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RESUMEN

INTRODUCCION: La endometriosis consiste en la aparicion y crecimiento de tejido endometrial
fuera del utero, sobre todo en la cavidad pélvica, ovarios, ligamentos uterinos, vejiga urinaria,
intestino, entre otros y afecta a mas del 50% de las mujeres con infertilidad.

OBJETIVO: Evaluar la presencia de estrés oxidativo en muestras de plasma y tejido endometrial
de sujetos con infertilidad asociada a endometriosis.

METODOLOGIA: Estudio descriptivo doble ciego en sujetos con infertilidad del programa
Fertilizar de la Ciudad de Cartagena- Colombia, elegidos a conveniencia. Se tomaron muestras
de tejido endometrial y plasma de cada una de las pacientes. El nivel de oxidacion proteica fue
cuantificado usando el método colorimétrico 2,4 DNPH y la actividad enzimatica superoxido
dismutasa (SOD) en gel nativo de poliacrilamida fueron evaluados.

RESULTADOS: Los resultados muestran que las pacientes nuliparas con endometriosis
presentan actividad enzimatica para las dos isoformas de SOD, mientras que pacientes nuliparas
sin endometriosis solo para la isoforma MnSOD evidenciado en tejido endometrial y no en
plasma. Existe significancia estadistica en los niveles de oxidacién proteica en la muestra de
tejido endometrial de ambos grupos, no siendo asi en las muestras de plasma, estando estos
niveles incrementados en pacientes con endometriosis.

CONCLUSION: Nuestro estudio propone que existe una diferencia en los niveles de estrés
oxidativo en las pacientes infértiles con endometriosis que permitirian diferenciarlas de un grupo
de mujeres infértiles sin esta patologia. Actualmente, la endometriosis es de diagndstico
laparoscopico, por lo que seria conveniente la estandarizacién de un método menos invasivo

como lo es la toma de tejido endometrial que permita su diagnéstico.
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INTRODUCCION

La endometriosis consiste en la aparicion y crecimiento de tejido endometrial fuera del dtero, mas
frecuentemente en la cavidad pélvica, ovarios, ligamentos uterinos, vejiga urinaria, intestino, entre
otros. La endometriosis afecta entre el 6 al 10% de las mujeres en edad reproductiva, al 50 a
60% de las mujeres con dolor pélvico y a mas del 50% de las mujeres con infertilidad siendo la

edad promedio de diagnostico 28 afios [1,2].

La endometriosis es compleja y multifactorial, a pesar de ser una de las de las enfermedades
ginecoldgicas mas estudiadas, su etiologia aun sigue siendo desconocida. Los sintomas van
desde dolor pélvico crénico, menstruacion dolorosa, coito doloroso, infertilidad e incluso en
algunos casos cancer [3-5]. En un intento por explicar su patogénesis se han planteado varias

teorias, siendo la mas aceptada la de la implantacién o menstruacion retrograda. [4-6].

Recientemente se ha implicado al estrés oxidativo en la patogénesis de ésta enfermedad, éste
ocurre cuando hay un desbalance entre las especies reactivas de oxigeno (ROS de sus siglas en
inglés Reactive Oxygen Species) que pueden ser producidas a una velocidad rapida y la
capacidad de respuesta del sistema de defensa antioxidante que los neutraliza [7,8]. Se ha
evidenciado que en la endometriosis pélvica los ROS pueden provenir de los eritrocitos, el tejido
endometrial apoptoético y los fagocitos mononucleares, resultantes de la menstruacion retrograda
lo que trae consigo el dafio a macromoléculas y la consecuente formacion de perdxidos

lipidicos, proteinas oxidadas y dafios en el ADN [1,7].
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Pocos son los estudios que describen el papel del estrés oxidativo en esta condicion vy los datos
publicados aun no son concluyentes. En los ultimos afios, se ha ido incrementando el nimero de
investigaciones que los relacionan. Estos trabajos generalmente emplean muestras de sangre,
fluido folicular, tejido endometrial o liquido peritoneal, evaluando en ellas peroxidacion lipidica y
actividad de enzimas antioxidantes como por ejemplo Catalasa (CAT), Superoxido dismutasa
(SOD), niveles de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina , Glutation peroxidasa (GPx), e incluso niveles de

glutatién (GSH) y vitamina E, los cuales son antioxidantes no enzimaticos [8-15].

Ottay y col (1999) demostraron una expresion elevada de la enzima Cu/ZnSOD y de GPx en
tejido endometrial de pacientes con endometriosis, independiente de la fase del ciclo menstrual
en el que se encontrara la paciente [12]. En 2004, Oner-Lyidogany y col evaluaron la actividad
de SOD en tejido endometrial ectdpico y eutdpico, demostrando el aumento en el tejido
endometrial anormal [14]. El estudio de Slater y col en 2005 evaluaron los productos de oxidacién
en células endometriales de pacientes con y sin endometriosis en términos de niveles de 8-
hidroxiguanosina, encontrando que estos niveles eran mayor en las pacientes con endometriosis;
concluyendo que los dafios en el DNA pueden conducir a la transformacion maligna de la
endometriosis (carcinogénesis) [15]. Lambrinoudaki y col, (2009) cuantificaron, en pacientes con
endometriosis, la expresion de la proteina de choque térmico HSP70b, como marcador de
respuesta a estrés oxidativo y como medida indirecta de la oxidacion de proteinas, encontrando
que la expresion de esta proteina, estaba aumentada, pero que ese aumento no dependia del

estadio de la enfermedad.[16].
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En el mismo afio, Ngo y col encontraron en el lineas celulares primarias de tejido endometrial
eutopico de pacientes con endometriosis un incremento de la actividad SOD versus células
endometriales normales, relacionando de esta forma al estrés oxidativo con endometriosis [17].
Prieto y col (2012) concluyen que las pacientes con endometriosis presentan bajos niveles de la

enzima SOD en suero, lo que sugiere una baja capacidad antioxidante en estas mujeres. [13]

Aunque estos estudios evidencian el papel del estrés oxidativo con la endometriosis ninguno de
ellos es concluyente, debido posiblemente a diferentes variables asociadas a la muestra
empleada que pueden hacerla heterogénea como el tipo de muestra, edad de las pacientes,
grupo control empleado, factores genéticos y étnicos asociados, entre otros, ademas de que sélo
son estudiados pocos marcadores en cada caso siendo relevante la evaluacion del mayor

numero de marcadores oxidativos en la misma muestra bajo los mismos pardmetros.

En el presente estudio se evalla, en una poblacidén sociodemografica y ginecoldégicamente
homogénea, la actividad superoxido dismutasa y niveles de oxidacidn proteica en muestras de
plasma y tejido endometrial eutdpico de pacientes con infertilidad asociada a endometriosis vs
pacientes con infértiles no asociada a endometriosis. Esta investigacion marca la pauta para la
busqueda de marcadores de estrés oxidativo que puedan favorecer al posible diagnéstico de ésta
enfermedad, de forma menos invasiva y asequible a toda mujer en edad fértil. Ademas se espera
que favorezca al potencial de estudios “in vitro” de agentes terapéuticos antioxidantes que
puedan influir sobre esta enfermedad con el fin de mejorar la calidad de vida de las mujeres que

la padecen.
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MATERIALES Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO
Los sujetos en estudio fueron pacientes que asistieron a procedimiento laparoscopico debido a
un diagndstico presuntivo de infertilidad asociada a endometriosis, entre los meses de marzo a

noviembre de 2012.

A todos los sujetos incluidos en el estudio se les explicd el objetivo de la investigacion, se les
realizd una encuesta de caracteristicas sociodemograficas y ginecoldgicas (Anexo 1) y se les
solicito la firma de un consentimiento informado de acuerdo a las disposiciones éticas vigentes
(Anexo 2). Pacientes con diagnostico presuntivo de infertilidad (més de un afio sin gestacion)
que firmaron el consentimiento informado fueron incluidas en el estudio. Pacientes con
dislipidemias, enfermedades cardiovasculares, enfermedad reumatoide o lupus y que no firmaran

el consentimiento informado fueron excluidas del estudio.

El estudio doble ciego permiti6 agrupar teniendo en cuenta los resultados del procedimiento
laparoscopico, a los sujetos de la siguiente forma: de 38 pacientes infértiles, 22 fueron
denominadas grupo A y las otras 16en el grupo B. A partir de éstas, se estudié ademas el
comportamiento oxidativo de pacientes nuliparas la cuales fueron 29 sujetos: 13 pacientes
nuliparas provenientes del grupo B y 16 pacientes nuliparas del grupo A. Las muestras tomadas

a cada paciente fueron plasma y tejido endometrial.
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RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA
Las muestras empleadas en esta investigacién fueron plasma y tejido endometrial, obtenidas de
los sujetos antes del procedimiento laparoscopico.

Muestras de plasma

Las muestras de plasma fueron obtenidas a partir de sangre tomada en tubos heparinizados al
momento de canalizar a las pacientes, mantenidas en refrigeracion para su transporte al
laboratorio. Se centrifugaron a 5000 rpm por 10 minutos con el fin de obtener una fraccion
correspondiente al plasma y la otra de eritrocitos. El plasma y los eritrocitos se almacenaron a -
80°C, hasta posteriores ensayos. [18]

Muestras de tejido endometrial

Las muestras de tejido endometrial fueron tomadas mediante una biopsia realizada con una
cureta de Novak y almacenadas en tubos que contenian solucion salina, estas muestras fueron
refrigeradas para su transporte al laboratorio. Para la obtencién de una fraccion rica en proteinas
fueron homogeneizadas con ayuda de un homogeneizador de tejidos manual Wheaton de 0,2 mL
empleando buffer RIPA. El homogeneizado fue centrifugado a 8500 rpm por 20 minutos a 4°C, el
sobrenadante cuya fraccién corresponde a una fraccién proteica se almacend a -80°C hasta la

realizacion de los ensayos. [19]

ENSAYOS BIOQUIMICOS

Ensayo de oxidacion proteica

La oxidacion proteica fue medida en términos de proteinas carboniladas, usando el ensayo
colorimétrico con 2,4 dinitrofenilhidrazina (2,4 DNPH). Este ensayo se basa en la capacidad de

los radicales libres encontrados intracelularmente de oxidar proteinas, la cuales pueden formar
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un complejo con el reactivo 2,4-dinitrofenil hidrazina, permitiendo cuantificar colorimétricamente a

370 nm las proteinas oxidadas posiblemente debido a un proceso de estrés oxidativo.

Para este ensayo 4000 ug de proteina de plasma y 150ug de proteina de tejido endometrial
previamente cuantificados por el método de Bradford, fueron empleados. Esta alicuota
conteniendo proteinas fue reaccionada con acido tricloroacético (TCA) al 10%, seguido de
centrifugacién a 5000 rpm por 5 minutos, para precipitar las proteinas. El precipitado obtenido
fue disuelto en una solucion 2,4 DNPH 10mM en HCI 2M e incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente, a fin de obtener el derivado hidrazona de proteinas oxidadas que fue
precipitado nuevamente con TCA al 10%. El precipitado obtenido se lavo con solucién etanol/
acetona (1:1) para retirar el exceso de DNPH. El precipitado final fue disuelto en Dodecilsulfato
sulfato de sodio al 2% seguido de sonicacion por 10 minutos [20,21]. La solucidén obtenida fue
empleada para la cuantificacion de las proteinas oxidadas a 370nm contra un blanco de HCI 2M
en placas de 96 pozos. Este ensayo se realizé por triplicado a tres replicas. Los resultados

fueron expresados en ng de proteina oxidada por ug de proteina total en la muestra.

Ensayo de actividad enzimatica superoxido dismutasa

Este ensayo fue llevado a cabo en geles nativos de poliacrilamida al 12%, en el cual el gel de
apilamiento al 5% conteniendo Riboflavina, fue polimerizado por medio de una reaccion
fotoactivada. En este ensayo no se realizd6 normalizacién de carga de proteinas en cada pozo
debido a que solo se evalud presencia y/o ausencia de las bandas correspondientes a cada una

de las isoformas de la enzima.
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La actividad de la enzima fue evaluada en geles nativos, evidenciada como bandas acromaticas
sobre un fondo oscuro, producto de la competencia entre la enzima y el Nitrobluetetrazolium

(NBT) por los iones superdxido (O27).

Para éste ensayo, 200ug de proteina de plasma o 25 ug tejido endometrial fueron sembrados en
cada pozo para la corrida electroforética. Una vez terminada se procedio a tefiir el gel, incubando
con NBT2.43mM, y luego con una solucién Riboflavina 0.28uM y TEMED 28mM en buffer fosfato
50mM pH 8.0.Después de exponer el gel a la luz blanca se observé la aparicion de bandas
acromaticas indicando la actividad de la enzima superdxido dismutasa [22]. Este ensayo fue

realizado por triplicado.

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico STATA version 11.0. Los datos de
oxidacién proteica no tuvieron una distribucién normal, por lo que la significancia estadistica fue
determinada con el test de U - Mann - Whitney y las variables cualitativas fueron comparadas
usando el test ji- X2. Los valores de p menores a 0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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RESULTADOS

Homogeneidad en las variables del grupo en estudio: Pacientes infértiles
A partir de la encuesta aplicada a los sujetos de este estudio, se obtuvo informacién personal,
ginecoldgica, obstétrica y antecedentes familiares relacionado con infertilidad. Estos datos fueron

analizados a fin de obtener las caracteristicas sociodemogréficas y/o ginecoldgicas para cada

grupo.

Los resultados obtenidos son mostrados en la Figura 1, se observa las variables continuas: edad,
edad de menarquia, inicio vida marital, dias de ciclo menstrual y dias con la menstruacion estan
expresadas como la media + la desviacién estandar (media + DE) y de las variables categoricas:
gestaciones, abortos, presencia de coagulos en la menstruacion, atraso de mas de cuarenta dias,
presencia de flujo vaginal, dolor menstrual, familiares con infertilidad y endometriosis en términos

de porcentaje.

El test estadistico usado para comparar todas las variables encuestadas evidencié que no
existian significancia estadistica entre los dos grupos (valores de p>0,05), como se observa en la
figura, indicando que la poblacion en estudio es representativamente homogénea, permitiendo
que los resultados obtenidos de los diferentes ensayos para ambos grupos puedan ser mas

facilmente comparables. (Tabla 1)

19



Elevada oxidacién de proteinas en muestras de tejido endometrial y no en plasma de
pacientes del grupo A sugieren estrés oxidativo

La oxidacion proteica en términos de carbonilacion es un marcador de estrés oxidativo empleado
para la determinacion de la extension del dafio oxidativo causado por las especies reactivas a las
proteinas en condiciones tanto in vivo como in vitro. Con el fin de evaluar la posible presencia de
estrés oxidativo, este marcador fue cuantificado en las muestras de plasma y tejido endometrial

para ambos grupos en estudio.

En la Figura 2, se observan los niveles de oxidacion proteica expresados en términos de la media
* desviacion estandar tanto para las muestras de plasma (Figura 2A) y tejido endometrial (Figura
2B). El test estadistico empleado para comparar los dos grupos sugiere que no existe
significancia estadistica en los niveles de oxidacién proteica en plasma (p=0,1099), sin embargo

las muestras de tejido endometrial mostraron significancia estadistica (p=0,0007).

En la Figura 2A y 2B, se observan los resultados de este ensayo, siendo 11,3 £ 4,10ng de
proteina oxidada / ug de proteina total para el grupo B vs 10,15 £ 2,82ng de proteina oxidada /
ug de proteina total para el grupo A. También se evidencia que las muestras de tejido
endometrial del grupo A tienen niveles mas elevados de oxidacion proteica que el grupo B
(46,09t 65,43ng de proteina oxidada / pg de proteina total vs 10,84 £+ 4,54 ng de proteina
oxidada / ug de proteina total). En la Figura 2B se observa una gran variabilidad en los niveles

de oxidacion de proteinas de las pacientes del grupo A, la cual se ve representada en el alto valor
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de la desviacidn estandar reportada (+ 65,43), esto puede ser el resultado de la patologia

asociada a este grupo.

Las muestras de plasma no evidencian actividad superéxido dismutasa

Con el fin de evaluar la actividad de la enzima superdxido dismutasa en las muestras de plasma
y tejido endometrial, se realizaron pruebas con muestras tomadas al azar. Los geles nativos
obtenidos evidenciaron que las muestras de plasma no mostraron actividad para SOD, sin
embargo las muestras de tejido endometrial evidenciaron actividad para las dos isoformas de

SOD (Figura 3)

Disminuida actividad Cu/ZnSOD en tejido endometrial de sujetos sélo grupo B

El estrés oxidativo es un proceso celular caracterizado por el desbalance entre las especies
reactivas de oxigeno que pueden dafiar macromoléculas y el sistema de defensa antioxidante
celular. Debido a que existe un elevado nivel de oxidacion proteica en las pacientes con
endometriosis y que ademas este se evidencia en muestras de tejido endometrial y no en
plasma, se evalu el estado antioxidante mediante la evaluacion de presencia 0 ausencia de
actividad de las dos isoformas de la enzima superoxido dismutasa, Cu/ZnSOD (citosdlica),

MnSOD (mitocondrial).

En la Figura 4, se puede observar los geles nativos de poliacrilamida al 12% con los resultados

para la actividad enzimatica. Se evidencia que todos los sujetos del grupo A, mostraron actividad

para las dos isoformas de SOD, sin embargo, sdlo el 19% de los sujetos del grupo B mostré
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actividad para la isoforma Cu/ZnSOD, habiendo en algunos casos ausencia total de ésta

isoforma.

Al evaluar estadisticamente la presencia de actividad de SOD se encontrd que existia
significancia estadistica en ambos grupos (p=0,0031), indicando asi una actividad diferencial
entre las isoformas de SOD para ambos grupos. Estos datos junto con los obtenidos
anteriormente sugieren la presencia de un proceso de estrés oxidativo marcado en sujetos del

grupo A cuando se compara con los del grupo B.

Homogeneidad en el nuevo grupo en estudio: Pacientes nuliparas

Al analizar las muestras en las que no existia actividad de la isoforma Cu/ZnSOD, se pudo
comprobar que si se realizaba un estudio mas riguroso de los sujetos que nunca habian tenido la
oportunidad de gestar ni de abortar, es decir nuliparas, se obtienen resultados prometedores para
la posible asociacién entre estrés oxidativo, infertilidad y endometriosis. Por este motivo fue
considerado evaluar el comportamiento a un nuevo grupo que fue nombrado como nuliparas,
quedando conformado entonces por 16 pacientes nuliparas del grupo A y 13 pacientes nuliparas

del grupo B.

Con el objetivo de conocer si el grupo de nuliparas era homogéneo, las caracteristicas
sociodemogréficas fueron evaluadas. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5, las
variables continuas: edad, edad de menarquia, inicio vida marital, dias de ciclo menstrual y dias
con la menstruacion estan expresadas como la media + la desviacion estdndar (media + DE) y

de las variables categoricas: gestaciones, abortos, presencia de coagulos en la menstruacion,
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atraso de més de cuarenta dias, presencia de flujo vaginal, dolor menstrual, familiares con

infertilidad y endometriosis en términos de porcentaje.

El test estadistico usado para comparar las variables evidencié que no existia significancia
estadistica entre ambos grupos (valores de p>0,05), indicando, que esta poblacion al igual que la

original es también representativamente homogénea (Tabla 2)

Elevada oxidacion de proteinas en muestras de tejido endometrial y no en plasma de
pacientes nuliparas del grupo A sugieren estrés oxidativo en esta patologia

En la Figura6 se observan los niveles de oxidacion proteica expresados en términos de la media
* la desviacion estandar tanto de las muestras de plasma y tejido endometrial de ambos grupos
(Figura 6A y 6B respectivamente), ademas de una tabla que resume los datos obtenidos para
cada grupo (parte inferior). El test estadistico usado para comparar los dos grupos mostrd que
existe significancia estadistica en los niveles de oxidacién proteica de las muestras de tejido
endometrial de ambos grupos (p=0,0005), sin embargo en las muestras de plasma no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0,1190), teniendo un comportamiento

semejante al de la poblacion de pacientes infértiles.

En la Figura 6A se puede observar que no existen diferencias en las medias de los niveles de
oxidacién proteica en las muestras de plasma de ambos grupos: 9,98 + 3,79 ng de proteina
oxidada / ug de proteina total para las del grupo B vs 11,87+3,89ng de proteina oxidada / ug de

proteina total para las del grupo A.
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En la Figura6B se observa que las pacientes nuliparas del grupo A tienen niveles mas altos de
oxidacién proteica que las pacientes nuliparas del grupo B (43,85 + 70,13 ng de proteina oxidada
| ng de proteina total vs 6,85 + 8,42ng de proteina oxidada / pg de proteina total
respectivamente). En esta figura se muestra ademas que los niveles de oxidacidn proteica de las
pacientes nuliparas del grupo A es semejante al de la poblacién general de infértiles,
presentando alta variabilidad, la cual se ve representada en el alto valor de la desviacion

estandar reportada (+ 70,13).

En cuanto a las pacientes nuliparas del grupo B, se observa que los valores individuales de
oxidacion proteica presentan un comportamiento homogéneo, es decir, que estos se encuentran

cerca del valor de la media.

Todos estos datos sugieren que el comportamiento de los niveles de oxidacion proteica
encontrados en éstas pacientes, sigue el mismo patrén observado en la poblacion general de
pacientes infértiles, indicando asi la presencia de estrés oxidativo en el tejido endometrial de las
pacientes infértiles del grupo A independiente del estado de nuliparidez o antecedentes de
embarazos o abortos. Estos datos de altos niveles de oxidacion proteica en pacientes nuliparas
del grupo A pudieran tener una influencia en la fecundacion, implantacién y/o alteraciones

asociadas a la fertilidad.

Ausencia total de actividad de isoforma Cu/ZnSOD en pacientes nuliparas del grupo B
Una vez organizados los geles nativos de actividad superdxido dismutasa para las pacientes

nuliparas, se observo que todas de las pacientes del grupo A presentaron actividad para las dos
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isoformas de SOD, no siendo asi para las pacientes del grupo B, en las que solo se evidenci6

actividad de la isoforma MnSOD (Figura 7).

Estos resultados sugieren una posible relacidn directamente proporcional entre los altos niveles
de oxidacion proteica y la actividad de las isoformas de SOD en las pacientes nuliparas del grupo

A

Estos hallazgos podrian favorecer la hipétesis de la presencia de estrés oxidativo en el tejido

endometrial y no en plasma de éstas pacientes con el consecuente dafio severo en las

macromoléculas de las células endometriales, lo cual favoreceria el proceso de infertilidad.
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DISCUSION

La endometriosis es definida como la presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina
y es considerada como una condicion ginecologica benigna, sin embargo en algunos casos
puede ser agresiva. La patogénesis de la endometriosis es compleja y multifactorial. A pesar de
ser una de las enfermedades ginecoldgicas mas estudiadas, su patogénesis sigue siendo aun

desconocida.

Las anormalidades intrinsecas del endometrio se consideran que pueden estar asociadas con la
endometriosis, incluida la expresion anormal de genes, modificacion de respuesta endometrial a
hormonas como la progesterona, incrementada densidad nerviosa y estrés oxidativo. La
evaluacion del endometrio en pacientes con endometriosis es una importante linea de
investigacion, por lo cual se ha sugerido que el estudio del endometrio eutopico pueda ayudar a

lograr este objetivo. [4]

Afin de aportar informacion que pudiera evidenciar la importancia del tejido endometrial eutopico
en el desarrollo de endometriosis, en este estudio se pretendid comprobar la hipétesis de la

relacion entre el estrés oxidativo y dicha enfermedad.

Los altos niveles de oxidacion proteica encontrados en el tejido endometrial de las pacientes
infértiles y nuliparas del grupo A vs pacientes infértiles y nuliparas grupo B, asi como la actividad
diferencial de las isoformas de la enzima superdxido dismutasa, proporcionan evidencia de la

posible presencia de un proceso oxidativo en el endometrio de estas mujeres.
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Aun cuando las caracteristicas sociodemograficas y ginecoldgicas no nos permiten diferenciar los
grupos en estudios, se pude sugerir a partir de los resultados de los marcadores estudiados que
los sujetos del grupo A pudieran ser las pacientes con infertilidad asociada a endometriosis y las

del grupo B, las pacientes infértiles sin endometriosis.

Esta afirmacion se soporta en los hallazgos reportados por Otay Col (1999), los cuales
encontraron una alta expresion de las isoformas de Cu/ZnSOD y MnSOD en el tejido eutdpico de
pacientes con endometriosis, independientemente del estadio del ciclo menstrual. Por otro lado
Ngo y Col (2009) utilizando lineas celulares primarias encontraron una alta expresion de SOD en

tejido endometrial de pacientes con endometriosis versus un control sano. [12,17]

En cuanto a los niveles de oxidacion proteica, dada en términos de proteinas carboniladas hasta
el momento no se ha reportado en la literatura la asociacion de este marcador con endometriosis
lo cual brinda a ésta investigacion un componente innovador y un nuevo campo de estudio,
diferente a los ya reportados (peroxidacion lipidica, capacidad antioxidante, niveles de vitamina E

entre otros).

Todo esto no permite decir que los datos de este trabajo no se pueden totalmente soportar o
favorecer con los de la literatura, sin embargo, el hecho de que el valor maximo del rango de
oxidacién proteica en el grupo B sea aproximadamente 14 a 10 veces mas pequefio que el rango
del grupo A, evidencia una diferencia derivada del estrés oxidativo entre los grupos en estudios
(Figura 2 y 4), permitiendo asi que este marcador pueda ser usado para diferenciar los grupos en

estudio.
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Ademas de lo anterior, este marcador también pueden ser empleado como una medida indirecta
de las condiciones medioambientales del tejido endometrial, ya que las proteinas son las
macromoléculas mas abundantes en las células y por ende los blancos més faciles de atacar por
parte de los ROS, por tanto, se sugiere que los altos niveles de oxidacion proteica presentes en
el grupo A estén asociados con las condiciones microambientales poco aptas para una
implantacion embrionaria, de ahi que su infertilidad pueda estar asociada a este fenémeno

[23,24]

Por otro lado, la variabilidad individual de los niveles de oxidacién proteica encontrados en el
grupo A, posiblemente pueden estar relacionados con el estadio de la enfermedad, sin embargo
se sugiere la realizacion de estudios donde se considere éste parametro, a fin de apoyar o no
dicha hipotesis, de tal forma que se pueda proponer el uso de los niveles de oxidacion proteica
como un posible marcador para el diagndstico de endometriosis o evolucion de la enfermedad
ante un eventual tratamiento, usando como muestra una biopsia de tejido endometrial que
resultaria menos invasiva que el procedimiento laparoscdpico o en su defecto que dicho
marcador pueda hacer parte de una bateria de marcadores de estrés oxidativo que puedan

implementarse como un nuevo método de diagndstico.
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CONCLUSIONES

Muestras de tejido endometrial eutdpico y no de plasma pudieran ser las mas adecuadas
para el estudio del ambiente oxidativo en este grupo en estudio, constituyéndose en un
método menos invasivo, Util para el diagndstico y seguimiento de las enfermedad y sus

tratamientos comparado con las técnicas tradicionales

Se encontré diferencias significativas en los resultados bioquimicos de los niveles de
oxidacién proteica y actividad superoxido dismutasa entre pacientes infértiles con y sin

endometriosis, estando aumentados en las pacientes con endometriosis.

Existe una actividad diferencial de las isoformas de la enzima superdxido dismutasa

entre los grupos en estudios.

Pacientes nuliparas con endometriosis tienen niveles de oxidacion proteica mas alta y
expresion de las dos isoformas de la enzima superoxido dismutasa, mientras que las que
no tienen endometriosis tienen bajos niveles de oxidacion proteica y actividad solo de la

isoforma CuZnSOD.

Por primera vez se presenta un reporte bioquimico de la relacion de estrés oxidativo e
infertilidad asociada a endometriosis basado en resultados de oxidacion de proteinas y

actividad superoxido dismutasa.
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La siguiente grafica se esquematiza un posible modelo para la relacion estrés oxidativo y

endometriosis.
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ESTOS ESTUDIOS ENFATIZAN LA RELEVANCIA DE LOS CAMBIOS REDOX
EN EL ENDOMETRIO EUTOPICO DE MUJERES CON INFERTILIDAD
ASOCIADA A ENDOMETRIOSIS Y LA NECESIDAD DE REALIZAR ESTUDIOS
CON OTROS MARCADORES OXIDATIVOS PARA LA BUSQUEDA DE
MARCADORES BIOLOGICOS CON UTILIDAD DIAGNOSTICA, PRONOSTICA Y

FARMACOLOGICA
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ANEXO 1
FORMATO ESCRITO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PACIENTES SELECCIONADOS COMO
SUJETOS DE ESTUDIO

Todos los pacientes deben llenar el siguiente formato, previo a la realizacién de los procedimientos. Esta es una
forma de aceptacion legal para participar en la investigacion, que usted puede libremente firmar si esta de acuerdo
en los siguientes aspectos:

Yo con cédula de ciudadania No. con direccion
y teléfono

Para los efectos legales que corresponden, declaro que he recibido informacién amplia y suficiente sobre el estudio,
titulado “PRESENCIA DE MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN MUJERES INFERTILES’ en el cual se
pretende evaluar la posible relacién entre marcadores de estrés oxidativo y endometriosis. Se me ha explicado que
realizaran evaluaciones clinicas y bioquimica, consistentes en el diagnéstico de endometriosis y la toma de muestras
que pueden ser sangre, liquido peritoneal y/o tejido endometrial; igualmente que este procedimiento no ocasiona
lesién alguna ni dolor; se me ha informado sobre los beneficios que obtendré en estas actividades, reflejados en la
obtencién de una mejor informacién para los investigadores que permita aplicar acciones en mejora de la
enfermedad y de mi calidad de vida. Soy consciente que los resultados obtenidos favoreceran a otros seres
humanos, ya que se me ha explicado que estos ayudaran a entender el proceso en la endometriosis. Igualmente
conozco que los costos adicionales que demanda la investigacion corren a cargo del investigador. Conozco los
compromisos que adquiero con el proyecto y que en todo momento seré libre de continuar ¢ de retirarme, con la
Unica condicion de informar oportunamente mi deseo, al investigador (es).

Yo con cédula de ciudadania No. con direccion

y teléfono asumo

el papel de testigo presencial del presente consentimiento informado en la ciudad de Cartagena de Indias, el dia
del mes de afio (Testigo No. 1)

Firma Testigo No. 1:

Yo con cédula de ciudadania No. con direccién

y teléfono asumo

el papel de testigo presencial del presente consentimiento informado en la ciudad de Cartagena de Indias, el dia
del mes de afio (Testigo No. 2)

Firma Testigo No. 2:

Acepto voluntariamente participar sin mas beneficios que los pactados previamente

Responsable: Maricela Viola Rhenals - Investigador Principal
Universidad de Cartagena, Campus de Zaragocilla, Seccién Bioquimica, Piso 2.
Teléfono: 6698176 ext 130, 3017163991

Firma:
Cédula:
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ANEXO 2
o ot \NVES 7/64
é@ OO/‘/

),ﬁi\;J \ PROYECTO A ﬁ
» W1 /. PRESENCIA DE MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO |
e EN MUESTRAS DE MUJERES INFERTILES et PP

Colufar 3ef Cimoer

Fecha: Codigo paciente:

DATOS PERSONALES DEL PACIENTE

Nombres y Apellidos:

Documento de Identificacion:

Edad: Estado civil:
Direccion:
Teléfono fijo: Teléfono celular:

Correo electrénico:

DATOS GINECO-OBSTETRICOS
Edad menarquia: Inicio vida marital:
Gestaciones:  Si o No Cuantos hijos?
Abortos: Si o No Cuantos?

Fecha de la ultima menstruacién:

Dias del ciclo menstrual: Dias con la menstruacioén:

Coagulos durante la menstruacion: Si o No

Callifique su menstruacion como: Escasa_ Normal___ Abundante
Atraso en la menstruacion de mas de 40 dias: Si No Algunas veces

Flujo vaginal persistente:

Dolor menstrual: Intensidad del dolor: (0 a 10):
Dolor coital: Intensidad del dolor: (0 a 10):
Toma medicamentos para el dolor menstrual: Si o0 No Cuales:
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Usa medicamentos endovenosos para el dolor menstrual: Si___ o No___ Cuales:

ANTECEDENTES FAMILIARES
Familiares con endometriosis: Si o No Quien:
Familiares con infertilidad: Si o No Quien:
Familiares con cancer ginecolégico: Si o No Quien:
ANTECEDENTES
Dislipidemias: Si o No Cual:
Enfermedades cardiovasculares: Si o No Cual:
Enfermedad Reumatoide: Si o No
Lupus: Si o No

Firma del paciente

Firma del encuestador
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Tabla 1: Resumen de Caracteristicas Sociodemograficas de los sujetos infértiles del
estudio. Los valores de p indican que no existe significancia estadistica en las variables estudiadas de ambos

grupos.
GRUPOS
VARIABLES Grupo A Grupo B Valor de P

Edad (afios+DE) 32(4) 32(5) 0,5684
Menarquia (dias+DE) 13(1) 13(2) 0,8549
Inicio vida marital (afios£DE) 21(4) 20(3) 0,5211
Gestaciones (%) 0 6,25 0,405
Abortos (%) 27,27 12 0,245
Ciclo 29(1) 30(7) 0,5866
Dias ciclo 4(2) 4(1) 0,9389
Coéagulos 50 56,26 0,48
Cantidad menstruacion 0,733
Escasa 18,18 6,25

Normal 50 56,25

Abundante 31,82 37,5

Atraso de mas de 40 dias 13,64 18,75 0,502
Flujo vaginal 36,36 27,27 0,449
Dolor 77,27 81,25 0,547
Calificacion del dolor 5(3) 6(3) 0,6323
Medicamentos 63,63 43,75 0,188
Endovenosos 4,54 9,09 0,379
Familiares con endometriosis 4,54 6,25 0,671
Familiares con infertilidad 22,72 6,25 0,18
Familiares con cancer ginecologico 13,64 6,25 0,433




Tabla 2: Resumen de Caracteristicas Sociodemograficas de los sujetos nuliparas del
estudio. Los valores de p indican que no existen diferencias significativas en las variables estudiadas entre los

grupos.
GRUPOS

VARIABLES Grupo A | Grupo B | Valor de P
Edad (afios+DE) 32(4) 33(4) 0,5838
Menarquia (dias+DE) 13(1) 12(1) 0,4936
Vida marital (afios+DE) 21(5) 20(4) 0,6895
Ciclo 29(2) 32(9) 0,2371
Dias ciclo 4(2) 4(1) 0,8918
Coagulos 50 37,5 0,404
Cantidad menstruacion 1
Escasa 18,75 7,7
Normal 50 53,8
Abundante 37,5 38,5
Atraso de mas de 40 dias 18,8 23,1 0,565
Flujo vaginal 311 30,8 0,647
Dolor 75 84,6 0,435
Calificacion del dolor 5(4) 6(2) 0,5943
Medicamentos 68,8 53,8 0,33
Endovenosos 0 15,4 0,192
Familiares con endometriosis 6,3 7,7 0,704
Familiares con infertilidad 18,8 7,7 0,383
Familiares con cancer ginecoldgico 18,8 7,7 0,383
Dislipidemias 12,5 7,7 0,58
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77,3%
56,3%

Gestaciones Abortos Coagulos  Atraso de Flujo Dolor Familiares  Familiares Gestaciones Abortos Coagulos  Atraso de Flujo Dolor Familiares Familiares
mas de 40 vaginal con con mas de 40 vaginal con con
dias endometriosis infertilidad dias endometriosis infertilidad

Edad Menarquia Iniciovida Dias del ciclo Dias con la Edad

) a Menarquia Inicio vida Dias del cicloDias con la
marital menstrual menstruacion

marital menstrual menstruacion

Figura1: Caracteristicas de las pacientes en estudio

Caracteristicas sociodemograficas de pacientes infértiles sin endometriosis (color verde) y pacientes infértiles con endometriosis (color rojo). Datos tomados de encuesta a pacientes
antes del procedimiento laparoscopico. No existe significancia estadistica entre las variables sociodemograficas (valores de P>0,05), indicando que los dos grupos son
representativamente homogéneos. Los test utilizados fueron U- Mann Whitney vy ji- X2
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Rango (2,71-18,95) (4,90-17,04) Rango (2,71-19,78) (8,82 - 285,55)*
Mediana 11,15 10,45 Mediana 10,89 21,94
p=0,1099 p=0,0007

Figura 2: Niveles de Oxidacion de Proteinas de las pacientes en estudio

Cuantificacion de los niveles de proteinas oxidacion empleando el ensayo de 2,4-dinitrofenilhidrazina en muestras de plasma (A) y tejido endometrial (B) de pacientes infértiles de los
dos grupos en estudio, reportados como ng de proteina oxidada por pg de proteina total en plasma y/o tejido endometrial. Los datos son reportados como media + desviacion
estandar. En la oxidacién proteica en muestras de plasma, no se observan diferencias entre los dos grupos, no siendo asi en las muestras de tejido endometrial en donde hay
diferencias significativas en muestras del grupo B vs muestras de grupo A estando en éstas Ultimas més elevado incluso en diez 6rdenes de magnitud mas con relacién a muestras
de plasma. Se observa ademéas una gran variabilidad en los niveles de oxidacién individuales. Los datos son el resultado de andlisis por triplicado a tres réplicas. El test utilizado fue
U- Mann Whitney.
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Figura 3: Actividad Superdxido dismutasa en muestras de Plasma y Tejido endometrial

Geles 12% nativos para actividad SOD en muestras de plasma y tejido endometrial. En esta figura se evidencia actividad SOD solo en las muestras de tejido
endometrial .
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Figura 4: Actividad Superdxido Dismutasa de pacientes infértiles con y sin endometriosis

Actividad en gel nativo de la enzima superéxido dismutasa de las pacientes infértiles. (A) Gel de actividad SOD en muestras de tejido endometrial de pacientes infértiles grupo B, se
observa que solo el 43,75% de las pacientes muestran actividad para la isoforma Cu/Zn SOD. (B) Gel de actividad SOD en muestras de tejido endometrial de pacientes infértiles del
grupo A, se observa que todas las pacientes infértiles del grupo A, muestran actividad para las dos isoformas de SOD. La actividad diferencial de SOD en ambos grupos presento

diferencias estadisticamente significativas (P=0,0031). El test utilizado fue ji- X2.
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Figura 5: Caracteristicas de las pacientes nuliparas

Caracteristicas sociodemograficas de pacientes nuliparas grupo B (color verde) y pacientes infértiles del grupo A (color rojo). Datos tomados de encuesta a pacientes antes del
procedimiento laparoscdpico. Existen significancia estadistica entre las variables sociodemogréficas (valores de P>0,05), lo que indica que los dos grupos son representativamente
homogéneos. Los test utilizados fueron U- Mann Whitney vy ji- X2.
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Figura 6: Niveles de Oxidacion de Proteinas de las pacientes nuliparas

Cuantificacién de los niveles de proteinas oxidadas empleando el ensayo de 2,4-dinitrofenilhidrazina en muestras de plasma (A) y tejido endometrial (B) de pacientes nuliparas,
reportados como ng de proteina oxidada por pg de proteina total. Los datos son reportados como media + desviacion estandar. En la oxidacion proteica en muestras de plasma, no se
observan diferencias entre los dos grupos, no siendo asi en las muestras de tejido endometrial en donde hay diferencias significativas entre los dos grupos, estando incrementada mas
en las del grupo A, incluso en diez ordenes de magnitud mas con relacion a muestras de plasma. Se observa ademés una gran variabilidad en los niveles de oxidacién individuales.
Losdatos son el resultado de andlisis por triplicado a tres réplicas. El test utilizado fue U- Mann Whitney.
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Figura 7: Actividad Superoxido Dismutasa de pacientes nuliparas sin y con endometriosis

Actividad en gel nativo de la enzima superoéxido dismutasa de las pacientes nuliparas. (A) Gel de actividad SOD en muestras de tejido endometrial de pacientes nuliparas del
grupo B, se observa que solo hay actividad de la isoforma MnSOD. (B) Gel de actividad SOD en muestras de tejido endometrial de pacientes nuliparas del grupo A, se observa
que todas las pacientes muestran actividad para las dos isoformas de SOD. La actividad diferencial de SOD en ambos grupos presentd significancia estadistica (P=0,0031). El

test utilizado fue ji- X2.
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