdpico y en plasma.

El descubrimiento de un biomarcador en endometriosis supone un reto, ya que
muchos grupos han intentado desarrollar un biomarcador patognoménico para
esta enfermedad, sin obtener resultados aplicables en la clinica. Nuestro
enfoque abre nuevas posibilidades de identificacion de un kit de biomarcadores
angiogénicos para el diagndstico y prondstico de endometriosis, aun asi, seran
necesarios en el futuro estudios de validacién para su implementacion en la

practica clinica.
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2. HIPOTESIS
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La angiogénesis parece tener un papel importante en la patogénesis de la
endometriosis. Varios factores angiogénicos han sido descritos en diversos
estudios y varias patologias, entre ellas hipertensién pulmonar, fallo cardiaco,
gestacion ectdpica, preeclampsia y endometriosis, para esta ultima con
resultados contradictorios y sin traslacion clinica por el momento. Entre dichos
factores se encuentran la endoglina (soluble o unida a la membrana (Eng)),
tirosina quinasa 1 tipo fms (sFlt-1) y factor de crecimiento placentario (PIGF).
Recientemente dichos factores estan siendo utilizados para el diagnostico y
prondstico de preeclampsia y se pretende analizar su utilidad diagnostica y
pronostica en la endometriosis. El paralelismo entre las dos enfermedades se
establece por la etiopatogenia subyacente que podria ser comun para las dos
entidades, la angiogénesis alterada. En la preeclampsia predomina un estado
anti-angiogénico, mientras que en la endometriosis se cree que hay un estado
con tendencia pro-angiogénica, debido al aumento de vascularizacién necesaria

para el crecimiento y supervivencia de las lesiones.

Actualmente existen pocos datos acerca del papel etiopatogénico de Eng, sFlt-1
y PIGF en la aparicion y progresion de la enfermedad y este papel sigue siendo
materia de estudio. Nuestro propdsito consiste en evaluar el comportamiento de
Eng, sFlt-1 y PIGF en plasma, aspirado endometrial y tejido endometriosico de
pacientes con endometriosis para compararlo con controles. La hipotesis del
estudio actual es evaluar el ambiente angiogénico en endometriosis y evaluar el

potencial diagnostico y prondstico de estos factores.
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3. OBJETIVOS
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Objetivo principal. Analizar el uso potencial de factores angiogénicos,

especialmente (s)Eng, sFlt-1 y PIGF como biomarcadores moleculares para el

diagndstico poco invasivo de endometriosis.

1.1. Analizar la expresidén de sEng, sFlt-1 y PIGF en plasma de
pacientes con endometriosis para identificar su potencial como

biomarcadores diagndsticos

1.2. Analizar la expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirado uterino

de pacientes con endometriosis para identificar su potencial como

biomarcadores diagndsticos

Objetivos secundarios. Analizar el uso potencial de factores angiogénicos,

especialmente (s)Eng, sFlt-1 y PIGF como biomarcadores moleculares para

pronosticar la localizacién y la recurrencia de endometriosis.

2.1. Analizar la expresion de sEng, sFlt-1 y PIGF en plasma de
pacientes con endometriosis para identificar diferentes
localizaciones de endometriosis en funcion de la expresion de los

factores angiogénicos

2.2. Analizar la expresion de sEng, sFlt-1 y PIGF en plasma de
pacientes con endometriosis para identificar su potencial como

biomarcadores prondsticos de recurrencia

2.3. Analizar la expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirado uterino

de pacientes con endometriosis para identificar diferentes
localizaciones de endometriosis en funcion de la expresion de los

factores angiogénicos
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2.4. Analizar la expresion de sEng, sFlt-1 y PIGF en aspirado
uterino de pacientes con endometriosis para identificar su potencial

como biomarcadores pronosticos de recurrencia

2.5. Analizar la expresiéon de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido
endometriésico parafinado de pacientes con endometriosis para

analizar el papel de la angiogénesis en endometriosis

2.6. Analizar la expresién de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido
endometriésico parafinado de pacientes con endometriosis para

identificar su potencial como biomarcadores pronosticos de

recurrencia
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4.1. DISENO

Se trata de un estudio prospectivo de casos y controles. La recogida de pacientes
y muestras se ha llevado a cabo entre los afios 2014 y 2020. Las muestras
biolégicas incluidas en el estudio estan recogidas en la coleccion de muestras
del biobanco de tejidos de HUVH con el numero C.0005152. Para este trabajo
se obtuvo la aprobacion numero PR(AMI)374-2017 del comité ético del Hospital
Universitario Vall d'Hebron. Todas las participantes en el estudio han sido
informadas y han firmado el consentimiento informado para la obtencién vy
almacenamiento de muestras bioldgicas. El estudio se ha llevado a cabo en las
instalaciones de HUVH y VHIR.

Para alcanzar los objetivos, el proyecto se ha dividido en 3 bloques (bloque 1, 2
y 3). Se ha contado con la participacion de 180 pacientes, 77 en el grupo de
endometriosis y 103 en el grupo control. Para el analisis de recidivas, se ha
definido como no recidiva o episodio primario la primera cirugia completa por
endometriosis, mientras que, se consider6 como endometriosis recurrente la
subsecuente cirugia por endometriosis hasta 4 afios después de la cirugia previa
y completa por endometriosis. En la figura 10 se muestra el diagrama de flujo
de las participantes en el estudio y a continuacion, se describen las participantes
y las actividades realizadas en cada bloque.
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Total
(N=180)

Controles
(N=103)

Endometriosis
(N=77)

Aspirado Endometri Aspirado Tejido
(S,\?Dg;e)} endometrio 0 ectopico (S,\?Qgg endometrio ectopico
- (N=33) (N=75) (N=33) (N=44)

Endometriosis
profunda

Tejido

Endometriosis

ovarica (N= 31) (N=44) retrocérvix

(N=22)

Figura 10. Diagrama de flujo de las participantes en el estudio.

4.2. BLOQUE 1. Responde los objetivos 1.1. Analizar la expresion de sEng,
sFIt-1 y PIGF en plasma de pacientes con endometriosis para identificar
potenciales biomarcadores diagndsticos; 2.1. Analizar la expresion de sEng, sFlt-
1y PIGF en plasma de pacientes con endometriosis para identificar diferentes
localizaciones de endometriosis en funcion de la expresion de los factores
angiogeénicos y 2.2. Analizar la expresion de sEng, sFlt-1 y PIGF en plasma de
pacientes con endometriosis para identificar posibles biomarcadores prondsticos

de recurrencia.

4.2.1. Participantes

Para este analisis se compararon factores angiogénicos en plasma de 37
pacientes con endometriosis con 26 pacientes controles. Pacientes con
endometriosis, mujeres entre 18 afos y hasta la menopausia, diagnosticadas de
endometriosis con confirmacion histolégica de la enfermedad. 18 de ellas fueron
diagnosticadas de endometriosis profunda, mientras que las 19 restantes

tuvieron endometriosis ovarica. En el grupo control se incluyeron 26 pacientes
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sanas. Para ello se escogieron pacientes de sexo femenino provenientes de la
unidad de cirugia ginecolégica minimamente invasiva del Hospital Universitario
Vall d'Hebron, con la edad comprendida entre los 18 afios y hasta la
menopausia, que fueron intervenidas de esterilizacion tubarica por deseo de
esterilizacion definitiva. Durante la cirugia se confirmé ausencia de
endometriosis. En las tablas 1 y 2 se especifican los criterios de inclusion-
exclusion para la recogida de muestras de plasma en pacientes con

endometriosis y controles.

Criterios de inclusion

v'Sexo femenino

v'Edad fértil (>18 afios —
menopausia)

v Cirugia por su enfermedad
de base

v'Confirmacion
intraquirurgica de
endometriosis

v'Aceptan participar y firman
consentimiento informado

Tabla 1. Criterios de inclusion-exclusion para la recogida de muestras de plasma las pacientes

con endometriosis.

Criterios de inclusion

v Sexo femenino

v Edad 18 afios —
menopausia

v Cirugia por su condicion de
base

v Confirmacion intraquirtrgica

de ausencia de
endometriosis

Criterios de exclusion

v <18 afios 0 menopausicas

v Proceso neoplasico activo

v Embarazo

v Ausencia de tejido
endometridsico en las
muestras extraidas

v Rechazan participar en el
estudio

v Intervenidas
recientemente

Criterios de exclusion

v/ <18 aflos 0 menopausicas

v Proceso neoplasico activo

v' Embarazo

v' Historia previa o evidencia
de endometriosis durante
la cirugia

v Antecedente de cirugia
reciente

Tabla 2. Criterios de inclusidn-exclusion para la recogida de muestras de plasma en pacientes

control.
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4.2.2. Recogida de muestras de sangre

La recogida de muestras se realizo antes del inicio de la cirugia, normalmente
coincidiendo con el momento previo a la induccién anestésica. Aprovechando la
venoclisis que es mandatoria para la induccién anestésica se obtenian 10 mL de
sangre en un tubo de EDTA K2 (referencia de Vall d'Hebron 367525) o K3
(indistintamente). Se procedia a la inversion del tubo 10 veces después de la
recogida de sangre para evitar la coagulacion de la muestra. Las muestras se
almacenaban a temperatura ambiente o en nevera hasta ser procesadas. El
procesamiento de las muestras se realizaba dentro de las primeras 24 horas
desde la recogida.

4.2.3. Procesamiento de muestras de sangre

1. Adicién de inhibidor de proteasa a cada muestra (dilucion 1:200)
2. Centrifugado a 1300 g durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Plasma

Leukocytes
Erythrocytes

Figura 11. Fracciones sanguineas después del centrifugado

3. Transferencia de toda la fraccidén soluble (sobrenadante - SN) a un nuevo
tubo de Eppendorf.

4. Centrifugado de los tubos de Eppendorf con la fraccién soluble (SN) a 3000
g durante 15 minutos a temperatura ambiente.

5. Transferencia de SN a nuevos tubos de Eppendorf y deshecho de la fraccidn
precipitada.
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6. Marcaje de ambos Eppendorf con el segundo SN y almacenaje a -80°C.

4.2.4. Determinacioén de factores angiogénicos en sangre. ELISA.

Para este proyecto la medicidn de los niveles de factores angiogénicos en sangre
(sEng, sFit-1 y PIGF) se realizé mediante kits ELISA comercializados (#DY 1097,
#DY321B, and #DY264; R&D system) segun las instrucciones del fabricante.
Todos los analisis se hicieron por duplicado y la densidad optica fue leida a 450

nm de longitud de onda utilizando un lector de microplacas (BioTek, USA).

El ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzima (ELISA) es una técnica que se
basa en una reaccion antigeno-anticuerpo, esta reaccién genera un cambio de
color o emision de luz que se puede cuantificar y es proporcional a la intensidad
de la interaccion. Generalmente se llevan a cabo en placas de 96 pocillos, lo que
permite medir multiples muestras en un unico experimento. Cada prueba mide
un antigeno especifico, existiendo una gran variedad de kits disponibles para
distintos antigenos. Las muestras suelen hacerse por duplicado para garantizar
el analisis estadistico y en distintas concentraciones para garantizar que puedan
ser medidos con los niveles de deteccidn de la prueba.
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SUBSTRATE
ADDITION
®

ANTIGEN
ADDITION Labelled
@ antibody
Captured / / / / / / / / /
antibody ‘
Surface

Signal
@ detection
LABELLED Signal
ANTIBODY "
@ ADDITION Substrate —£.
Antigen

Figura 12. Reaccion ELISA tipo Sandwich. Imagen de https://www.biotek.com/applications/elisa-

and-related-immunoassays.html

En la figura 12 se muestra un tipo de ELISA llamado Sandwich. En primer lugar,
a la placa de ELISA se afade el anticuerpo de captura. Este anticuerpo esta
disefado para reconocer un determinado antigeno a estudio. Se anade la
muestra (que es la que contiene los antigenos a estudio) y se produce la unién
de antigeno anticuerpo. Posteriormente, se afiade el anticuerpo de deteccion,
que suele estar marcado con una enzima, generalmente peroxidasa de rabano
picante o fosfatasa alcalina. El anticuerpo marcado se une al antigeno que
previamente se unio al anticuerpo de captura. Por ultimo, con la adicién de
sustrato se produce una senal que puede estimarse mediante fluorimetria,
luminometria o colorimetria utilizando un lector de placas. Por tanto, la
concentracion del antigeno en la muestra se calcula midiendo su densidad optica
y se compara con una curva estandar obtenida a partir de antigenos con

concentracion conocida.
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4.3. BLOQUE 2

Responde los objetivos: 1.2. Analizar la expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en
aspirado uterino de pacientes con endometriosis para para identificar potenciales
biomarcadores diagnosticos; 2.3. Analizar la expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en
aspirado uterino de pacientes con endometriosis para identificar diferentes
localizaciones de endometriosis en funcion de la expresion de los factores
angiogénicos y 2.4. Analizar la expresién de skEng, sFlt-1 y PIGF en aspirado
uterino de pacientes con endometriosis para identificar posibles biomarcadores

pronosticos de recurrencia

4.3.1. Participantes

De las pacientes con endometriosis se obtuvieron 33 muestras de aspirado
endometrial. Dichas muestras fueron analizadas y comparadas con 33 aspirados
de grupo control. Para ello se escogieron pacientes de sexo femenino
provenientes de la unidad de cirugia ginecolégica minimamente invasiva del
Hospital Universitario Vall d'Hebron, con la edad comprendida entre los 18 afios
y hasta la menopausia, que fueron intervenidas de histeroscopia quirurgica para
estudio endometrial por sospecha de cualquier lesidn endometrial que
posteriormente se descartd6 después del analisis anatomo-patoldgico. Las
pacientes de grupo control no tenian historia de endometriosis ni antecedente de
infertilidad o dolor pélvico crénico, que pudieran indicar sospecha de
endometriosis.

En las siguientes tablas 3 y 4 se especifican los criterios de inclusion-exclusion
para para la recogida de muestras de aspirado endometrial en pacientes con

endometriosis y controles.
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Criterios de inclusion

v'Sexo femenino

v'Edad fértil (>18 afios —
menopausia)

v Cirugia por su enfermedad
de base

v Confirmacioén
intraquirurgica de
endometriosis

v'Aceptan participar y firman
consentimiento informado

Criterios de exclusion

v <18 afios 0 menopausicas

v Proceso neoplasico activo

v Embarazo

v Ausencia de tejido
endometridsico en las
muestras extraidas

v Rechazan participar en el
estudio

v Intervenidas
recientemente

Tabla 3. Criterios de inclusion-exclusion para la recogida de muestras de aspirado endometrial

en pacientes con endometriosis.

Criterios de inclusion

v Sexo femenino

v Edad 18 afios —
menopausia

v Histeroscopia por sospecha
de patologia endometrial

v" Confirmacion
histopatoldgica de ausencia
de patologia endometrial

Criterios de exclusion

v/ <18 aflos 0 menopausicas

v Proceso neoplasico activo

v' Embarazo

v Antecedente o historia
clinica sugestiva de
endometriosis

v Antecedente de cirugia
reciente

Tabla 4. Criterios de inclusion-exclusion para la recogida de muestras de aspirado endometrial

en pacientes control.
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4.3.2. Recogida de muestras de aspirado endometrial

La recogida de muestras de pacientes con endometriosis se realizé antes del
inicio de la cirugia, coincidiendo con el momento previo al inicio de la cirugia.
Aprovechando la colocacion de movilizador uterino, necesario para llevar a cabo
el procedimiento se obtenia la muestra de aspirado uterino mediante canula de
Cornier o Pipelle. El aspirado endometrial se transferia a un tubo Eppendorf de
1.5ml sin afadir ninguna solucion al interior del tubo. Las muestras se
almacenaban a 4°C hasta su procesamiento, que no superaba las 2 horas desde

la extraccion de dicha muestra.

Para las pacientes del grupo control, las muestras fueron cogidas en el momento
de realizar el procedimiento quirurgico. Dichas muestras se incluyeron en formol
y fueron parafinadas y almacenadas de manera habitual, realizandose el analisis
anatomo-patoldgico. Una vez hecho este analisis y sin interferir en el proceso
diagnostico, el sobrante de las muestras fue almacenado en el banco de tejidos

para su posterior uso, entre ellos, para nuestro estudio de factores angiogénicos.

El posterior procesamiento de las muestras almacenadas se describe en los
puntos 4.5-4.7.

4.4, BLOQUE 3

Responde a los objetivos 2.5. Analizar la expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en
tejido endometriésico parafinado de pacientes con endometriosis para analizar
el papel de la angiogénesis en endometriosis y 2.6. Analizar la expresion de Eng,
sFlt-1 y PIGF en tejido endometriosico parafinado de pacientes con
endometriosis para identificar posibles biomarcadores prondsticos de

recurrencia
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4.4.1. Participantes

En este bloque se han comparado las muestras de tejido endometriésico de 75
pacientes con endometriosis con 44 muestras de tejido del grupo control.
Concretamente, para el grupo control se utiliz6 tejido de cistoadenomas ovaricos
(N=22) que se compard con endometriosis ovarica (N=31), mientras el tejido
procedente de retrocérvix (N=22) se utiliz6 como controles para la endometriosis
profunda (N=44). Algunas de las pacientes con endometriosis tuvieron
recurrencia de la enfermedad y fueron intervenidas en varias ocasiones, por lo
que disponemos de diferentes muestras de tejido de una misma paciente. De
esta forma, obtuvimos 92 muestras de tejido de 75 pacientes con endometriosis
(54 muestras de endometriosis profunda y 38 de endometriosis ovarica). Para el
grupo control se escogieron pacientes de sexo femenino provenientes de la
unidad de cirugia ginecolégica minimamente invasiva del Hospital Universitario
Vall d'Hebron, con la edad comprendida entre los 18 afios y hasta la
menopausia, que fueron intervenidas por proceso ginecoldgico benigno sin tener
otra enfermedad y con confirmacion intraquirdrgica de ausencia de
endometriosis. En la tabla 5 se muestran los criterios de inclusidon-exclusién para

la recogida de muestras control de tejido endometridsico.

Criterios de inclusion Criterios de exclusion

v Sexo femenino v/ <18 afios o menopausicas

v Edad 18 afos — v Proceso neoplasico activo
menopausia v' Embarazo

v Cirugia por condicién v Presencia de
ginecologica benigna endometriosis en las

v" Confirmacion intraquirurgica muestras extraidas
de ausencia de v Antecedente de cirugia
endometriosis reciente

Tabla 5. Criterios de inclusidn-exclusion para para la recogida de muestras control de tejido

endometriésico.
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4.4.2. Recogida de muestras de tejido endometriésico

Las muestras fueron obtenidas en el momento de realizar el procedimiento
quirurgico. Dichas muestras se incluyeron en formol y fueron parafinadas y
almacenadas de manera habitual, realizandose el analisis anatomo-patologico y
confirmandose la presencia de endometriosis. Una vez hecho este analisis y sin
interferir en el proceso diagnodstico, el sobrante de las muestras fue almacenado
en el banco de tejidos para su posterior uso, entre ellos, para nuestro estudio de
factores angiogénicos.

En el caso tejido control para las endometriosis profundas se utilizo tejido
retrocervical o ligamentos uterosacros. Para ello, las piezas de histerectomia se
remitian marcadas con un punto de sutura en su parte posterior para identificar
los ligamentos uterosacros o la cara posterior del cérvix (como se indica en la
Figura 12). En Anatomia Patologica se incluia un bloque con tejido marcado con

el punto de sutura.

Figura 13. Region anatomica de obtencion de la muestra de ligamento uterosacro

4.4.3. Procesamiento de muestras de tejido endometriésico

El posterior procesamiento de las muestras almacenadas se describe en los
puntos 4.5-4.7.
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4.5. EXTRACCION DE RNA

El estudio de la expresion de genes de Eng, sFlt-1 y PIGF se realizé mediante
PCR cuantitativa. Para ello previamente hay que extraer el RNA de las muestras,
que a grandes rasgos consiste en disrupcion y homogeneizacion de muestras.
Mediante la disrupcion se produce la rotura de estructuras celulares, las paredes
celulares y las membranas, liberando asi el RNA contenido en las muestras. La
homogeneizacion reduce la viscosidad de las muestras para facilitar la
purificacion de RNA. El siguiente paso consiste en aislar y purificar el RNA, para
eliminar los posibles contaminantes de la muestra. Asimismo, es necesario

eliminar el DNA gendmico que puede ser otro contaminante de las muestras.

4.5.1. Tejido parafinado

En primer lugar, se delimita la zona de tejido parafinado que quiere ser estudiada
y se selecciona mediante corte (Figura 14). EI RNA y las proteinas de este tejido
se extrajeron mediante el kit High Pure FFPET RNA Isolation Kit. En primer lugar,
se realiza una desparafinacion de los rollitos mediante lavados con Xileno y
etanol. Posteriormente se utiliza proteinasa K para digestion inicial de la muestra,
seguido de una segunda digestion con DNasa y una serie de lavados con un
eluido final en agua. El proceso de purificacidon se realiza por método de

columnas.

El protocolo empleado es el que sigue:

1. Para desparafinar las muestras se usan tubos de Eppendorf de 1,5 ml.
Anadir 800 ul de Xileno por cada rollito del tejido y agitar en vortex
brevemente en varios intervalos.

2. Andadir 400 pl de etanol al 100% y vortear brevemente. Centrifugar durante
2 minutos a temperatura ambiente a velocidad maxima (16000xg),
desechar el sobrenadante intentar no tocar el precipitado.
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3. Anadir 1 ml de etanol (100%) y vortear la muestra. Centrifugar durante 2
minutos a temperatura ambiente y velocidad maxima (16000xg), y
desechar el sobrenadante, intentar no tocar el precipitado. Sacudir el tubo
Eppendorf sobre papel para eliminar residuos de etanol.

4. Colocar el tubo Eppendorf en una estufa a 55°C con la tapa abierta para
completar la evaporacion del etanol.

5. Anadir 100 pl de Tampon de Lisis Tisular de RNA, 16 pyl 10% SDS y 40 pl

de proteinasa K

Vortear e incubar 30 minutos a 85°C agitando a 600 rpm

Vortear brevemente y enfriar por debajo de 55°C

Anadir 80 ul de proteinasa K

© o N o

Vortear e incubar 30 minutos a 55°C agitando a 600 rpm, el lisado al final

del proceso debe ser transparente. Si hay permanencia de particulas,

extender el incubado 10 minutos mas.

10.Vortear y pipetear el lisado al reservorio de arriba del tubo (High Pure Filter
Tube). Centrifugar a 6000xg durante 30 segundos.

11.Con un nuevo tubo colector centrifugar 2 minutos a 16000xg para secar
el filtro.

12. Afriadir 100 pl de solucién de DNasa sobre el filtro (High Pure Filter).

13.Incubar 15 minutos a temperatura ambiente

14. Ahadir 500 yl de Tampodn de lavado |

15. Centrifugar a 6000xg durante 20 segundos. Desechar el liquido.

16.Anadir 500 yl de Tampodn de lavado i

17.Centrifugar a 6000xg durante 20 segundos. Desechar el liquido

18. Anadir 500 ul de Tampodn de lavado i

19. Centrifugar a 6000xg durante 20 segundos. Desechar el liquido

20.Centrifugar 2 minutos a 16000xg para secar el filtro. Colocar dicho filtro
en un tubo nuevo de Eppendorf de 1.5 ml.

21.Anadir 25-50 ul de Tampon de eluido.

22.Incubar 1 minuto a temperatura ambiente. Centrifugar a 6000xg durante

1 minuto.



Mapping and
Tissue coring

g Tissue Cores (0.6mm)

Homogenization

Figura 14. Marcaje de tejido, obtencién de rollitos tisulares y extraccion de RNA y DNA. Imagen
de Patel P et al.®%. La figura muestra cobmo un area de interés es marcada mediante un rotulador,
de donde se obtienen unos cortes, los denominados rollitos. En la figura se muestran 3 rollitos
de 0.6mm, en nuestro caso usamos 5 rollitos de 10 um (=0.01mm). Posteriormente la muestra
se homogeneiza y se puede usar tanto para la extraccion de RNA como DNA (en nuestro caso

hemos eliminado el DNA).
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4.6. DETERMINACION DE INTEGRIDAD Y CALIDAD DE RNA

Una vez extraido el RNA, se evaludé su cantidad mediante espectrofotometro
Nanodrop y la integridad, pero en este caso utilizando el Bioanalizer 2100
(Agilent Technology) ya que es necesaria una muy buena calidad del RNA para

garantizar el éxito del ensayo.

La concentracion y pureza de RNA se mide mediante espectrofotometro
Nanodrop. La concentracion se calcula determinando su absorbancia a una
longitud de onda de 260 nm (A260). La ratio de absorbancia A260/A280 es buen
indicador de la pureza de RNA. Asi, una ratio de 2.0-2.2 indica una pureza 6ptima
de RNA, un cociente >1.7 se corresponde con una pureza aceptable y por debajo

de este valor indica contaminacion de RNA.

El Bionalizador 2100 permite la medicion cualitativa y cuantitativa de muestras
de RNA, combinando la microeletroforesis y la fluorescencia. La cantidad de
fluorescencia se corresponde con la cantidad de RNA, mientras que la
electroforesis proporciona un valor del numero de integridad del RNA (RIN) que
sirve para determinar su calidad. Este valor va desde el 1 al 10, asi un valor de
10 corresponde a una muestra intacta y se aconseja tener un RIN de entre 4 y 6
para llevar a cabo experimentos con RT-PCR cuantitativa. En la tabla 5 se
representa la utilidad de la muestra de RNA en funcién de RIN.
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Valores de RIN Utilidad de la muestra
>7 Estudios de expresion génica
5-6 RT-PCR cuantitativa
<4 RT-PCR de pequefas regiones
génicas

Tabla 6. Muestra la utilidad de las muestras de RNA en funcion del valor RIN (“Programa de
control de calidad de acidos nucleicos. Banco Nacional de ADN Carlos Il (Universidad de

Salamanca).Imagen adaptada de Www.bancoadn.org”.

4.7. RTqPCR

La eliminacion de DNA gendmico y la retrotrascripcion para la obtencion del
cDNA se llevaron a cabo utilizando el Quantitect Reverse Transcription kit

(Qiagen) segun el siguiente protocolo:

1. Descongelar y mantener la muestra de RNA sobre hielo. Descongelar
gDNA Wipeout Buffer, Quantiscript Transcriptasa Reversa, Quantiscript
RT Buffer, RT Primer Mix y agua libre de RNasas a temperatura ambiente
(15-25°C). Mezclar bien el contenido de cada tubo agitandolos.
Centrifugar brevemente para recoger los residuos de liquido de las
paredes de los tubos, almacenar sobre hielo.

2. Preparar la reaccion para eliminar el DNA genomico: 2ul de gDNA
Wipeout Buffer, RNA (hasta 1 ul) y agua libre de RNAsas hasta completar
14 ul

3. Incubar durante 2 min a 42°C. Almacenar inmediatamente sobre hielo.

4. Preparar la mezcla de retrotrascripcion sobre hielo: 1 ul de Quantiscript
Reverse Transcriptase, 4ul de Quantiscript RT Buffer, 1 ul de RT Primer
Mix

5. Adadir la mezcla del paso 3 (14 pl) a la mezcla de retrotrascripcion.
Mezclar y almacenar sobre hielo.
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6. Incubar 15 minutos a 42°C.

7. Incubar 3 minutos a 95°C para inactivar Quantiscript Transcriptasa
Reversa.

8. Anadir la solucion final a la mezcla de PCR en tiempo real

La expresion en los tejidos de los genes seleccionados Eng, sFlt-1 y PIGF se
realiz6 mediante RT-PCR cuantitativa utilizando la tecnologia de las sondas
TagMan® Universal PCR Master Mix comercializadas por Applied
Biosystems™. Las sondas de gPCR utlizadas fueron: Endoglina
(Hs00923996_m1), s-Flt-1(Hs01052961_m1), PIGF (Hs00182176_m1) vy
GAPDH (Hs99999905_m1) como control endégeno.

RTgPCR - siglas en inglés de “Real-time quantitative PCR” - es una técnica
altamente sensible para cuantificar la cantidad absoluta o relativa de una
secuencia especifica de acido nucleico. La cuantificacion se realiza mediante el
numero de ciclos que se requieren para generar suficiente fluorescencia a partir
de un punto de corte preestablecido. Este método, a parte de los dos primers
utilizados para un proceso de amplificacion, utiliza un fluorescente que hibrida
con la secuencia a estudio. Contiene una sonda de oligonucleétidos con un
colorante fluorescente en el extremo 5’y un colorante supresor en el extremo 3°.
Si dicha sonda esta integra, el supresor reduce la fluorescencia emitida y ésta
no se detecta. Si, por el contrario, la secuencia objetivo esta presente la sonda
se separa del primer. Mientras dicho primer se amplia, la actividad de 5'nucleasa
de la DNA polimerasa Taq disocia la sonda y se genera fluorescencia. Debido a
la naturaleza exponencial de la PCR, la fluorescencia aumenta
proporcionalmente a la cantidad de productos generados por la PCR hasta
alcanzar el punto de corte preestablecido. La determinacion se realiza
comparando el numero de ciclo al cual la muestra del paciente llega a un nivel
de fluorescencia determinado con una curva estandarizada de muestra de
control. En la realizacion de PCR en tiempo real, una respuesta positiva es
detectada por acumulacion de senal fluorescente. Dicha sefial se mide como
numero de ciclos requeridos para que la sefal fluorescente cruce el umbral y dé
como positiva la reaccidn. Dicho umbral de ciclos se llama Ct (de acronimo en
inglés cycle threshold). Los niveles Ct son inversamente proporcionales a la
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cantidad de la proteina estudiada en la muestra (por ejemplo, cuanto menor es

el Ct mayor cantidad de ADN o ARN hay en la muestra).

RTgPCR se realiz6 segun el siguiente protocolo:

. Pipetear en un tubo de Eppendorf de 1,5 ml los siguientes reactivos (se
realiza para cada muestra y por cuadriplicado): 1 ul de TagMan® Gene
Expression Assay, 10 ul TagMan® Gene Expression Master Mix, cDNA

obtenido en el paso anterior (4ul) y 5 ul de agua libre de RNasas.

2. Cerrar el tubo y agitar varias veces para mezclar los reactivos.

3. Centrifugar brevemente. Cargar la placa 1 transfiriendo 20 pL de la mezcla

reactiva de PCR preparada en el paso 1 y pipetearlos en cada pocillo de
la placa reactiva

. Cerrar la placa con su tapa correspondiente y centrifugar brevemente

. Cargar la placa en el termociclador ABI 7500 Fast (Applied Biosystems™),

siguiendo el programa indicado por el fabricante.

Fluorophore Quencher

PCR Primer @ TagMan
) Probe

PCR Primer

Amplification Assay
Polymerization

:

v Probe Displacement
and Cleavage

N

Fluorescence

Result

v

Fluorescence
&
@

PCR Products Cleavage Products

15. Funcionamiento de la sonda TagMan. Imagen adaptada de

https://hmong.es/wiki/TagMan.
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4.8. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis descriptivo de las caracteristicas clinico-patologicas de las pacientes
de cada bloque se ha realizado mediante el test Exacto de Fisher.

Los resultados de la determinacion de factores angiogénicos se normalizaron
usando un pool de muestras en cada panel. Dichos factores se expresan en
medias y desviaciones estandares de la media o en medias con minimos vy
maximos (cuando procede). Debido a que la distribucion de nuestros resultados
no cumple la distribucion normal de las variables, se ha utilizado el test no
paramétrico de U de Mann-Whitney y test de Kruskal-Wallis para comparar las
diferencias entre los grupos. Se utilizaron las curvas Receiver Operating
Characteristic (ROC) para calcular la capacidad diagnostica de una determinada
comparacion, reflejandose en el area bajo la curva ROC (AUC) y en la relacién
entre la sensibilidad y la especificidad de cada factor angiogénico para la
detecciéon de endometriosis. Para estudiar la correlacién entre dos variables
emparejadas, cuantitativas y continuas se utilizé la correlacion de Pearson. El
punto de corte por debajo del cual se ha considerado la significacion estadistica
fue p=0.05.

El analisis estadistico se realizé con GraphPad Prism (v.8.0) (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA).
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5.1. BLOQUE 1.

5.1.1. Caracteristicas clinicas de las participantes

Para este bloque se han comparado 37 muestras de plasma de pacientes con
endometriosis con 26 muestras de plasma de controles sanas. Las
caracteristicas clinicas y demograficas de las participantes de este bloque estan
reflejadas en la tabla 7. La edad media del grupo de endometriosis fue de 34
anos mientras que del grupo control fue de 38 afos. En cuanto a las
intervenciones previas no hubo diferencias entre ambos grupos, siendo el
porcentaje de intervenciones previas en el grupo de endometriosis de 37.8% y
en el grupo control de 15.4%. Tampoco hubo diferencias estadisticamente
significativas en relacion a tratamiento hormonal previo a cirugia. Asi, un 5.4%
del grupo de endometriosis estuvieron en tratamiento hormonal en el momento
de realizar la cirugia, mientras que ninguna paciente del grupo control ha
realizado tratamiento hormonal. Hubo un 5.4% de enfermedad autoinmune en el
grupo de estudio y este porcentaje fue comparable con el 3.8% del grupo control.
Asimismo, en cuanto al habito tabaquico, casi un tercio de todas las participantes
eran fumadoras (29.7% en el grupo de endometriosis y 30.8% en el grupo
control).

Del grupo de endometriosis (un total de 37 pacientes), 51.4% correspondian a
endometriosis ovaricas, mientras las restantes 48.6% fueron de endometriosis
profundas. De éstas ultimas, el 27.8% de pacientes tuvieron adenomiosis,
mientras que no hubo ninguna adenomiosis en el grupo de endometriosis ovarica
o en el grupo control. Un 38.9% de endometriosis profundas correspondian a
endometriosis profundas aisladas, mientras que un 61.1% eran endometriosis
ovaricas-profundas. Ademas, el 61.1% de endometriosis profundas estaban
asociadas a afectacion organica. En cuanto a la recurrencia, hubo un 21.1% de
endometriosis ovaricas recurrentes en comparacion con 38.9% de endometriosis

profundas recurrentes.
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_ CONTROLS
ENDOMETRIOSIS (N=37) (N=26)
Deep (N=18) ‘ Ovarian (N=19) P-value
34 (18-47) 38 (29-45) 0.0024
Age (years)
35 (18-47) | 32(20-45) 0.2601
Gynecological Surgery 50.0% (9/18) \ 26.3% (5/19) 0.1837
i 13.5% (5/37) 0% (0/26) 0.0714
Infertility
22.2% (4/18) ‘ 10.5% (2/19) 0.4048
Previous Hormonal 5.4 (2/37) 0% (2/26) | 0.05074
Treatment 11.1% (2/18) ‘ 0% (0/19) 0.2297
. . 5.4% (2/37) 3.8% (1/26) | >0.9999
Autoimmune disease
0% (0/18) ‘ 10.5% (2/19) 0.4865
29.7% (11/36) 30.8% (8/26) | >0.9999
Tobacco
33.3% (6/18) | 26.3% (5/19) 0.7281
67.6% (25/37) 0% (0/26) <0.0001
Dsymenorrhea
77.8% (14/18) 57.9% (11/19) - 0.2953
Adenomyosis 27.8% (5/18) 0% (0/19) - 0.0197
Deep&Ovarian 61.1% (11/18) 0% (0/19) - <0.0001
Recurrence 38.89% (6/17) 21.1% (4/19) - 0.2953
Organ involvement 61.1% (11/18) 0% (0/19) - <0.0001

Tabla 7. Distribucidon de las caracteristicas clinicas de participantes del bloque 1.

5.1.2. Niveles de expresion proteica de sEng, sFlt-1 y PIGF en plasma de

pacientes control y endometriosis como biomarcadores diagnésticos

Analizamos la concentracion proteica de skEng, sFlt-1 y PIGF en muestras de
plasma de 37 pacientes con endometriosis, incluyendo 18 endometriosis
profundas y 19 endometriosis ovaricas, y las comparamos con 26 muestras de
pacientes control. La sEng fue detectada en todas las pacientes, mientras que
para sFlt-1 y PIGF algunas pacientes fueron descartadas porque no se detectd
expresion proteica. Asi, para sFlt-1 hubo deteccion proteica en 10 pacientes
control y 17 pacientes con endometriosis y, para PIGF, se detectd la expresion
proteica en 18 controles y 12 pacientes con endometriosis. No hubo diferencias
de sEng y PIGF entre los grupos de endometriosis y control, analizando todas
las endometriosis juntas ni analizando por separado endometriosis ovarica y

profunda (Figura 16A-B y Tabla 8). La expresion de sFlt-1 si que presentd una
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expresion diferencial significante entre endometriosis y controles (p-value <
0.05). Especificamente, sFlt-1 se encontré 4 veces aumentado en endometriosis
respecto control, siendo su expresidon mas elevada en endometriosis ovarica que
en profundas. La expresion media en controles fue de 104.3pg/ml (0.9-
386.2pg/ml), mientras que en endometriosis su expresion media fue de
417 1pg/ml (18.7-1482 pg/ml), siendo la expresion media en endometriosis
profunda de 289.7 pg/ml y endometriosis ovarica de 530.3 pg/ml (Figura 16A-B
y Tabla 8).

94



sEng (ng/ml)
Y

0 -
@ N
& )
N N
® ¢
O
&

Il Controls (n=26)
[ Endometriosis (n=37)

sEng (ng/ml)
i

Il Controls (n=26)
[ DE - Deep Endometriosis (n=18)

OE - Ovarian Endometriosis (n=19)

o

Endometriosis
100+

80+

60+

40

Sensitivity%

20+

1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100
100% - Specificity%
— sEng (AUC=0.5286)

— sFit-1 (AUC=0.7882)
— PIGF (AUC=0.5718)

1000 T 1

800+

600

400+

sFit-1 (pg/ml)

200+

Il Controls (n=10)
3 Endometriosis (n=17)

15004 | 1

E 1000+
o
£
‘T “7
i 500
]
0_
\‘o\e OQ’ &
o(‘
3

Il Controls (n=10)
3 DE - Deep Endometriosis (n=8)

OE - Ovarian Endometriosis (n=9)

Deep Endometriosis
100

80+

60—

40

Sensitivity%

20

0
U

T T T T 1
0 20 40 60 80 100

100% - Specificity%

— sEng (AUC=0.5951)
— sFlt-1 (AUC=0.7625)
— PIGF (AUC=0.6042)

25
20
£
5 151
k=)
w
& 10
o
5_
0_
2
& S
s &
()
Q/‘\b

Il Controls (n=18)
[ Endometriosis (n=12)

25+

20

PIGF (pg/ml)
o
1
i
—

T T
2 o@ o@

Il Controls (n=18)
[ DE - Deep Endometriosis (n=4)

OE - Ovarian Endometriosis (n=8)

Ovarian Endometriosis

100 —I—Zl

80

Al

40

Sensitivity%

204

o 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100
100% - Specificity%

— sEng (AUC=0.5344)

— sFit-1 (AUC=0.8111)
— PIGF (AUC=0.5556)

Figura 16. Nivel de expresion proteica de sEng, sFlt-1 y PIGF en plasma de pacientes control y

endometriosis. A. Nivel de expresion proteica de sEng, sFlt-1 y PIGF en endometriosis y
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controles. B. Nivel de expresion proteica de sEng, sFlt-1 y PIGF en endometriosis profunda,
endometriosis ovarica y pacientes control. C. Curvas ROC de sEng, sFlt1 y PIGF para el
diagndstico de endometriosis, endometriosis profunda y endometriosis ovarica. Los niveles de
expresion fueron analizados usando test no paramétrico U de Mann-Whitney y de Kruskal-Wallis.
Los datos se presentan como medias con desviaciones estandar. *P < 0.05, **P < 0.01, *** P <
0.001, **** P < 0.0001

n Controles n Endometriosis p-value
sEng (ng/ml) 26 2.8 (2-3.6) 37 2.7 (1.8-4) 0.7056
sFlt-1 (pg/ml) 10 104.3 (0.9-386.2) 17 417.1 (18.7-1482) 0.0124
PIGF (pg/ml) 18 13.6 (2-29.8) 12 12.4 (5.5-22.4) 0.5237
Endometriosis
n Controles n p-value
profunda
sEng (ng/ml) 26 2.8 (2-3.6) 18 2.6 (1.8-4) 0.9463
sFlt-1 (pg/ml) 10 104.3 (0.9-386.2) 8 289.7 (18.7-835.7) 0.2673
PIGF (pg/ml) 18 13.6 (2-29.8) 4 12.3 (10-17.5) >0.9999
Endometriosis
n Controles n e p-value
ovarica
sEng (ng/ml) 26 2.8 (2-3.6) 19 2.8 (1.9-3.8) >0.9999
sFlt-1 (pg/ml) 10 104.3 (0.9-386.2) 9 530.3 (18.9-1482) 0.0404
PIGF (pg/ml) 18 13.6 (2-29.8) 8 12.5 (5.5-22.4) >0.9999

Tabla 8. Promedio de expresion en plasma de sEng, sFlt-1 y PIGF en grupo control y
endometriosis, endometriosis profunda y endometriosis ovarica. En la tabla se refleja el promedio
de expresion de cada grupo con expresion minima y maxima, el numero de sujetos que se han
tenido en cuenta para realizar cada comparacién y con negrita se marcan los valores p que han

sido estadisticamente significativos con un valor p<0.05.

Para evaluar sEng, sFlt-1 y PIGF como potenciales biomarcadores diagnosticos
de endometriosis en muestras de plasma, analizamos valores individuales de
AUC (area bajo la curva ROC) (Figura 16C). El analisis ROC se realiz6 para
todos los factores angiogénicos y para la deteccion de endometriosis, asi como
especificamente de endometriosis ovarica y profunda. Los valores AUC de sEng,
y PIGF estuvieron en el rango de 0.52 a 0.60, confirmando asi que no son
potenciales marcadores diagnosticos. Por el contrario, se demuestra que sFlt-1
es un buen biomarcador para la deteccion de endometriosis con AUC de 0.78, y
también para la deteccion de endometriosis profunda y ovarica con AUC de 0.76
y 0.81, respectivamente (Tabla 9).
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Comparaciones ROC AUC Sensibilidad% | Especificidad% | p-value
o Eng 0.5286 51.35 57.69 0.7010
Endometriosis

SFIt-1 0.7882 82.35 60.00 0.0139

PIGF 0.5718 58.33 50.00 0.5117

profunda SFIt-1 0.7625 75.00 70.00 0.0621
PIGF 0.6042 75.00 50.00 0.5232

ovarica SFIt-1 0.8111 77.78 60.00 0.0222
PIGF 0.5556 62.50 44.44 0.6567

Tabla 9. Comparaciones ROC para reflejar la capacidad diagnostica de Eng, sFlt-1 y PIGF en
plasma. La tabla refleja todas las comparaciones realizadas y proporciona la informacion de
areas bajo la curva ROC, sensibilidad, especificidad y significancia estadistica de cada

comparacion.

5.1.3. Niveles de expresion proteica de sEng, sFlt-1 y PIGF en plasma de

pacientes control y endometriosis de distintas localizaciones

La endometriosis profunda y ovarica son los principales subtipos de
endometriosis, aunque también frecuentemente se dan casos de asociacion de
endometriosis ovarica y profunda al mismo tiempo. Ademas, puede haber
afectacion de diferentes 6rganos, como afectacion de miometrio (adenomiosis),
afectacion de recto, vejiga y otras localizaciones. Analizamos la concentraciéon
de proteinas de sEng, sFlt-1 y PIGF clasificando las endometriosis segun
diferentes localizaciones de la enfermedad (Figura 17 y Tabla 10). No
encontramos diferencias para ningun factor en el grupo de adenomiosis ni en
endometriosis ovarica-profunda. Sin embargo, sFlt-1 estaba incrementado de
forma significativa (p-value < 0.05) en endometriosis profunda sin afectacion
organica en comparacion al grupo control, mientras que no hubo diferencias para

la expresion proteica de seng y PIGF. Asi, la expresion de sFlt-1 se encontré 4
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veces mayor en endometriosis profunda sin afectacion organica respecto al
grupo control. La expresién media para la endometriosis sin afectacion visceral
fue de 414.7 pg/ml (146.5-835.7pg/ml), siendo la expresién media en el resto de
los grupos similar a la del grupo control (Tabla 10).
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Figura 17. Nivel de expresion proteica de sEng, sFlt-1 y PIGF en plasma de pacientes control y

endometriosis de diferentes localizaciones. A. Nivel de expresion proteica de sEng, sFlt-1y PIGF

en pacientes control y endometriosis de diferentes localizaciones, incluyendo endometriosis
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ovarica, profunda y adenomiosis. B. Nivel de expresion proteica de sEng, sFit-1 y PIGF en
pacientes control y en diferentes tipos de endometriosis, incluyendo endometriosis ovarica,
profunda y asociacion de ovarica-profunda. C. Nivel de expresion proteica de sEng, sFit-1y PIGF
en pacientes control y endometriosis profunda con o sin afectacion organica. Los niveles de
expresion fueron analizados usando test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Los datos se
presentan como medias con desviaciones estandar. *P < 0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001, *** P <
0.0001

n Controles n Adenomiosis p-value
sEng (ng/ml) 26 2.8 (2-3.6) 5 2.9 (2.1-4) >0.9999
sFlt-1 (pg/ml) 10 104.3 (0.9-386.2) 1 54(54-54) >0.9999
PIGF (pg/ml) 18 13.6 (2-29.8) 3 13.1 (10-17.5) >0.9999

Endometriosis
n Controles n . . p-value
ovarica-profunda
sEng (ng/ml) 26 2.8 (2-3.6) 10 2.3 (1.8-3.4) 0.0801
sFlt-1 (pg/ml) 10 104.3 (0.9-386.2) 5 218.5 (18.7-726.3) >0.9999
PIGF (pg/ml) 18 13.6 (2-29.8) 3 10.6 (5.5-22.4) >0.9999
Endometriosis sin
n Controles n . . p-value
organica
sEng (ng/ml) 26 2.8 (2-3.6) 7 2.6 (2-3.9) >0.9999
sFlt-1 (pg/ml) 10 104.3 (0.9-386.2) 9 414.7 (146.5-835.7) 0.0375
PIGF (pg/ml) 18 13.6 (2-29.8) 0 NA NA
Endometriosis con
n Controles n .. p-value
organica
sEng (ng/ml) 26 2.8 (2-3.6) 11 2.6 (1.8-4) >0.9999
sFlt-1 (pg/ml) 10 104.3 (0.9-386.2) 3 81.3 (18.7-171.4) >0.9999
PIGF (pg/ml) 18 13.6 (2-29.8) 4 12.3 (10-17.5) 0.5485

Tabla 10. Promedio de expresion en plasma de sEng, sFlit-1 y PIGF en grupo control y diferentes
localizaciones de endometriosis, incluyendo adenomiosis, endometriosis ovarica-profunda,
endometriosis profunda sin afectacion organica y endometriosis profunda con afectacion
organica. En la tabla se refleja el promedio de expresion de cada grupo con expresién minima 'y
maxima, el numero de sujetos que se han tenido en cuenta para realizar cada comparacion y
con negrita se marcan los valores p que han sido estadisticamente significativos con un valor
p<0.05.
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5.1.4. Analisis de expresion proteica de sEng, sFlt-1 y PIGF en plasma para

evaluacion de endometriosis recurrente

Evaluamos la concentracion proteica de sEng, sFlt-1 y PIGF en muestras de
plasma de 27 endometriosis primarias y 10 endometriosis recurrentes (Figura
18). Algunas pacientes fueron descartadas por no detectarse expresion proteica
en sus muestras. No observamos diferencias estadisticamente significativas en
sEng y PIGF, sin embargo, se puede observar una ligera tendencia a una mayor
expresion de dichas proteinas en los casos recurrentes. Por el contrario, sFlt-1
estaba significativamente aumentado (p<0.05) en endometriosis primaria en
comparacion con pacientes control y en la recurrencia sus niveles eran similares
al grupo control. Especificamente, sFlt-1 se encontr6 5 veces aumentado en
endometriosis primaria respecto a control o 3 veces aumentado respecto a
endometriosis recurrente. La expresion media en controles fue de 104.3pg/ml
(0.9-386.2pg/ml), mientras que en endometriosis primaria su expresion media
fue de 520.7pg/ml (18.7-1482 pg/ml) y la expresion media en endometriosis
recurrente de 168.3 pg/ml (54-334.6 pg/ml). EI promedio de expresion de cada
grupo se refleja en la tabla 11.
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3 PE - Primary Endometriosis (n=27) 1 PE - Primary Endometriosis (n=12) = PE - Primary Endometriosis (n=10)
RE - Recurrence Endometriosis (n=10) RE - Recurrence Endometriosis (n=5) RE - Recurrence endometriosis (n=2)

Figura 18. Nivel de expresion proteica de sEng, sFlt-1 y PIGF en plasma de pacientes con
endometriosis primaria y endometriosis recurrente. Los niveles de expresion fueron analizados
usando test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Los datos se presentan como medias con
desviaciones estandar. *P < 0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001.
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Endometriosis

n Controles n . . p-value
primaria

sEng (ng/ml) 26 2.8 (2-3.6) 27 2.7 (1.9-4) >0.9999
sFlt-1 (pg/ml) 10 104.3 (0.9-386.2) 12 520.7 (18.7-1482) 0.0246
PIGF (pg/ml) 18 13.6 (2-29.8) 10 11.7 (5.5-21.4) >0.9999

Endometriosis
n Controles n p-value

recurrente

sEng (ng/ml) 26 2.8 (2-3.6) 10 2.9 (1.8-3.9) >0.9999
sFlt-1 (pg/ml) 10 104.3 (0.9-386.2) 5 168.3 (54-334.6) 0.7789
PIGF (pg/ml) 18 13.6 (2-29.8) 2 16.2 (10-22.4) >0.9999

Tabla 11. Promedio de expresion en plasma de sEng, sFlt-1 y PIGF en grupo control y
endometriosis primaria y recurrente. En la tabla se refleja el promedio de expresion de cada
grupo con expresion minima y maxima, el numero de sujetos que se han tenido en cuenta para
realizar cada comparacion y con negrita se marcan los valores p que han sido estadisticamente

significativos con un valor p<0.05.

5.2. BLOQUE 2.

5.2.1. Caracteristicas clinicas de las participantes

Para este bloque se han comparado 33 aspirados endometriales de pacientes
con endometriosis con 33 aspirados de controles sanas. Las caracteristicas
clinicas y demograficas de las participantes de este bloque estan reflejadas en
la tabla 12. La edad media del grupo de endometriosis fue de 33 afos mientras
que del grupo control fue de 37 afos. En el grupo de endometriosis, la tasa de
cirugia ginecologica previa y de dismenorrea fueron significativamente mas altos
que en el grupo control. Asi, un tercio de las pacientes con endometriosis
tuvieron antecedente de cirugia previa, mientras que solo un 3% de los controles
habian referido antecedentes quirurgicos y dos tercios de las pacientes con
endometriosis tuvieron dismenorrea en comparacion al 9% en el grupo control.
No hubo diferencias entre los grupos en cuanto a la infertilidad, antecedente de
enfermedad autoinmune o hipermenorrea. Asi, un 12.1% de las pacientes con
endometriosis y un 3% de las pacientes del grupo control refirieron infertilidad.
Hubo un 4% de pacientes con enfermedad autoinmune en el grupo de
endometriosis, mientras que no hubo ninguna participante del grupo control que
haya referido antecedente de dicha enfermedad. En cuanto al habito tabaquico,

un tercio de las pacientes con endometriosis eran fumadoras, sin embargo, no

102



se pudieron comparar estos datos con el grupo control, debido a que esta
variable no se recogio en este grupo. Dentro del grupo de endometriosis, no hubo
diferencias de habito tabaquico entre las pacientes con endometriosis profunda
y ovarica. Por ultimo, un 26.7% de pacientes con endometriosis profunda
tuvieron ademas adenomiosis, mientras que no hubo ninguna adenomiosis en el

grupo de endometriosis ovarica ni en el grupo control.

De 33 pacientes del grupo de endometriosis, 18 pacientes pertenecen al grupo
de endometriosis ovarica, mientras las 15 restantes constituyen el grupo de
endometriosis profunda. Un 40% de las endometriosis profundas correspondian
a endometriosis profundas aisladas, mientras que los restantes 60% eran
66.7%

profundas tenia afectacion de algun érgano. En cuanto a la recurrencia, hubo un

endometriosis ovaricas-profundas. Ademas, el de endometriosis

16.7% de endometriosis ovaricas recurrentes en comparacion con 33.3% de

endometriosis profundas recurrentes.

ENDOMETRIOSIS (N=33) CONTROLS (N=33)
= Ovarian
Deep (N=15) (N=18) P-value
33 (18-47) 37 (27-40) 0.0232
Age (years)*
35 (18-47) ‘ 33 (20-45) 0.3108
Previous Gynecological 33.3% (11/33) 3% (1/33) 0.0027
Surgery 46.7% (7/15) ‘ 22.2% (4/18) 0.1631
» 12.1% (4/33) 3% (1/33) 0.3553
Infertility
13.3% (2/15) ‘ 11.1% (2/18) >0.9999
: : 3% (1/33) 0% (0/33) >0.9999
Autoimmune disease
0% (0/15) ‘ 12.5% (1/18) >0.9999
24.2% (8/33) NA NA
Tobacco
26.7% (4/15) ‘ 22.2% (4/18) >0.9999
66.6% (22/33) 9.1% (3/33) <0.0001
Dsymenorrhea 61.1%
73.3% (11/15) (11/18) 0.7120
6.1% (2/33) 0% (0/33) 0.4923
Hypermenorrhea
6.7% (1/15) 12.5% (1/18) >0.9999
Adenomyosis 26.7% (4/15) 0% (0/18) - 0.0334
Deep&Ovarian 60% (9/15) 0% (0/18) - 0.0001
Recurrence 33.3% (5/15) 16.7% (3/18) - 0.4184
Organ Involvement 66.7% (10/15) 0% (0/18) - <0.0001

Tabla 12. Distribucién de las caracteristicas clinicas de participantes del bloque 2.
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5.2.2. Niveles de expresion proteica de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirados
endometriales de pacientes control y endometriosis como biomarcadores

diagnésticos

La expresion de RNA de Eng, sFit-1 y PIGF se detectd en todas los pacientes y
estaba significativamente mas baja en aspirado endometrial de pacientes con
endometriosis en comparaciéon a controles (p<0.0001, Fold-change 0.45;
p<0.0001, Fold-change 0.31 and p<0.0001, Fold-change 0.13, respectivamente).
(Figura 19A y Tabla 13). La expresion de dichos factores también fue analizada
en endometriosis ovarica y endometriosis profunda por separado. Se detectoé una
expresion significativamente mas baja en endometriosis ovarica y endometriosis
profunda en comparacion con controles, sin embargo, no hubo diferencias de
expresion entre dichos subtipos de endometriosis (Figura 19B y Tabla 13). Asi,
en endometriosis profunda la expresidén de Eng, sFlt-1 y PLGF estaba
significativamente disminuida respecto a controles (p=0.0003, Fold-change 0.58;
p<0.0001, Fold-change 0.33 y p< 0.0001, Fold-change 0.06, respectivamente) y
en endometriosis ovarica respecto al grupo control (p=0.0035, Fold-change 0.40,
p<0.0001, Fold-change 0.30, p<0.0001, Fold-change 0.13, respectivamente).
Estos resultados ponen de manifiesto una disminucion generalizada de los 3
factores angiogénicos estudiados en aspirado endometrial de pacientes con
endometriosis, independientemente del subtipo de la enfermedad.

104



*kk%k *kkk *kkk
4 0 0
ugJ) 34 E O
; ¢ - &
I ! T
I
E 2+ E E -4-
S < g
g S 4 <
o M - & 7
3 2 l <
0- I -0 T T -8 T T
N @ @ )
o O 2 O 2
& XY & O & O
c,o(‘ &é“\ o& e',é\ o é“\
60 bo 60
Q}‘ Q/(\ @0
*% *kk%k *kkk
I** I I****
I_I *kkk
4- 0o 1 6 1
) = —_
1 (I8
u:J 3 E —! O o
] (72 -2 o
I ' '
[a) I I
o 2 [a] Q 4
< & &
T, S 4 )
o ' = = -6
O (8]
< 3 I 3
0- =0 T T T -8 T 1 1
& ¥ F & F & & F &
C’Q(‘ c)o‘\ 0°°

Figura 19. Niveles de expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirados endometriales de pacientes
con endometriosis y controles. (A) Niveles de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirados endometriales de
controles (n=33) y pacientes con endometriosis (n=33). (B) Niveles de Eng, sFlt-1 y PIGF en
aspirados endometriales de controles (n=33), endometriosis profunda (DE) (n=15) y
endometriosis ovarica (OE) (n=18). Se utiliz6 GAPDH como control endoégeno y los niveles de
expresion fueron analizados usando test no paramétrico de U de Mann-Whitney y de Kruskal-
Wallis. Los datos se presentan como medias con desviaciones estandar. *P < 0.05, **P < 0.01,
*** P <0.001, **** P < 0.0001.
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n Controles n Endometriosis p-value

ACT(GAPDH-Eng) | 33 | 26(02-42) | 33 1.1 (2.5 -4.9) <0.0001

ACT (GAPDH - sFit-1) 33 -2.1 (-4 - -0.75) 33 -4 (-7.8--1.4) <0.0001
ACT (GAPDH - PIGF) 33 -1.6 (-3.9-1.0) 33 -4.8 (-8.3-0.1) <0.0001
Endometriosis
n Controles n p-value
profunda
ACT (GAPDH - Eng) 33 2.6(0.2-4.2) 15 1.1(-1.1-3.2) 0.0041

ACT(GAPDH -sFit-1) | 33 | 21(4--075) | 15 | -3.7(-5.8—-1.4) | <0.0001

ACT (GAPDH - PIGF) 33 -1.6 (-3.9-1.0) 15 -4.1(-7.8 --1.5) <0.0001
Endometriosis

n Controles n ovarica p-value

ACT (GAPDH - Eng) 33 2.6(0.2-4.2) 18 1.1 (-2.5-4.9) 0.0051
ACT (GAPDH - sFlt-1) 33 -2.1 (-4 —-0.75) 18 -5.2 (-6.5--2.5) <0.0001
ACT (GAPDH - PIGF) 33 -1.6 (-3.9-1.0) 18 -4.5(-8.3-0.1) <0.0001

Tabla 13. Niveles de expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirados endometriales de pacientes
control y endometriosis, asi como sus subtipos (endometriosis profunda y endometriosis ovarica).
En la tabla se refleja el promedio de expresion de cada grupo con expresion minima y maxima,
el numero de sujetos que se han tenido en cuenta para realizar cada comparacion y con negrita

se marcan los valores p que han sido estadisticamente significativos con un valor p<0.05.

Para evaluar el potencial de Eng, sFlt-1 y PIGF como biomarcadores
diagndsticos de endometriosis en aspirado uterino, generamos curvas ROC para
cada factor comparando endometriosis (ovarica, profunda o ambas) respecto a
controles. Observamos que Eng, sFlt-1 y PIGF mostraron unos valores AUC de
0.78, 0.90 y 0.89 respectivamente, comparando todas las endometriosis con
controles (Figura 20A y Tabla 14). Destacablemente, podemos aumentar el
poder diagnostico si analizamos la endometriosis profunda por separado con
AUC de 0.82,0.89y 0.94 (Figura 20B y Tabla 14), mientras que en endometriosis
ovarica detectamos un potencial diagnédstico inferior con valores AUC de 0.75,
0.90 y 0.86 (Figura 20C y Tabla 14).
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Figura 20. Curvas ROC para Eng, sFit-1 y PIGF en aspirados endometriales comparando
pacientes con endometriosis y controles. (A) Curvas ROC para Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirado

endometrial comparando endometriosis y controles. (B) Curvas ROC para Eng, sFlt-1 y PIGF en

aspirado endometrial comparando endometriosis profunda y pacientes control. (C) Curvas ROC

para Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirado endometrial comparando endometriosis ovarica y controles.
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Comparaciones ROC AUC Sensibilidad% | Especificidad% | p-value

o Eng 0.7794 81.82 65.63 0.0001
Endometriosis

SFit-1 0.8972 93.94 78.79 <0.0001

PIGF 0.8944 90.91 66.67 <0.0001

profunda SFit-1 0.8909 93.33 78.79 <0.0001

PIGF 0.9414 86.67 75.76 <0.0001

ovarica SFit-1 0.9024 94.44 78.79 <0.0001

PIGF 0.8552 83.33 84.85 <0.0001

Tabla 14. Comparaciones ROC para reflejar la capacidad diagnéstica de Eng, sFlt-1 y PIGF en
aspirados endometriales. La tabla refleja todas las comparaciones realizadas y proporciona la
informacion de areas bajo la curva ROC, sensibilidad, especificidad y significancia estadistica de

cada comparacion.

5.2.3. Niveles de expresion proteica de Eng, sFit-1 y PIGF en aspirados
endometriales de pacientes control y endometriosis de distintas

localizaciones

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, los subtipos mas frecuentes
de endometriosis son la ovarica y la profunda. La asociacion entre ambas
también es frecuente, ademas, la endometriosis puede afectar a diferentes
estructuras y érganos como el miometrio, recto, vejiga, uréter y otros. En primer
lugar, clasificamos a todas las pacientes como endometriosis ovarica,
endometriosis profunda y adenomiosis y las comparamos con pacientes control
(Figura 21A y Tabla 15). Observamos una expresion significativamente menor
de Eng, sFlt-1 y PIGF en endometriosis ovarica y profunda respecto a controles.
Sin embargo, no hubo diferencias entre el grupo de adenomiosis y grupo control,
grupo de endometriosis profunda o grupo de endometriosis ovarica. En segundo
lugar, separamos las endometriosis profundas aisladas de las endometriosis
ovaricas-profundas (Figura 21B y Tabla 15). Se detecté una menor expresion de
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Eng, sFit-1 y PIGF en todos los tipos de endometriosis en comparacion con el
grupo control, sin embargo, no hubo diferencias entre los grupos de
endometriosis mencionados. En tercer lugar, analizamos endometriosis profunda
asociada o no a afectacion organica (Figura 21C y Tabla 15). Hubo una
expresion significativamente menor de Eng y PIGF en endometriosis profunda
independientemente de presencia o ausencia de afectacion organica. En el caso
de sFlt-1, estas diferencias solo se detectaron en endometriosis profunda con
afectacion organica. En definitiva, no encontramos diferencias significativas

entre presencia o ausencia de afectacion organica.
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Figura 21. Expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirados endometriales de pacientes con
diferentes localizaciones de endometriosis. (A) Niveles de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirados
endometriales de pacientes control (n=33), endometriosis profunda (DE) (n=11), endometriosis
ovarica (OE) (n=18) y adenomiosis (n=4). (B) Niveles de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirados
endometriales de paciente control (n=33), DE (n=6), endometriosis ovarica-profunda (DOE) (n=9)
y OE (n=18). (C) Niveles de Eng, sFit-1 y PIGF en aspirados endometriales de pacientes control
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(n=33), endometriosis profunda sin afectacion organica (DE NO OI) (n=4) y endometriosis
profunda con afectacion organica (DE OI) (n=10). Se utiliz6 GAPDH como control endégeno y
los niveles de expresion fueron analizados usando test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Los
datos se presentan como medias con desviaciones estandar. *P < 0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001,
% P < 0.0001.

n Controles n Adenomiosis p-value
ACT (GAPDH - Eng) 33 2.6 (0.2-4.2) 21(1.1-3.2) >0.9999
ACT (GAPDH - sFit-1) 33 -2.1 (-4 - -0.75) -34 (4.2--2.7) 0.1471
ACT (GAPDH - PIGF) 33 -1.6 (-3.9-1.0) -4.7 (-6.5--2.9) 0.0744
Endometriosis
n Controles n ovarica- p-value
profunda
ACT (GAPDH - Eng) 33 2.6 (0.2-4.2) 9 1.1 (-2.5-4.9) 0.3969
ACT (GAPDH - sFit-1) 33 -2.1 (-4 - -0.75) 9 -3.8 (-4.9--3) 0.0009
ACT (GAPDH - PIGF) 33 -1.6 (-3.9-1.0) 9 -4.6 (-6.5 —-2.5) 0.0043
n Controles n En_domet’ric_)sis p-value
sin organica
ACT (GAPDH - Eng) 33 2.6(0.2-4.2) 4 0.7 (-0.8-1.9) 0.0277
ACT (GAPDH - sFit-1) 33 -2.1 (-4 - -0.75) 4 -3(-4.6--1.4) 0.5227
ACT (GAPDH - PIGF) 33 -1.6 (-3.9-1.0) 4 -5.1 (-6.2--2.8) 0.0206
Endometriosis
n Controles n . p-value
con organica
ACT (GAPDH - Eng) 33 2.6 (0.2-4.2) 10 1.5(-1.1-3.2) 0.0347
ACT (GAPDH - sFit-1) 33 -2.1 (-4 - -0.75) 10 -3.9 (-5.8--2.7) <0.0001
ACT (GAPDH - PIGF) 33 -1.6 (-3.9-1.0) 10 -5.2 (-6.5--2.5) <0.0001
L Endometriosis
n Adenomiosis n p-value
profunda
ACT (GAPDH - Eng) 4 21(1.1-3.2) 11 0.8 (-1.1 -2.3) >0.9999
ACT (GAPDH - sFit-1) 4 -34 (4.2--2.7) 11 -3.9(-5.8--1.4) >0.9999
ACT (GAPDH - PIGF) 4 -4.7 (6.5 --2.9) 9 -5.9 (-6.5--5.3) >0.9999
L Endometriosis
n Adenomiosis n . p-value
ovarica
ACT (GAPDH - Eng) 4 21(1.1-3.2) 18 1.1 (-2.5-4.9) >0,9999
ACT (GAPDH - sFit-1) 4 -34 (4.2--2.7) 18 -4.1(-7.8--1.5) >0.9999
ACT (GAPDH - PIGF) 4 -4.7 (6.5 --2.9) 18 -4.5(-8.3-0.1) >0.9999
Endometriosis ..
. Endometriosis
n ovarica- n p-value
profunda
profunda
ACT (GAPDH - Eng) 1.1 (-2.5-4.9) 11 0.8 (-1.1 -2.3) 0.8555
ACT (GAPDH - sFlit-1) -3.8 (4.9 --3) 11 -3.9 (-5.8--1.4) >0.9999
ACT (GAPDH - PIGF) -4.6 (-6.5 —-2.5) 9 -5.9 (-6.5--5.3) >0.9999
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Endometriosis Endometriosis
sin orgénica con organica
0.7 (-0.8-1.9) 10 1.5(-1.1-3.2) >0.9999
-3(-4.6--14) 10 -3.9(-5.8--2.7) 0.4797

51(6.2--2.8) | 10 | -5.2(-6.5--2.5) | >0.9999

=1

p-value

ACT (GAPDH - Eng)
ACT (GAPDH - sFlt-1)
ACT (GAPDH - PIGF)

E N NN

Tabla 15. Niveles de expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirados endometriales de pacientes
control y diferentes localizaciones de endometriosis, incluyendo adenomiosis, endometriosis
ovarica-profunda, endometriosis profunda sin afectacién organica y endometriosis profunda con
afectacion organica. En la tabla se refleja el promedio de expresion de cada grupo con expresion
minima y maxima, el nimero de sujetos que se han tenido en cuenta para realizar cada
comparacion y con negrita se marcan los valores p que han sido estadisticamente significativos

con un valor p<0.05.

5.2.4. Analisis de expresion proteica de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirado

endometrial para evaluacion de endometriosis recurrente

Para predecir los casos de endometriosis recurrente comparamos la actividad
angiogénica a nivel de aspirado uterino entre los casos de endometriosis
recurrente y no recurrente. Hubo una expresidn significativamente menor de
Eng, s-FlIt1 and PIGF en casos de endometriosis recurrente y no recurrente en
comparacion con los controles. La expresion de los 3 factores analizados estaba
significativamente mas baja en el grupo de endometriosis no recurrente en
comparacion con grupo control (p=0.0027, Fold-change 0.48; p<0.0001, Fold-
change 0.34; p<0.0001, Fold-change 0.16, respectivamente) y en el grupo de
endometriosis recurrente vs grupo control (p=0.0075, Fold-change 0.52;
p<0.0001, Fold-change 0.24; p<0.0001, Fold-change 0.05, respectivamente).
Aunque no hubo diferencias entre las endometriosis recurrente y no recurrente,
observamos una ligera tendencia hacia una menor expresion en los casos
recurrentes (Figura 22A y Tabla 16). También analizamos la recurrencia en las
diferentes localizaciones de endometriosis. Por un lado, sFlt-1 y PIGF se
expresaron en menor cantidad en endometriosis profunda recurrente y no
recurrente en comparacion con el grupo control, mientras que, la Eng unicamente
mostro una menor expresion en endometriosis profunda no recurrente en
comparacion con los controles. Tampoco hubo diferencias entre los grupos de

endometriosis profunda recurrente y no recurrente (Figure 22B y Tabla 16).
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Obtuvimos resultados similares en endometriosis ovarica, donde sFlt-1 y PIGF
presentaron una expresion significativamente menor en endometriosis
recurrente y no recurrente respecto al grupo control, mientras que no hubo
diferencias estadisticamente significativas en la expresion de la Eng entre los
grupos. Destaca una tendencia hacia una menor expresion de los factores
angiogeénicos en endometriosis ovarica recurrente respecto a la no recurrente
(Figure 22C y Tabla 16).
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Figura 22. Expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirado endometrial de pacientes control y
endometriosis recurrente, no recurrente, endometriosis profunda recurrente y no recurrente,

endometriosis ovarica recurrente y no recurrente. Se utilizoé GAPDH como control endégeno y
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los niveles de expresion fueron analizados usando test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Los
datos se presentan como medias con desviaciones estandar. *P < 0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001,
¥ P < 0.0001.

Endometriosis no
n Controles n . p-value
recurrencia
ACT (GAPDH - Eng) 32 2.6(0.2-4.2) 25 1.3 (-1.3-4-9) 0.0027
ACT (GAPDH -sFIt-1) | 33 | -2.1(-4--0.75) 25 -3.7 (-6 —-1.4) <0.0001
ACT (GAPDH -PIGF) | 33 | -1.6(-3.9-1.0) 25 -45(-7.5-0.1) <0.0001
Endometriosis
n Controles n . p-value
recurrencia
ACT (GAPDH - Eng) 32 2.6(0.2-4.2) 8 0.6 (-2.5-3.2) 0.0075
ACT (GAPDH -sFIt-1) | 33 | -2.1(-4--0.75) 8 -4.6 (-7.8--3.2) <0.0001
ACT (GAPDH -PIGF) | 33 | -1.6(-3.9-1.0) 8 -5.8 (-8.3 --3.4) <0.0001
n Controles n EP no recurrencia p-value
ACT (GAPDH - Eng) 32 2.6(0.2-4.2) 10 1.2 (-0.8-2.4) 0.0077
ACT (GAPDH -sFIt-1) | 33 | -2.1(-4--0.75) 10 -3.5(-4.9--14) 0.0025
ACT (GAPDH -PIGF) | 33 | -1.6(-3.9-1.0) 10 -4.9 (-6.5 - -2.5) 0.0003
n Controles n EP recurrencia p-value
ACT (GAPDH - Eng) 32 2.6(0.2-4.2) 1(-1.1-3.2) 0.0692
ACT (GAPDH -sFIt-1) | 33 | -2.1(-4--0.75) -4.1(-5.8--3.2) 0.0024
ACT (GAPDH -PIGF) | 33 | -1.6(-3.9-1.0) -5.8 (6.3 --5.1) 0.0009
n Controles n | EO no recurrencia p-value
ACT (GAPDH - Eng) 32 2.6(0.2-4.2) 15 1.4 (-1.3-4.9) 0.0557
ACT (GAPDH -sFIt-1) | 33 | -2.1(-4--0.75) 15 -3.9 (-6 - -1.5) 0.0001
ACT (GAPDH -PIGF) | 33 | -1.6(-3.9-1.0) 15 -4.2 (-7.5-0.1) 0.0008
n Controles n EO recurrencia p-value
ACT (GAPDH - Eng) 32 2.6(0.2-4.2) -0.1(-2.5-2.2) 0.0638
ACT (GAPDH -sFIt-1) | 33 | -2.1(-4--0.75) -5.5(-7.8 - -3.8) 0.0071
ACT (GAPDH -PIGF) | 33 | -1.6(-3.9-1.0) 3 -5.8 (-8.3 --3.4) 0.0195
Endometriosis Endometriosis
n . n . p-value
no recurrencia recurrencia
ACT (GAPDH - Eng) 25 1.3 (-1.3-4-9) 8 0.6 (-2.5-3.2) >0.9999
ACT (GAPDH - sFIt-1) | 25 -3.7 (-6 —-1.4) 8 -4.6 (-7.8 —-3.2) 0.7043
ACT (GAPDH-PIGF) | 25| -45(-7.5-0.1) 8 -5.8 (-8.3 --3.4) 0.6384

Tabla 16. Niveles de expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en aspirados endometriales de pacientes

control y endometriosis con y sin recurrencia, asi como endometriosis profunda con y sin
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recurrencia y endometriosis ovarica con y sin recurrencia. En la tabla se refleja el promedio de
expresion de cada grupo con expresion minima y maxima, el numero de sujetos que se han
tenido en cuenta para realizar cada comparacién y con negrita se marcan los valores p que han

sido estadisticamente significativos con un valor p<0.05.

5.3. BLOQUE 3.

5.3.1. Caracteristicas clinicas de las participantes

En este bloque se ha comparado tejido endometriésico de 75 pacientes con
endometriosis con 44 controles sin endometriosis (22 muestras de tejido
retrocervical como control de endometriosis profunda y 22 quistes simples de
ovario como controles de endometriosis ovarica). Las caracteristicas clinicas y
demograficas de las participantes de este bloque estan reflejadas en las tablas
17 y 18. La edad media del grupo de endometriosis fue 34 afos mientras que la
del grupo control fue 44 afos. No hubo diferencias entre los 2 grupos en cuanto
a intervenciones previas, tratamiento hormonal previo, enfermedad autoinmune
o tabaquismo. Asi, un 38% de las pacientes con endometriosis tuvieron cirugia
previa en comparacion con un 34% del grupo control. Habia casi un tercio de
fumadoras en ambos grupos, cerca del 15% de pacientes con endometriosis y
controles habian estado con tratamiento hormonal previo, el 8% de pacientes del
grupo de endometriosis tuvieron asociada una enfermedad autoinmune en
comparacion con el 4.6% del grupo control. Sin embargo, hubo diferencias entre
los grupos en cuanto al indice de infertilidad y de dismenorrea. Asi, el 21% de
pacientes con endometriosis refirieron infertilidad mientras que ninguna paciente
del grupo control habia referido dicho problema, ademas, el indice de
dismenorrea fue del 70% en el grupo de endometriosis respecto al 11% en el

grupo control.

De 75 pacientes del grupo de endometriosis, 31 pertenecen al grupo de
endometriosis ovaricas, mientras que las 44 restantes constituyen el grupo de
endometriosis profunda. Casi un tercio de las endometriosis profundas
correspondian a endometriosis profundas aisladas, mientras que el 70% eran
endometriosis ovaricas-profundas. Ademas, el 20.5% de endometriosis
profundas estaban asociadas a adenomiosis y un 60% tenian asociada la
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afectacion del algun 6rgano como recto, vejiga o uréter, entre otros. En cuanto a
la recurrencia, hubo un 35.5% de endometriosis ovaricas recurrentes en

comparacion con 52.3% de endometriosis profundas recurrentes.

Endometriosis (N=74) Controls (N=44) P-value

Age (years)* 34 (18-47) 44 (17-57) <0.0001

Previous Gynecological Surgery 38.7% (29/75) 34.1% (15/44) 0.6959
Infertility 21.33% (16/75) 0% (0/44) 0.0005

Previous Hormonal Treatment 14.7% (11/75) 15.9% (7/44) >0.9999
Autoimmune disease 8% (6/75) 4.6% (2/44) 0.7085
Tobacco 32% (24/75) 29.6% (13/44) 0.8395
Dsymenorrhea 70.7% (53/75) 11.4% (5/44) <0.0001

Tabla 17. Distribucion de las caracteristicas clinicas de participantes del bloque 3. Endometriosis

vs controles.

Deep Controls Ovarian | Controls P-
(N=44) | (N=22) | "VaU® | (N=31) | (N=22) | PVale | oy
34 47 33 42
Age (years) (18-47) | (34-57) <0.0001 (20-45) | (17-51) <0.0001 | 0.5011
Previous
X 54.6% 36.4% 16.1% 31.8%
Gyréecologlcal (24/44) (8/22) 0.1978 (5/31) (7/22) 0.2018 | 0.0008
. % % % %
- 29.6% 0% 9.7% 0%
Infertility (13/44) (0/22) 0.0030 (3/31) (0/22) 0.2576 | 0.0478
Previous
18.2% 22.73% 9.7% 9.1%
Hormonal 0.7464 >0.9999 | 0.3457
Treatment (8/44) (5/22) (3/31) (2/22)
Autoimmune 6.8% 0% 9.7% 9.1%
disease 3/44) | (©022) | 992 | 331) | (212) | 709999 | 06865
o 0, o 0,
Tobacco (ﬁ%/iﬁ’) 22/32/; 0.0965 2;’/';‘1/; ‘28}32/‘; 0.1236 | 0.0775
Dsymenorrhe 84.1% 18.2% 51.6% 4.6%
a (37/44) (4/22) <0.0001 (16{;,1) (1/22) 0.0003 | 0.0041
. 20.5% 0%
Adenomyosis (9/44) - - (0/31) - - 0.0086
Deep&Ovaria 70.5% 0%
n (31/44) - - (0/31) - = | e
52.3% 35.5%
Recurrence (23/44) - - (11/31) - - 0.1664
Ogan 59.1% 0%
involvement | (26/44) ) ) (0/31) i i <UL

Tabla 18. Distribucion de las caracteristicas clinicas de participantes del bloque 3. Endometriosis
profunda vs controles, endometriosis ovarica vs controles. Endometriosis profunda vs

endometriosis ovarica.
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5.3.2. Niveles de expresion de RNA de Eng, sFit-1 y PIGF en tejido

endometriésico parafinado de pacientes control y endometriosis

Para entender mejor el papel de la angiogénesis en endometriosis, comparamos
la expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido endometrial ectopico de muestras
parafinadas de pacientes con endometriosis y pacientes control. En concreto,
comparamos 22 muestras de tejido retrocervical de pacientes sin endometriosis
con 54 muestras de endometriosis profunda y 22 muestras de cistoadenomas
ovaricos con 38 muestras de endometriosis ovarica. La expresion RNA de los
tres factores se detect6 en todas las muestras analizadas y estaba
significativamente mas alta en tejido endometridésico en comparacion con el
grupo control. Concretamente, el analisis RTQPCR mostré niveles
significativamente aumentados de Eng, sFlt-1 and PIGF en endometriosis
profunda respecto a tejido retrocervical (p<0.0001, Fold-change 9.15; p<0.0001,
Fold-change 3.64 y p<0.0001, Fold-change 7.26, respectivamente) y también en
endometriosis ovarica respecto a quiste simple de ovarico (Eng p=0.0142, Fold-
change 4.47; sFlt-1 p=0.0004, Fold-change 3.10 y PIGF p=0.0305, Fold-change
3.13). Aun mas, la media de expresion de la Eng en endometriosis ovarica es de
4.5 (1.1 -=7.1) con respecto a la media en endometriosis profunda 3.3 (-1.4 — 6.8)
y la expresion de Eng en endometriosis ovarica esta 4 veces aumentada con
respecto a la endometriosis profunda (p=0.0364, Fold-change 4.67), mientras
que no hubo diferencias entre dichos grupos para sFlt-1 y PIGF (figura 23 y tabla
19).
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Figura 23. Niveles de expresion de RNA de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido endometridsico

parafinado de pacientes con endometriosis y controles. Se utiliz6é GAPDH como control

endogeno y los niveles de expresion fueron analizados usando test no paramétrico de Kruskal-

Wallis. Los datos se presentan como medias con desviaciones estandar. *P < 0.05, **P < 0.01,

*** P <0.001, *** P < 0.0001

n Controles n Endometriosis value
profunda profunda P
ACT (GAPDH - Eng) 22 0.2(-1.2-2.2) 54 3.3(-1.4-6.8) <0.0001
ACT (GAPDH - sFit-1) 22 -3.2(-4.3--21) 54 -1.4 (4.6 -1.4) <0.0001
ACT (GAPDH - PIGF) 22 -4.4 (-6.6 —-2.5) 54 -1.8 (-6.9 - 1.9) <0.0001
Controles Endometriosis
n . n . p-value
ovarica ovarica
ACT (GAPDH - Eng) 22 2.8 (-1.6-5.2) 38 45(1.1-7.1) 0.0142
ACT (GAPDH - sFit-1) 22 -3.2 (-5.6 --1.7) 38 -1.7(-4-0.1) 0.0004
ACT (GAPDH - PIGF) 22 -3 (-6.3 —-0.1) 38 -1.3(-4.8-1.7) 0.0305
Endometriosis Endometriosis
n n . p-value
profunda ovarica
ACT (GAPDH - Eng) 54 3.3(-1.4-6.8) 38 45(1.1-7.1) 0.0364
ACT (GAPDH - sFit-1) 54 -14(-46-1.4) 38 -1.7(-4-0.1) >0.9999
ACT (GAPDH - PIGF) 54 -1.8 (-6.9-1.9) 38 -1.3(-4.8-1.7) >0.9999

Tabla 19. Niveles de expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido endometridsico de pacientes

control y endometriosis, asi como sus subtipos (endometriosis profunda y endometriosis ovarica).

En la tabla se refleja el promedio de expresion de cada grupo con expresion minima y maxima,
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el numero de sujetos que se han tenido en cuenta para realizar cada comparacién y con negrita

se marcan los valores p que han sido estadisticamente significativos con un valor p<0.05.

5.3.3. Niveles de expresion de RNA de Eng, sFit-1 y PIGF en tejido
endometriéosico parafinado de pacientes control y endometriosis de

distintas localizaciones

Como en los apartados anteriores, consideramos diferentes localizaciones de
endometriosis por separado ya que pensamos que podrian tener un
comportamiento diferente y por tanto una expresion de angiogénesis diferencial.
Por un lado, separamos las pacientes con endometriosis profunda aislada y
endometriosis profunda con adenomiosis, que se traté como un grupo diferente.
Pacientes con adenomiosis tuvieron una tendencia hacia una menor expresion
de Eng, sFlt-1 y PIGF que la endometriosis ovarica o endometriosis profunda,
aunque dicha expresion menor fue significativa unicamente para la Eng en
adenomiosis respecto a la endometriosis ovarica (Figura 24A y tabla 20). Asi, en
endometriosis ovarica, la media de la expresion de Eng estabaen 4.5 (1.1 -7.1)
mientras que para la adenomiosis la expresiéon media de Eng estaba en 2 (-1.4
— 6.3), dicha disminucion es estadisticamente significativa con valor p=0.0030.
Por otro lado, separamos pacientes con endometriosis profunda de las pacientes
con endometriosis ovarica-profunda y comparamos si los factores angiogénicos
se comportaban de manera similar a la endometriosis ovarica o a la profunda.
No detectamos diferencias en sFlt-1 y PIGF, mientras que la Eng se expreso en
menor cantidad en endometriosis ovarica-profunda en comparacién con
endometriosis ovarica, aunque dicha expresion fue similar a la endometriosis
profunda (Figura 24B y Tabla 20). Asi, en endometriosis ovarica la expresion
media de Eng fue de 4.5 (1.1 — 7.1) mientras que en endometriosis ovarica-
profunda estaba significativamente mas baja y se situaba en 3.2 (-1.4 — 6.4)
(p=0.0412, Fold-change 0.57). Finalmente, la endometriosis profunda puede
asociarse a afectacion de diferentes 6rganos. Comparamos pacientes con
endometriosis profunda con y sin afectacidbn organica y observamos que,
pacientes con endometriosis profunda con afectacion organica muestran una
expresion significativamente menor de Eng y PIGF que pacientes con
endometriosis profunda sin afectacion organica. La expresion media de Eng en
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endometriosis con afectacion organica estaba en 2.7 (-1.4 — 6.8), mientras que
la expresion media de Eng en endometriosis sin organica estaba en 4.2 (2 -6.4),
dicha disminucidén es significativa con valor p=0.0349. De forma similar, la
expresion media de PIGF en endometriosis con afectacion organica estaba en -
2.6 (-6.9 — 1.7), mientras que la expresion media de PIGF en endometriosis sin
organica estaba en -0.6 (-4 — 1.9), dicha disminucion es significativa con valor
p=0.0046. Aunque no encontramos diferencias estadisticamente significativas
en sFlt-1, observamos una ligera tendencia hacia una menor expresién en
pacientes con endometriosis profunda con afectacién organica (expresion media
de -1.8 (4.4 — 0.8)) con respecto a endometriosis profunda sin organica
(expresion media de -0.9 (-4.6 — 1.4)). (Figura 24C y Tabla 20).
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Figura 24. Niveles de expresion de RNA de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido endometridsico

parafinado de pacientes control y endometriosis de distintas localizaciones. A. Nivel de expresion

122



de RNA de Eng, sFlt-1 y PIGF en pacientes control y adenomiosis. B. Nivel de expresion de RNA
de Eng, sFlt-1 y PIGF en pacientes control y endometriosis ovarica-profunda. C. Nivel de
expresion de RNA de Eng, sFlt-1 y PIGF en pacientes control y endometriosis con y sin afectacion
organica. Se utilizo GAPDH como control enddgeno y los niveles de expresion fueron analizados
usando test no paramétrico de Kruskal-Wallis. Los datos se presentan como medias con
desviaciones estandar. *P < 0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001

Controles . .
n n Adenomiosis p-value
profunda
ACT (GAPDH - Eng) 22 0.2(-1.2-2.2) 13 2(-1.4-6.3) 0.2023
ACT (GAPDH - sFlt-1) 22 -3.2(-4.3--2.1) 13 -2(-44-14) 0.0329
ACT (GAPDH - PIGF) 22 -4.4 (-6.6 — -2.5) 13 -3.1(-6.9-0.2) 0.5242
Controles Endometriosis
n n ovarica- p-value
profunda
profunda
ACT (GAPDH - Eng) 22 0.2(-1.2-2.2) 38 3.2(-14-6.4) <0.0001
ACT (GAPDH - sFit-1) 22 -3.2(-4.3--2.1) 38 -1.6(-4.6-1.4) <0.0001
ACT (GAPDH - PIGF) 22 -4.4 (6.6 — -2.5) 38 -2 (-6.9-1.9) 0.0002
Controles Endometriosis
n n - L - p-value
profunda sin organica
ACT (GAPDH - Eng) 22 0.2(-1.2-2.2) 21 42 (2-6.4) <0.0001
ACT (GAPDH - sFlit-1) 22 -3.2(-4.3--2.1) 21 -09(4.6-1.4) <0.0001
ACT (GAPDH - PIGF) 22 -4.4 (-6.6 — -2.5) 21 -0.6 (-4 -1.9) <0.0001
Controles Endometriosis
n n . . p-value
profunda con organica
ACT (GAPDH - Eng) 22 0.2(-1.2-2.2) 32 2.7(-1.4-6.8) 0.0001
ACT (GAPDH - sFit-1) 22 -3.2(-4.3--2.1) 32 -1.8 (-4.4-0.8) 0.0005
ACT (GAPDH - PIGF) 22 -4.4 (6.6 —-2.5) 32 -2.6 (-6.9-1.7) 0.0093
.. Endometriosis
n Adenomiosis n . p-value
ovarica
ACT (GAPDH - Eng) 13 2 (-1.4-6.3) 38 45(1.1-7.1) 0.0030
ACT (GAPDH - sFit-1) 13 2(-44-14) 38 -1.7 (-4 -0.1) >0.9999
ACT (GAPDH - PIGF) 13 -3.1(-6.9-0.2) 38 -1.3(-4.8-1.7) 0.0620
.. Endometriosis
n Adenomiosis n p-value
profunda
ACT (GAPDH - Eng) 13 2 (-1.4-6.3) 41 3.7 (-0.4 -6.8) 0.1086
ACT (GAPDH - sFit-1) 13 2(-44-14) 41 -1.2 (4.6 -0.8) 0.3507
ACT (GAPDH - PIGF) 13 -3.1(-6.9-0.2) 41 -1.3 (-5.8 -1.9) 0.0623
Endometriosis ..
. Endometriosis
n ovarica- n . p-value
ovarica
profunda
ACT (GAPDH - Eng) 38 3.2(-14-6.4) 38 45(1.1-7.1) 0.0412
ACT (GAPDH - sFit-1) 38 -1.6(-4.6-1.4) 38 -1.7 (-4 -0.1) >0.9999
ACT (GAPDH - PIGF) 38 -2 (-6.9-1.9) 38 -1.3(-4.8-1.7) >0.9999
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Endometriosis
n ovarica- n
profunda
ACT (GAPDH - Eng) 38 3.2(-14-6.4) 16 3.6 (0.4 -6.8) >0.9999

ACT(GAPDH-sFIt-1) | 38 | -1.6(46-14) | 16 | -1.1(-3.1-0.8) | >0.9999

ACT (GAPDH - PIGF) 38 -2 (-6.9-1.9) 16 -1.3(-5.8-1.7) >0.9999
Endometriosis Endometriosis
sin orgénica con organica
ACT (GAPDH - Eng) 21 42(2-6.4) 32 2.7(-1.4-6.8) 0.0349
ACT (GAPDH - sFit-1) 21 -09(-4.6-14) 32 -1.8(-4.4-0.8) 0.0783

ACT(GAPDH-PIGF) | 21 | -06(4-19) | 32 | -26(-6.9-1.7) | 0.0046

Endometriosis

profunda p-value

p-value

Tabla 20. Niveles de expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido endometridsico parafinado de
pacientes control y diferentes localizaciones de endometriosis, incluyendo endometriosis ovarica,
endometriosis profunda, adenomiosis, endometriosis ovarica-profunda, endometriosis profunda
sin afectacion organica y endometriosis profunda con afectacion organica. En la tabla se refleja
el promedio de expresion de cada grupo con expresion minima y maxima, el numero de sujetos
que se han tenido en cuenta para realizar cada comparacién y con negrita se marcan los valores

p que han sido estadisticamente significativos con un valor p<0.05.

5.3.4. Anadlisis de la expresiéon de RNA de Eng, sFit-1 y PIGF en tejido

endometriésico parafinado para evaluacién de recurrencia

Algunas pacientes incluidas en el estudio tuvieron recurrencia de endometriosis,
de esta forma extrajimos el RNA del episodio primario de endometriosis y de sus
sucesivas recurrencias. Asi, de 44 pacientes con endometriosis profunda y 31
con endometriosis ovarica, analizamos los factores angiogénicos de 54 muestras
de endometriosis profunda y 38 muestras de endometriosis ovarica. Por un lado,
comparamos la expresion de RNA entre 25 pacientes con endometriosis
profunda primaria y 29 pacientes con endometriosis profunda recurrente.
Encontramos aumento de la expresion de los factores angiogénicos en todos los
casos de endometriosis en comparacidon con controles. Sin embargo,
detectamos una tendencia hacia una menor expresion en la recurrencia (en
comparacion con episodio primario (Figura 25A y Tabla 21). Ademas, de 8
pacientes con endometriosis profunda, tuvimos 2 episodios consecutivos y
pudimos confirmar que, efectivamente, los factores disminuyen en el episodio
recurrente (Eng p<0.0001, sFlt-1 p=0.0021 y PIGF p<0.0001 (Figura 25B y Tabla
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21). Por otro lado, comparamos la expresion de RNA entre 30 episodios
primarios de endometriosis ovarica y 8 episodios recurrentes de endometriosis
ovarica. Igual que en la endometriosis profunda, todos los episodios de
endometriosis ovarica mostraron una mayor expresion de factores angiogénicos
en comparacién con controles (Figura 26A y Tabla 21). Por el contrario, en el
episodio recurrente observamos que hubo un aumento de la expresion de los
factores analizados en comparacion con el episodio primario. Sin embargo, no
pudimos demostrar diferencias para ningun factor evaluando 2 episodios

consecutivos de 8 pacientes con endometriosis ovarica (Figura 26B y Tabla 21).

Profunda

n Control profunda n . .
primaria

p-value

ACT (GAPDH - Eng) 22 | 02(13-22) | 25 | 3.6(0.8-6.6) | <0.0001
ACT(GAPDH -sFit-1) | 22 | -32(-43--21) | 25 | -1.2(-3.6-0.8) | <0.0001

ACT(GAPDH-PIGF) | 22 | -44(66--25) | 25 @ -1.2(-53-1.5) | <0.0001

n Control profunda n Profunda p-value
recurrente

ACT (GAPDH - Eng) 22 | 02(13-22) | 29 | 3(-1.4-6.8) | <0.0001
ACT(GAPDH -sFit-1) | 22 | -32(43--21) | 29 | -1.6(4.6—14) | 0.0001
ACT(GAPDH-PIGF) | 22 | -44(66--25) | 29 = -22(-6.9-1.9) | 0.0018

n Control ovarica n | Ovarica primaria | p-value

ACT (GAPDH - Eng) 22 | 28(16-52) | 30 | 42(1.1-7.1) | 0.0101
ACT(GAPDH-sFiIt-1) | 22 | -32(56--17) | 30 | -1.9(-4--0.02) | 0.0011

ACT (GAPDH - PIGF) 22 -3 (-6.3 --0.1) 30 -1.6 (-4.8-1.7) 0.0670
. . Ovarica
n Control ovarica n p-value
recurrente
ACT (GAPDH - Eng) 22 2.8 (-1.6-5.2) 8 5.4 (3.6 — 6.6) 0.0003
ACT (GAPDH - sFit-1) 22 -3.2(-5.6 --1.7) 8 -1.1(-2-0.1) <0.0001
ACT (GAPDH - PIGF) 22 -3 (-6.3 --0.1) 8 -0.1 (-2.2-1.7) 0.0012
Profunda

Profunda primaria

. . n primaria con p-value
sin recurrencia

recurrencia

ACT (GAPDH - Eng) 22 3.5 (-0.8 —6.6) 3 4.7 (3.6 -5.4) >0.9999
ACT (GAPDH - sFit-1) 22 -1.2(-3.6 -0.8) 3 -1(-1.8--0.04) | >0.9999
ACT (GAPDH - PIGF) 22 -1.3(-5.3-1.5) 3 | -0.6(-1.9-0.02) | >0.9999

n 0\_/érica prima['ia n Ovarica primar_ia p-value
sin recurrencia con recurrencia

ACT (GAPDH - Eng) 21 3.7(1.1=-5.7) 9 56(3-7.1) 0.0141
ACT (GAPDH - sFit-1) 21 -2.1(-4--0.2) 9 | -1.4(-2.1--0.02) | 0.1288
ACT (GAPDH - PIGF) 21 -2.2 (-4.8--0.07) 9 | -0.09(-26-1.7) | 0.0172
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Ovarica

n Ovarica primaria n p-value
recurrente
ACT (GAPDH - Eng) 30 42(1.1-7.1) 8 5.4 (3.6 — 6.6) 0.1544
ACT (GAPDH - sFit-1) 30 -1.9 (-4 - -0.02) 8 -1.1(-2-0.1) 0.1633
ACT (GAPDH - PIGF) 30 -1.6 (-4.8-1.7) 8 -0.1(-2.2-1.7) 0.1188
. . Profunda
n Profunda primaria | n p-value
recurrente

ACT (GAPDH - Eng) 25 | 36(-08-66) | 29 | 3(14-6.8) 0.8438
ACT(GAPDH-sFIt-1) | 25 | -1.2(-36-08) | 29 | -1.6(-46—-14) | 0.7510
ACT(GAPDH-PIGF) | 25 | -12(53-15) | 29 | -22(-6.9-1.9) | 0.2741

Tabla 21. Niveles de expresion de RNA de Eng, sFit-1 y PIGF en tejido endometridsico
parafinado de pacientes control, endometriosis profunda primaria y recurrente y endometriosis
ovarica primaria y recurrente. En la tabla se refleja el promedio de expresion de cada grupo con
expresion minima y maxima, el numero de sujetos que se han tenido en cuenta para realizar
cada comparacion y con negrita se marcan los valores p que han sido estadisticamente

significativos con un valor p<0.05.
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Figura 25. Niveles de expresion de RNA de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido endometridsico
parafinado de pacientes control y endometriosis profunda primaria y recurrente. A. Niveles de
expresion de RNA de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido endometridsico parafinado de pacientes control
(tejido retrocervical) y endometriosis profunda primaria y recurrente. B. Niveles de expresion de
RNA de Eng, sFlt-1 y PIGF en muestras emparejadas de endometriosis profunda de la misma
paciente en 2 episodios consecutivos. Se utilizé GAPDH como control endégeno y los niveles de
expresion fueron analizados usando test no paramétrico de U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis.
Los datos se presentan como medias con desviaciones estandar. *P < 0.05, **P < 0.01, *** P <
0.001, **** P < 0.0001.
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Figura 26. Niveles de expresion de RNA de Eng, sFit-1 y PIGF en tejido endometridsico
parafinado de pacientes control y endometriosis ovarica primaria y recurrente. A. Niveles de
expresion de RNA de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido endometridsico parafinado de pacientes control
(quiste simple de ovario) y endometriosis ovarica primaria y recurrente. B. Niveles de expresion
de RNA de Eng, sFlt-1 y PIGF en muestras emparejadas de endometriosis ovarica de la misma
paciente en 2 episodios consecutivos. Se utilizoé GAPDH como control endégeno y los niveles de
expresion fueron analizados usando test no paramétrico de U de Mann-Whitney o Kruskal-Wallis.

Los datos se presentan como medias con desviaciones estandar. *P < 0.05, **P < 0.01, *** P <

0.001, **** P < 0.0001.
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Considerando que hasta un 40-50% de endometriosis recurren a los 5 afios,
analizamos la expresion de RNA en el episodio primario de las endometriosis
que recurren y las que no. En endometriosis profunda primaria, comparamos 22
pacientes sin recurrencia con 3 pacientes con recurrencia y no encontramos
diferencias para ningun factor angiogénico. Sin embargo, se puede observar una
ligera tendencia hacia una mayor expresion en los casos de recurrencia (Figura
27A y Tabla 21). En endometriosis ovarica, comparamos 21 pacientes sin
recurrencia con 9 pacientes con recurrencia y encontramos que, Eng y PIGF
estaban significativamente aumentados en los casos recurrentes (Figura 27B y
Tabla 21). Asi, la expresion media de la Eng en el grupo de endometriosis ovarica
recurrente estaba en 5.6 (3 — 7.1) en comparacién con la media de Eng en el
grupo de endometriosis ovarica sin recurrencia 3.7 (1.1 — 5.7), dicho aumento de
Eng en endometriosis ovarica recurrente respecto a la endometriosis ovarica no
recurrente es estadisticamente significativo con valor p=0.0141. De manera
similar, la expresion media de la PIGF en el grupo de endometriosis ovarica
recurrente estaba en -0.09 (-2.6 — 1.7) y estaba significativamente mas alta con
valor p=0.0172 que la media de PIGF en el grupo de endometriosis ovarica sin
recurrencia -2.2 (-4.8 — -0.07).
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Figura 27. Niveles de expresion de RNA de Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido endometridsico
parafinado de pacientes control y endometriosis primaria recurrente y no recurrente. Se utilizd
GAPDH como control enddgeno y los niveles de expresion fueron analizados usando test no
paramétrico de Kruskal-Wallis. Los datos se presentan como medias con desviaciones estandar.
*P < 0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001, **** P < 0.0001

Finalmente, para evaluar la potencia de Eng, sFlt-1 y PIGF como biomarcadores
prondsticos predictores de la recurrencia de endometriosis, analizamos valores
individuales de AUC para cada factor (Figura 28). El analisis de las curvas ROC
de Eng, sFlt-1 y PIGF en endometriosis profunda mostroé resultados limitados con

valores de 0.68, 0.51 y 0.63; mientras que el analisis de las curvas ROC en
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endometriosis ovarica arrojo mejores resultados con valores de 0.87,0.74 y 0.84,
respectivamente.

Deep Endometriosis Ovarian Endometriosis
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— PIGF (AUC=0.6364) — PIGF (AUC=0.8466)

Figura 28. Curvas ROC para Eng, sFlt-1 y PIGF en tejido endometriésico parafinado de

endometriosis primaria recurrente y no recurrente como factores prondsticos de la recurrencia.

Comparaciones ROC AUC | Sensibilidad% | Especificidad% | p-value
profunda SFlt-1 | 0.5152 66.67 45.45 0.9334
PIGF 0.6364 66.67 72.73 0.4517
ovarica SFit-1 0.7487 88.89 61.90 0.0334
PIGF 0.8466 88.89 61.90 0.0030

Tabla 22. Comparaciones ROC para reflejar la capacidad prondstica de recurrencia de Eng, sFlt-
1 y PIGF en tejido endometridsico parafinado. La tabla refleja las comparaciones realizadas y
proporciona la informacion de areas bajo la curva ROC, sensibilidad, especificidad y significancia
estadistica de cada comparacion.
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6. DISCUSION
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La endometriosis se define como la presencia de glandulas endometriales y
estroma en localizaciones extrauterinas (peritoneo, ovarios, recto y otros) y esta
asociada con dolor, infertilidad, dispareunia y empeoramiento de la calidad de
vida*. En muchos casos, pacientes con endometriosis tardan afios en ser
diagnosticadas debido a la carencia de opciones de diagndstico temprano, por
falta de herramientas que predigan el pronostico de la enfermedad y por la
limitacion de procedimientos terapéuticos®*. La media de tiempo entre el inicio
de los sintomas y el diagndstico es alrededor de 7 afos®. A pesar de la
disponibilidad de numerosos tratamientos médicos y de la cirugia, la resolucién
completa de la endometriosis por el momento no es posible. El tratamiento
quirurgico con la visualizacion directa de las lesiones y confirmacion histolégica
de las piezas quirurgicas hasta hace poco se ha considerado como el Gold
standard para el diagndstico y tratamiento de la endometriosis®. Sin embargo,
lesiones infiltrantes de endometriosis profunda son frecuentes y pueden estar
localizadas en el retroperitoneo o en el septo rectovaginal, siendo de dificil
diagnostico, debido a que pueden pasar desapercibidas durante la laparoscopia.
Ademas, la cirugia no esta exenta de complicaciones y morbilidad. El tratamiento
actual se centra en proporcionar el alivio de los sintomas, mejorar las tasas de
embarazo y disminuir la recurrencia®*. A pesar de ello, las mujeres afectas de
endometriosis frecuentemente tienen altas tasas de recurrencia y una larga
historia clinica de morbilidad debido a la enfermedad o a los efectos secundarios
de los tratamientos recibidos'. La tasa de recurrencia puede ser variable
dependiendo de la definicion de la misma, situandose entre un 7%° hasta un
40-50% a los 5 afos®®. El retraso en el diagndstico es debido a la ausencia de
signos patognomonicos y/o de biomarcadores diagndsticos de endometriosis.
Dicho retraso es causa de inicio tardio del tratamiento, lo que conlleva aumento
en las tasas de morbilidad, empeoramiento de calidad de vida y aumento de
costes personales y socioecondémicos. Por todo ello, existe una gran necesidad
de desarrollar técnicas diagndsticas precoces y poco invasivas para reducir el
retraso en el diagndstico y las consecuentes secuelas derivadas de dicho
retraso. Debido a las altas tasas de incidencia de recurrencia y ausencia de
biomarcadores prondsticos, la recurrencia es otro reto en la endometriosis.

Descubrimiento de potenciales biomarcadores de recurrencia permitiria

135



identificar subgrupos de riesgo para individualizar el tratamiento y adecuar el
seguimiento de pacientes en alto riesgo de recurrencia. Por tanto, evitar, retrasar
o predecir la recurrencia seria beneficioso para los profesionales médicos vy,
sobre todo, para las pacientes y constituye a dia de hoy una prioridad en la

investigacion de endometriosis.

Aunque la etiopatogénesis de endometriosis sigue siendo incierta, se conocen 4
mecanismos implicados en su desarrollo: la inflamacién, el estrés oxidativo, la
angiogeénesis y la apoptosis. El estrés oxidativo y un disbalance entre factores
pro-oxidantes y anti-oxidantes desencadenan el proceso inflamatorio, con el
consiguiente aumento de factores inflamatorios tales como metaloproteinasas,
citoquinas, interleuquinas, quemoquinas y prostaglandinas. NF-xB es un
regulador de la inflamacion y apoptosis, el cual esta elevado en pacientes con
endometriosis, con consiguiente aumento de proliferacion celular, de inflamacién
y disminucion de la apoptosis. Se cree que la angiogénesis es el factor principal
en el desarrollo de la endometriosis y en la supervivencia de implantes de
endometrio ectopico, aun asi, el mecanismo exacto de angiogénesis se
desconoce. En la siguiente figura 28 se representan las diferentes vias que
participan en la iniciacion y progresion de las lesiones de endometriosis.
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Figura 28. Vias de activacion de endometriosis. Imagen de Samimi M. et al.®®

Existe una fuerte evidencia de que la angiogénesis, es decir, la formacion de
nuevos vasos sanguineos, ejerce un papel fundamental en la patogénesis de
endometriosis, participando en el desarrollo, mantenimiento y progresion de las
lesiones®. La activacion de angiogénesis es compleja y depende de mudiltiples
factores angiogénicos?9%1%°, Sin embargo, estudios sobre el papel de diferentes
factores angiogénicos en endometriosis y su utilidad como biomarcadores de la
enfermedad estan en discordancia %'9'. sEng, sFlt-1 y PIGF han sido
ampliamente estudiados en otras enfermedades angiogénicas, como la
preeclampsia, no solo como biomarcadores sanguineos en mujeres
embarazadas, sino también como biomarcadores predictivos en mujeres con

sospecha de preeclampsia’”.

De manera similar a los tumores, la endometriosis requiere neovascularizacion

para el establecimiento de las lesiones, su proliferacién e invasion de la matriz
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extracelular. Multiples estudios han demostrado un ambiente pro-angiogénico en
fluido peritoneal 8285192 y en tejido endometrial ectdpico®® 100103 Hasta la
actualidad se han estudiado diversos factores angiogénicos, entre ellos, el factor
mas ampliamente descrito es el VEGF 81-8389,100,104105  Mychas de estas
investigaciones han demostrado niveles aumentados de VEGF en
endometriosis®!*3. A pesar de un amplio nimero de estudios sobre factores
angiogeénicos, su validez como biomarcadores de endometriosis aun no ha sido
establecida.

VEGF ejerce su efecto biologico uniéndose a su receptor transmembrana de
tirosin quinasa llamado VEGFR. Existen 3 tipos de VEGFR, el primer tipo llamado
VEGFR1 también se conoce con el nombre de Flt-1. Recientemente ha sido
descubierta la forma soluble de VEGFR1, llamada en inglés “soluble fms-like
tyrosine kinase” (sSVEGFR-1 o sFlt-1) que puede ser cuantificada en fluidos o
tejidos.

sFIt-1

La forma soluble de Flt1 tiene efecto anti-angiogénico. Este factor esta implicado
en la angiogénesis y la vasculogénesis de enfermedades oncologicas vy
nefrologicas. Esta proteina actia como un potente factor anti-angiogénico
endogeno antagonista de dos factores pro-angiogénicos como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento placentario
(PIGF)®. sFlt-1 ejerce su efecto adhiriéndose a los dominios de union de PIGF y
VEGF, variando la configuracion de estas proteinas. Esta situacion impide su
interaccidn con los receptores endoteliales de superficie y por tanto induce la
disfuncion endotelial’®. De los tres factores considerados en este trabajo, es el
mas ampliamente estudiado, en comparacion con endoglina o PIGF, sin
embargo, su interés clinico en endometriosis de momento es controvertido y no
se ha podido trasladar a la practica clinica como biomarcador de dicha
enfermedad.

Endoglina

La endoglina es un receptor auxiliar de la familia de TGF- proteinas. Se trata de

una glicoproteina transmembrana que consiste de 2 variantes: L endoglinay S
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endoglina'””. La familia de proteinas TGF-p participa en el desarrollo y
proliferacion celular, sintesis de matriz extracelular, angiogénesis y respuesta
inmune, asi como pueden ejercer la funcion de inhibicion de proliferacion celular
y ser inductores de apoptosis. La endoglina puede contrarrestar estos efectos de
la familia de TGF-B proteinas en varios tipos celulares. Asi, en células
cancerigenas la endoglina actua como supresor tumoral en la fase premaligna
de carcinogénesis, mientras que actua como factor pro-angiogénico en la
vasculogénesis tumoral, entre otros efectos. De forma similar a sFlt-1, existe una
forma soluble de endoglina (sEng) que es una forma truncada de endoglina que
contiene unicamente el dominio extracelular y también puede ser cuantificada en
fluidos corporales. Contrariamente a la forma no soluble, la endoglina soluble es
capaz de unirse y antagonizar los efectos pro-angiogénicos de la familia de
proteinas TGF-f, por tanto, parece tener un efecto anti-angiogénico. sEng esta
implicada en la patogénesis de la preeclampsia’®®. Este biomarcador soluble ha
sido ampliamente estudiado y se sabe que sus niveles estan aumentados en
pacientes con preeclampsia®. Sin embargo, la forma soluble de endoglina adn
no ha sido descrita en endometriosis.

PIGF

PIGF es otro miembro pro-angiogénico de la familia de VEGF. Ejerce su actividad
biolégica uniéndose competitivamente al VEGFR-1, de esta forma potenciando
el efecto de VEGF, que a su vez estda mas disponible para unirse a su otro
receptor, el VEGFR-2, que tiene una actividad tirosina quinasa aun mas fuerte
que el VEGFR-1. Pero este no es el unico efecto de PIGF, que también es capaz
de favorecer la transfosforilacion intramolecular de VEGFR-2, lo que a su vez
activa VEGFR-1 y en conjunto amplifican la respuesta cuando se produce la
unién VEGF y VEGFR-2. Ademas, el papel de PIGF en angiogénesis patologica
es controvertido, ya que puede formar heterodimeros con VEGF o unirse a sFlt-
1, lo cual puede tener efectos tanto pro-angiogénicos como anti-

angiogénicos'0%110,
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En la bibliografia revisada se incluyen series cortas de 13 pacientes® evaluando
PIGF, 20 pacientes para evaluar la expresion de Eng®' y 46 pacientes® para
evaluar sFlt-1. El grupo de investigacion de Gilabert, que evaluan la expresion
de microRNAs y otros factores pro y antiangiogénicos en endometriosis en
diferentes tejidos y muestras bioldgicas hablan de series de 14 pacientes'!! 22
pacientes''?, 58 pacientes'?® y hasta 71 pacientes'®®. Para la presente
investigacion y el calculo de los tamafos de muestra para nuestro trabajo, nos
hemos basado en los estudios previos, aunque existen pocas publicaciones al
respecto.

El presente estudio fue disefiado para analizar si existen diferencias en la
expresion de endoglina, sFlt-1 y PIGF entre mujeres con y sin endometriosis, en
plasma, endometrio eutdpico y tejido endometridsico. De esta forma se pretendia
identificar potenciales biomarcadores para el diagnostico y pronostico de la
enfermedad. El objetivo principal fue analizar la expresion de factores
angiogeénicos en plasma y endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis
para identificar potenciales biomarcadores diagndsticos. Los objetivos
secundarios fueron analizar el comportamiento de los factores angiogénicos a
nivel de tejido endometridsico para identificar el papel de la angiogénesis en
endometriosis y para identificar biomarcadores prondsticos de recurrencia.
Ademas, en aspirado uterino se pretendia identificar diferentes localizaciones de
endometriosis en funcion de la expresion de factores angiogénicos e identificar

posibles biomarcadores prondsticos de recurrencia.

Plasma

Comparamos los niveles plasmaticos de sEng, sFlt-1 y PIGF en pacientes con
endometriosis y controles, hallando niveles elevados de sFlt-1 en endometriosis,
especialmente en endometriosis ovarica. Estos hallazgos son consistentes con
un estudio anterior en el cual mujeres con endometriosis tuvieron altos niveles
de VEGF-A, sVEGFR-1 y Angiogenin-2 en suero y liquido peritoneal en
comparacion con controles sanos®®. Sin embargo, Cho et al.®° y Artini et al.
demostraron que niveles de VEGF y sFlt-1 en pacientes con endometriosis no
se diferenciaban de pacientes controles, no obstante Cho et al. sugirio la
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existencia de diferentes mecanismos angiogénicos en funcion de la severidad de
la enfermedad, debido al hallazgo de sobreexpresion de sFlt-1 en pacientes con
endometriosis minima-moderada. Un estudio posterior del mismo grupo
investigador mostré altos niveles de sFlt-1 en liquido peritoneal y tejido
peritoneal, mientras que hubo niveles descendidos de sFlt-1 en endometrio
eutdpico de dichas pacientes', lo cual es consistente con nuestros hallazgos
en el presente trabajo. Por otro lado, en nuestro estudio concluimos que sFlt-1
es el unico biomarcador en sangre sensible para el diagnéstico de endometriosis
general y endometriosis ovarica en particular. Esta conclusion se basa en un
AUC de 0.7882 (p=0.0139), con sensibilidad del 76.47% y especificidad del 60%
para endometriosis general y AUC de 0.8111 (p=0.0222), con un 77.78% de
sensibilidad y especificidad del 60% para endometriosis ovarica. Contrariamente
a nuestros resultados, nuestra hipétesis fue que sFlt-1 como factor anti-
angiogénico estaria disminuido en endometriosis. Sorprendentemente,
encontramos sus niveles aumentados y dado que se une e inactiva VEGF y
PIGF, la sobreexpresion de sFlt-1 podria indicar la regulacion a la baja del VEGF-
A en casos de endometriosis menos severa, como se sugirio en una publicacion
anterior®. En cuanto a sEng y PIGF, en nuestro estudio no observamos
diferencias entre los diferentes grupos de endometriosis para estos factores
analizados en plasma. El papel de PIGF en angiogénesis patoldgica es
controvertido, ya que puede tener efectos pro- y anti-angiogénicos'9%11°,
Vodolazkaia et al."’® demostraron en su estudio que niveles plasmaticos de PIGF
y sFlt-1 son comparables entre pacientes con endometriosis y controles. Por el
contrario, Zucchini et al.®¢ publico un estudio mostrando niveles elevados de
PIGF en plasma de pacientes con endometriosis ovarica en comparacion con
controles. De forma similar a nuestros resultados, Cho HY et al.''® midi6 la
cantidad de CYFRA 21-1 y PIGF sérico en pacientes con endometriosis ovarica
y describié que sus niveles eran similares a las pacientes sanas. Por ultimo, la
endoglina soluble, igual que sFlt-1, parece tener un efecto anti-angiogénico, ya
que inhibe los efectos pro-angiogénicos de la familia de proteinas TGF-B'"7. En
nuestro estudio, los niveles plasmaticos de sEng fueron comparables entre el
grupo control y endometriosis y para nuestro conocimiento, este es el primer
estudio en analizar el comportamiento de sEng plasmatica en pacientes con

endometriosis.
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También, evaluamos la concentracion proteica de sEng, sFit-1 y PIGF en
muestras de plasma en diferentes episodios de recurrencia. Observamos una
sobreexpresion de sFlt-1 en endometriosis primaria, mientras que en
endometriosis recurrente hubo una disminucién de dicho biomarcador y sus
niveles eran similares al grupo control. En referencia a sEng y PIGF, no
observamos diferencias en la expresion en plasma de dichos factores entre los

diferentes grupos de recurrencia.

Aspirado endometrial

En segundo lugar, comparamos la expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF a nivel de
endometrio eutopico de pacientes con endometriosis y controles. Como se ha
explicado previamente, se ha demostrado que los implantes endometridsicos,
especialmente las lesiones en el estadio de desarrollo temprano, sintetizan un
amplio rango de proteinas pro-angiogénicas y expresan niveles bajos de
inhibidores angiogénicos™. Otros estudios también sefialan que existe un
comportamiento diferencial entre endometrio eutdépico de pacientes con
endometriosis y mujeres sanas'9419%.118  Asi, parece haber un disbalance entre
la angiogénesis y la expresion de factores angiogénicos en el endometrio de

pacientes con endometriosis.

Eng

La Eng se puede comportar de manera diferente dependiendo del estadio de la
enfermedad'””. Por ejemplo, en células cancerigenas, la Eng actia como
supresor tumoral en el estadio premaligno de la carcinogénesis, mientras es un
potente factor pro-angiogénico a nivel de vasculogénesis tumoral. Kim et al®’
demostré que el endometrio eutdpico de pacientes con endometriosis tenia una
expresion aumentada de endoglina, sugiriendo que la endoglina podria ser un
marcador sensible de la angiogénesis. Para dicho estudio Kim et al. usé tejido
endometrial de pacientes con endometriosis fijjado en formalina y parafinado y
realiz6 una inmunohistoquimica mediante el marcaje con anticuerpos
monoclonales para la endoglina, contdé el numero de vasos sanguineos en

funcién de los vasos marcados con endoglina. Los resultados fueron clasificados
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segun diferentes fases del ciclo menstrual. Asi, la sobreexpresion de Eng se
observd unicamente en fase secretora tardia, sugiriendo de este modo que el
ciclo menstrual influye en la expresion de factores angiogénicos.

Fujishita et al.’"® observd la expresién de endoglina en tejido estromal de
endometrio y tejido conectivo de lesiones endometridsicas de peritoneo peélvico,
sin embargo, no hubo expresion de endoglina en el epitelio glandular endometrial
o de tejido endometridsico. A diferencia del estudio de Fujishita, Hayrabedyan et
al'?. no observé expresién de endoglina en endometrio de pacientes sanas,
mientras que en adenomiosis y endometriosis ovarica, la endoglina se expresaba
en todos los microvasos y la expresion aumentaba en el miometrio. Una
expresion débil de endoglina se detecté en endometrio eutopico de diferentes
casos de endometriosis'?. Contrariamente a la literatura, donde se ha propuesto
un papel pro-angiogénico de la Eng, en nuestro estudio encontramos niveles
significativamente mas bajos de Eng en aspirados endometriales de pacientes
con endometriosis. Ademas, analizando los diferentes subtipos de endometriosis
y diferente afectacion organica, observamos que la endometriosis profunda (con
o sin afectacibn organica) y endometriosis ovarica mostraron niveles
significativamente disminuidos de Eng, mientras que las pacientes con
adenomiosis y endometriosis ovarica-profunda tuvieron niveles de Eng similares
al grupo control.

En cuanto a la recurrencia, los niveles de Eng en aspirado endometrial estaban
disminuidos en endometriosis con o sin recurrencia en comparacion con el grupo
control. Sin embargo, en endometriosis profunda, unicamente observamos
diferencias estadisticamente significativas en el grupo de endometriosis no
recurrente, mientras que, en endometriosis ovarica, no observamos diferencias
debido al bajo numero de pacientes. De manera global, observamos una
tendencia en endometriosis sin recurrencia a expresar menor cantidad de Eng
que las pacientes sanas y la endometriosis con recurrencia expresa aun menos
Eng que los otros dos grupos.

En definitiva, en el presente estudio encontramos niveles bajos de Eng en
aspirados endometriales de pacientes con endometriosis y este hecho podria
tener al menos tres posibles explicaciones. Por un lado, el papel de la endoglina
en endometriosis es aun incierto, si se asumiera que su efecto en endometriosis

es similar al papel que desarrolla en la fase premaligna de carcinogénesis,
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entonces niveles bajos de endoglina podrian explicar una menor supresion de
crecimiento celular en endometriosis y por tanto favorecer su desarrollo. Por otro
lado, el endometrio normal consiste de una capa de epitelio columnar, glandulas
endometriales y estroma. Fujishita et al'’®. demostré la expresion de endoglina
unicamente en estroma endometrial, de este modo, los niveles de endoglina
podrian depender de la cantidad de estroma obtenido en la muestra tisular de
biopsias endometriales. Ademas, los niveles de Eng en endometrio eutdpico no
reflejan directamente los niveles de Eng en tejido endometriosico, por el
contrario, como se mencionara mas adelante, los niveles de Eng en tejido
endometridésico estan aumentados y sus niveles en aspirado endometrial son
bajos, por tanto, la expresién de Eng varia en funcion del tejido. Por ultimo, los
niveles de factores angiogénicos pueden verse influenciados por el ciclo

menstrual.

SFit-1

Teniendo en cuenta el supuesto efecto anti-angiogénico de sFlt-1, nuestra
hipétesis fue que este factor estaria disminuido en endometriosis. Segun lo
esperado, encontramos que niveles de sFlt-1 estan disminuidos en endometrio
eutopico de pacientes con endometriosis en comparacion con mujeres sanas.
Estos hallazgos son consistentes con el unico estudio que evalua la expresion
de sFlt-1 en tejido endometrial eutopico’®, en el cual la expresion de sFIt-1
estaba disminuida en endometrio de pacientes con endometriosis con respecto
a controles. En la presente investigacion también encontramos niveles
significativamente mas bajos de sFlt-1 a nivel de endometrio eutopico de
pacientes con endometriosis profunda y ovarica respecto a pacientes control. Sin
embargo, no encontramos diferencias en la expresién de sFlt-1 en aspirado
endometrial de pacientes con adenomiosis que tienen niveles similares al grupo
control. Ademas, los niveles de expresion de sFlt-1 en aspirado endometrial
fueron significativamente mas bajos en endometriosis ovarica profunda y en
endometriosis profunda con afectacion organica, sugiriendo que es un factor que

podria estar relacionado con la severidad de endometriosis.

En cuanto a la recurrencia, sFlt-1 fue significativamente disminuido en aspirado

endometrial de endometriosis recurrente y no recurrente en comparacion con
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casos control. Aunque no encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los casos recurrentes y no recurrentes, detectamos que en
los casos recurrentes hubo una expresion aun menor que en los casos no
recurrentes. Estos resultados fueron similares para subgrupo de endometriosis
ovarica y endometriosis profunda, sugiriendo que las recurrencias se desarrollan

en un ambiente mas pro-angiogeénico.

PIGF

Resultados de dos estudios (Suzumori et al®> and Zucchini et al®®) reportaron
niveles aumentados de PIGF en fluido peritoneal de pacientes con endometriosis
y en sangre de pacientes con endometriosis ovarica, respectivamente.
Vodolazkaia et al.'"® mostré una asociacion significativa entre los niveles
plasmaticos de PIGF y polimorfismos de nucledtido unico en el gen de PIGF. Un
unico estudio describe la expresion de RNA de PIGF en tejido endometrial, donde
no se observaron diferencias significativas entre aspirados endometriales de
pacientes con endometriosis y controles'®. Nuestro estudio por primera vez
describe un comportamiento diferencial de este biomarcador en endometrio
eutopico. Observamos niveles de PIGF significativamente mas bajos en aspirado
endometrial de pacientes con endometriosis en comparacién con el grupo
control. Dicha disminucién fue objetivada en endometriosis profunda,
endometriosis ovarica y endometriosis ovarica-profunda, pero no en
adenomiosis.

En endometriosis recurrente, hubo una menor expresién de PIGF en aspirados
endometriales de pacientes con endometriosis con o0 sin recurrencia en
comparacion con endometrio de pacientes sanas. Dichas diferencias también se
observaron en endometriosis profunda y endometriosis ovarica por separado,

con una tendencia hacia una menor expresion en los casos recurrentes.

Tejido endometridsico

En tercer lugar, analizamos la expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF a nivel de tejido
endometriésico y lo comparamos con controles sin endometriosis. Todos los
biomarcadores analizados fueron significativamente elevados en comparacion

con controles (endometriosis ovarica vs quiste simple de ovario y endometriosis
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profunda vs tejido retrocervical). Niveles aumentados de Eng en endometriosis
ovarica con respecto a endometriosis profunda permite diferenciar estas dos
formas de la enfermedad. ElI grupo de adenomiosis tuvo niveles
sobreexpresados de sFlt-1 en comparacién con controles, sin embargo, en
comparacion con endometriosis profunda o endometriosis ovarica, hubo niveles
disminuidos de Eng. En general, parece que en adenomiosis hay un aumento de
los 3 factores respecto a los controles, sin embargo, en comparacion con
endometriosis ovarica y profunda, en adenomiosis dichos factores se expresan
en menor cantidad. Endometriosis ovarica-profunda mostré mayores niveles de
todos los factores analizados en comparacion con controles y tiene una
expresion similar de sFlt-1 y PIGF que la endometriosis ovarica o endometriosis
profunda. Unicamente, niveles mas bajos de Eng en endometriosis ovarica-
profunda en comparacion con endometriosis profunda permiten diferenciar
dichas afectaciones. En referencia a endometriosis y afectacion organica, la
endometriosis sin afectacion organica tiene una expresion aumentada de todos
los factores respecto a pacientes control y de Eng y PIGF respecto a la

endometriosis sin afectacion organica.

Eng

Acorde con nuestros hallazgos, esta descrito que la endoglina esta elevada en
endometrio eutdpico y ectopico®'119121 Recientemente, Chen et al.'?? publicé un
articulo describiendo niveles sobre-elevados de Eng en tejido endometridsico en
comparacion con endometrio eutdpico normal. Savilova et al.’®® también
demostré un incremento en la expresion de Eng en endometrio ectopico de
pacientes con endometriosis en comparaciéon con endometrio eutdpico de
pacientes sin endometriosis. Por tanto, parece que la expresion de Eng a nivel
de tejido ectdpico es mayor que en endometrio eutopico, pero a pesar de todos
estos hallazgos, el papel de la Eng en endometriosis aun esta por esclarecer.

SFit-1

Los niveles de sFlt-1 en tejido endometriésico también son consistentemente

altos a lo largo de los estudios existentes'®*'1* y concuerdan con nuestros
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resultados. Artini et al.’* en 2008 analizo los niveles de VEGF y sFlt-1 en sangre,
liquido peritoneal, liquido intraquistico y en tejido endometridsico de pacientes
con endometrioma, cistoadenoma y cistoadenocarcinoma. Estos investigadores
encontraron una expresion incrementada de VEGF y sFlt-1 en endometriosis en
comparacion con controles. Cho SH et al.’® publico en 2012 que lesiones
endometridsicas peritoneales tienen niveles significativamente mas elevados de
sFlt-1 que los controles (2.53-fold vs 1.68-fold, p=0.046). Ellos concluyeron que
la anormal expresion de factores angiogénicos en tejido endometriosico
peritoneal y en endometrio eutdpico puede estar relacionada con la patogénesis

de endometriosis.

PIGF

Como se ha mencionado previamente, PIGF es un factor pro-angiogénico, pero
su papel en la angiogénesis patologica es controvertido, ya que puede tener
efectos pro- y anti-angiogénicos. Zucchini et al.88 y Suzumori et al.8 describieron
cantidades aumentadas de PIGF en liquido peritoneal y en sangre de pacientes
con endometriosis. Vodolazkaia et al.'"® publico la existencia de una asociacion
entre niveles plasmaticos de PIGF y polimorfismos de nucleétido unico en el gen
de PIGF. Cho HY et al."® midi6 la cantidad de CYFRA 21-1 y PIGF sérico en
pacientes con endometriosis ovarica y describid que sus niveles eran similares
a las pacientes sanas, sin embargo, sugirié que los marcadores CYFRA 21-1y
PIGF podrian ser prometedores para el diagndstico de endometriosis ovarica.
Sin embargo, no hay estudios previos que analicen la expresion de PIGF a nivel
de endometrio ectdpico, por lo que nuestro trabajo por primera vez describe el
comportamiento de esta proteina en tejido peritoneal endometriésico de

diferentes tipos de endometriosis y los compara con mujeres sin endometriosis.

Recurrencia

En la literatura, se han reportado tasas de recurrencia que pueden alcanzar entre
un 50% y un 90%"'%4. La tasa de las recurrencias puede llegar a ser muy alta,
dependiendo de la definicion de recurrencia y su manejo es un reto para los

profesionales y las pacientes. Asi, Weir at al.>8 en su articulo describié que la
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probabilidad de reingreso para un nuevo tratamiento quirurgico dentro de los 4
primeros afos tras la primera cirugia fue del 25% y 1 de cada 10 pacientes
terminaria con histerectomia. Cheong et al.>” reporté tasas mas altas de
reintervencion (51% a los 10 afios), donde la mitad de las pacientes tuvieron 1
reintervencion y la otra mitad de 2 a 4 reintervenciones. Ademas, alrededor del
50% de mujeres sometidas a tratamiento quirurgico necesitan analgésicos o
terapia hormonal durante 2 afios posteriores para el manejo del dolor*?. De este
modo, la recurrencia sigue siendo una condicion de dificil manejo y una
identificacion de biomarcadores de la recurrencia permitiria detectar subgrupos
de riesgo para ofrecer un tratamiento mas individualizado y un adecuado control
postquirurgico. Por ello, evaluamos los factores angiogénicos en tejido
endometridsico teniendo en cuenta los diferentes episodios de recurrencia. Para
la endometriosis profunda, encontramos que, todos los factores fueron mas
bajos en endometriosis recurrente en comparacion con endometriosis primaria.
Por el contrario, en endometriosis ovarica, encontramos que, todos los factores
fueron aumentados en la recurrencia en comparacion con el episodio primario.
De este modo, identificamos que la Eng, sFlt-1 y PIGF son potenciales
biomarcadores predictivos de la recurrencia ovarica. Para ello, evaluamos dichos
factores a nivel de endometriosis primaria ovarica y comparamos aquellas
pacientes que sabiamos que iban a recurrir con aquellas que no habian recurrido
durante el seguimiento, obteniendo valores AUC de 0.87, 0.74 y 0.84
respectivamente. Para nuestro conocimiento, este es el primer estudio que
analiza la expresion de Eng, sFlt-1 y PIGF a nivel de tejido endometriosico de
diferentes episodios de recurrencia. En la literatura revisada, un unico estudio
describe el factor angiogénico SLIT/ROBO1 elevado en endometriosis ovarica

como biomarcador de recurrencia'?5.
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7. FORTALEZAS Y
LIMITACIONES
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La novedad de nuestro estudio se basa en la determinacion de sEng en plasma
de paciente con endometriosis y en realizar el analisis de Eng, sFlt-1 y PIGF en
dichas pacientes y compararlos con controles. Mas aun, para nuestro
conocimiento, este estudio es el primero en diferenciar factores angiogénicos
dependiendo de su localizacion, afectacion organica y recurrencia, ya que se han
analizado los siguientes grupos: endometriosis ovarica, endometriosis profunda,
endometriosis ovarica-profunda, endometriosis profunda con adenomiosis y
endometriosis con y sin afectacion organica. Ademas, también es la primera vez
que se describe la expresion de Eng, sFit-1 y PIGF teniendo en cuenta la

endometriosis recurrente y no recurrente.

Una posible limitacién a nuestro trabajo es el escaso tamano muestral. El estudio
actual pretende evaluar multiples variables (3 factores angiogénicos en
diferentes subgrupos de la enfermedad y en diferentes muestras, para evaluar
biomarcadores diagndsticos y prondsticos de la recurrencia), lo que supondria
calcular el tamafo de muestra para cada comparacién que se realice, por lo que
estudios de este tipo no suelen hacer el calculo del tamafio muestral y hemos
basado la eleccion de nuestro numero de muestra en los estudios anteriormente
publicados. Debido al limitado tamafio muestral, al realizar los analisis por
diferentes subgrupos de endometriosis, frecuentemente no obtuvimos

significancia estadistica.

Otro punto que podria generar debate, es que las pacientes del presente estudio
no fueron clasificadas segun la clasificacion de la Sociedad Americana de
Medicina Reproductiva (ASRM)?® como lo hicieron algunos estudios
previos®990.104115 " Fste hecho se debe principalmente a que la clasificacion
ASRM es una clasificacidn quirdrgica y en nuestra investigacion estamos
buscando una herramienta poco invasiva de diagnéstico, por lo que utilizamos
una clasificacion meramente clinica; por otro lado, dicha clasificacion no se

correlaciona con los sintomas ni con la severidad de la enfermedad??.

Muchos estudios han reportado que la actividad angiogénica depende del
estatus o ciclo hormonal®°1.115119.126 " mjentras que otros afirman que no

encuentran dicha asociacion'?”128, Esta cuestion esta en controversia y se
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desconoce el impacto de la fase menstrual en angiogénesis. De este modo,
nuestros resultados podrian verse afectados parcialmente por las variaciones
hormonales debido al ciclo menstrual, sin embargo, en nuestro estudio no se
pudo realizar estratificacion de grupos por fases menstruales debido a dos
motivos: por un lado, por la escasez del tamafio muestral y la diferenciacion de
los diferentes subgrupos de endometriosis, habrian quedado muy pocas
pacientes por cada grupo, y por otro lado, porque en la mayoria de los casos

desconociamos la fase del ciclo menstrual de las mujeres incluidas en el estudio.

Finalmente, todas las muestras de tejido en nuestro estudio fueron fijadas en
formalina y parafinadas. La extraccion de RNA de dichas muestras es muchas
veces compleja y puede empeorar seriamente la calidad y la cantidad del
RNA'2%. Aunque nuestros resultados podrian estar ligeramente afectados por la
parafina, uno de los puntos fuertes de este estudio es la extraccion exitosa del
RNA de las muestras de tejido parafinadas.
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8. CONCLUSIONES
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Plasma
sFlt-1 estd aumentado en plasma de pacientes con endometriosis,
especialmente en endometriosis ovarica y es un potencial biomarcador

diagnéstico.

Endometrio eutopico

A nivel de endometrio eutdpico existe una disminucion generalizada de Eng, sFit-
1 y PIGF en pacientes con endometriosis, dichos factores son potenciales
biomarcadores diagndsticos.

La disminucion de Eng, sFlt-1 y PIGF en endometrio eutdpico de pacientes con
endometriosis es independiente del subtipo y de la afectacion organica.

En adenomiosis los factores angiogénicos estudiados a nivel de endometrio
eutdpico se comportan de forma similar a los controles, por lo que creemos que

dicho grupo deberia de ser tratado como un grupo aislado.

Existe una disminuciéon de Eng, sFlt-1 y PIGF en endometrio eutdpico de

pacientes que recurren respecto a la no recurrencia.

Endometrio ectopico
Existe un aumento generalizado de Eng, sFlt-1 y PIGF a nivel de tejido

endometridsico ectdpico.

Existe una disminucion de Eng, sFIt-1 y PIGF en tejido endometriésico de

pacientes que recurren respecto a la endometriosis primaria.

Hay un comportamiento diferencial de Eng, sFlt-1 y PIGF a nivel de lesion
endometridésica primaria y dichos factores son potenciales biomarcadores

predictores de la recurrencia, especialmente en endometriosis ovarica.

Este estudio demuestra que en endometriosis existe un disbalance en factores
pro- y anti-angiogénicos y que son necesarios mas estudios para una mejor

compresion del papel de la angiogénesis en endometriosis.
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