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Ei liquido peritoneal de mujeres con endometriosis promueve la adhesion celular.
Modelo in vitro
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la capacidad de adhesién celular del liquido peritoneal (LP) de mujeres
con endometriosis.

Material y métodos: Como matriz de adhesion celular, se emplearon membranas amnidticas
en las que se elimind la capa de células epiteliales, mediante tratamiento con etanol a 70%
y congelacion. La adhesién celular se determind empleando células Wish, las cuales fueron
marcadas con timidina tritiada (°*H). Se adicionaron y mantuvieron en condiciones 6ptimas
de cultivo 3 X 10° células marcadas radiactivamente, sobre explantes de matriz amniotica de
10 mm de diametro por espacio de 60 minutos, evaluandose la adhesién cada 10 minutos.
La adhesion celular se determind mediante la cuantificacion de la marca radiactiva presente
en las rodajas. La adhesion mostrada por las células en condicién basal inici6 a partir de 10’
de incubacién y se mantuvo hasta los 60’, con un valor promedio en toda la cinética de
alrededor de 5%.

Resultados: Cuando las células fueron colocadas en presencia de liquido peritoneal de
mujeres con endometriosis, se identific6 un aumento en la capacidad de adhesion de las
células en todos los puntos de la cinética (ANOVA F = 30.0; IC 95%; p < 0.05), en comparacion
con LP de mujeres testigo, y empleando suero fetal bovino a la misma concentracion de
proteina.

Conclusiones: Se desarrollé un modelo con el que se puede evaluar la adhesion celular in
vitro. Con el modelo se evidencié que el LP de mujeres con endometriosis presenta
componentes que potencian dicha capacidad.

PALABRAS GUIA: Endometriosis, adhesion celular, infertilidad, liquido peritoneal.
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Esta patologia representa, sin duda, una de
las mas importantes en salud reproductiva a
nivel mundial, pues se informa una prevalencia
de 35 a 50% en el grupo de mujeres estériles.?
A la fecha, la etiologia que explique el
fené6meno se desconoce, sin embargo, la
hipdtesis propuesta por Sampson* es la mis
aceptada para entender la presencia de tejido
endometrial ectdépico: postula que durante la
descamacion uterina el fluido menstrual, por
el contraflujo a través de las tubas, es capaz de
alcanzar la cavidad peritoneal y ahi, bajo
condiciones especificas, implantarse y
proliferar bajo el estimulo hormonal del ciclo
ovulatorio. Diversas publicaciones han eviden-
ciado la presencia de restos de componentes
menstruales, en un alto porcentaje, en el
peritoneo de las mujeres estudiadas, por lo
que se presume que el fenémeno de mens-
truacién por contraflujo sea un suceso cotidiano
en cada ciclo menstrual.’>® Asimismo, mediante
el empleo de modelos animales o cultivo
celular in vitro, se ha demostrado que las células
endometriales obtenidas de la cavidad perito-
neal expresan una viabilidad mayor a 50% vy
que son capaces de implantarse, proliferar y res-
ponder a hormonas esteroides.””” Amplias
evidencias senalan alteraciones en la respuesta
inmunolégica del microambiente peritoneal,
en donde se encuentra una menor capacidad
de las células efectoras/moduladoras locales,
en comparacién con el tejido y las células
endometriales que arriban a la cavidad perito-
neal en cada ciclo menstrual.'”!* La explicacién
de una disminucién en la capacidad de eliminar
el tejido endometrial, por parte de las mujeres
con endometriosis, relaciona la supervivencia
y crecimiento del tejido endometrial en forma
ectOpica; sin embargo, existen pocas evidencias
que aborden las etapas iniciales que prevalecen
en el ambiente peritoneal, involucradas en el
contacto, adhesi6on y anclaje de las células con
el epitelio peritoneal, para que éstas puedan
establecer contacto con la circulacién y suplir
las demandas meta-bdlicas involucradas en su
crecimiento.

La implantacién del tejido endometrial
ectopico en la cavidad peritoneal debe iniciar
con el contacto intimo de las células endome-
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triales a tejidos y 6rganos blanco. A nivel mo-
lecular, la interaccion que media la adhesién
celular esta dada por diversas proteinas
solubles de la membrana, denominadas en
forma genérica: “moléculas de adhesion in-
tercelular”; las cuales funcionan como ligandos
y receptores de diferentes componentes de la
extracelular, basal vy
proteinas de superficie de la membrana celular,
lo que podria conferir la fuerza de unidén
necesaria para que la célula quede intimamente
unida, a células o tejido conectivo de Organos
y tejido blanco.!#1¢

Los mecanismos moleculares involucrados
en la implantacién ectépica del tejido endome-
trial se desconocen en su totalidad, sin em-
bargo, las células endometriales que por
contraflujo, a través de las trompas, arriban a
la cavidad peritoneal y logran implantarse,
deben valerse de algin mecanismo de “an-
claje”, que promueva tal evento. Se desconoce
si las condiciones especificas del ambiente
peritoneal de las mujeres que presentan en-
dometriosis, participan en dicho evento.

El presente trabajo desarrollé6 un modelo
con el que es posible cuantificar y evaluar la
adhesion celular in vitro, e iniciar la exploracion
de las condiciones que presenta el ambiente
peritoneal de las mujeres con endometriosis,
involucradas en este fenémeno.

matriz membrana

MATERIAL Y METODOS

Desarrollo del modelo de
adhesion celular in vitro

Para desarrollar el modelo de adhesidon
celular se emplearon membranas amnidticas,
a partir de placentas provenientes de partos
normales a término, sin complicacién alguna,
en las que se separ6 manualmente el corion del
amnios. La membrana amnidtica obtenida fue
lavada exhaustivamente con solucién salina
fisiolégica con la intencién de eliminar en su
totalidad el tejido sanguineo. Posteriormente,
se utilizé un sacabocados, para realizar cortes
circulares sobre la membrana, obteniéndose
rodajas de aproximadamente 10 milimetros
(mm) de didmetro. Con la intencién de obtener
un modelo de adhesiéon libre de células, que

Perinatol Reprod Hum



El liquido peritoneal de mujeres con endometriosis promueve la adhesion celular

presente componentes de matriz extracelular,
con los que las células en cultivo fueran capaces
de interaccionar, se eliminé la capa celular
epitelial, mediante la adicién de doscientos
cincuenta mililitros de etanol al 70%, seguido
de congelacién a -20 °C durante 12 h. Al
término del lapso, las rodajas fueron lavadas
exhaustivamente con medio de cultivo Dulbeco
(DMEM, Gibco, BRL) y almacenadas a 4 °C,
hasta su empleo.

Cultivo celular

Para validar la capacidad de inducciéon de
adhesion celular, por parte del liquido perito-
neal de mujeres con endometriosis, se empled
la linea de células Wish, proveniente de tejido
amniotico humano de la American Type Culture
Collection (CCL-25). Las células fueron cultivadas
en cajas de 75 centimetros cuadrados de
superficie, con medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino,
y mantenidas a 37 °C con humedad relativa de
80 y 5% de CO,. Cuando las células se
encontraban a 70% de confluencia (aproxi-
madamente 48 horas antes de realizar el
ensayo) éstas se marcaron con un pulso
radiactivo de 10 pCi de timidina tritiada (°H),
permitiendo que las células llegaran a la
confluencia celular, para llevar a cabo la rea-
lizacién de los experimentos. Una vez ocurrida
ésta, las células fueron despegadas de la caja
mediante incubacién durante tres a cinco
minutos, con una solucién de tripsina-EDTA.
Al término de este lapso, la tripsina se eliminé
mediante lavados con medio DMEM, y se
ajusté la concentracién celular a 10 millones
de células por mililitro. En todos los casos se
utilizaron aquellas células que mostraron una
viabilidad mayor a 90%, analizadas mediante
la exclusiéon del colorante vital azul tripan.

Ensayos de adhesion

La realizacién de los ensayos de adhesidn,
se llevaron a cabo utilizando pozos de cultivo
individuales de 20 mm de diametro, los cuales
fueron recubiertos con 300 pL de agarosa estéril
a 2%, con la intencién de eliminar el pegado
inespecifico de las células. Las rodajas de amnios
procesadas, segin se describié anteriormente,
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se colocaron en el fondo de los pozos y se
adicionaron 50 pL de medio DMEM suple-
mentado, con la intencién de mantener
hidratado el tejido.

El ensayo de adhesion se realizé colocando
en los pozos antes descritos 3 x 105 células Wish
marcadas radiactivamente, en un volumen fi-
nal de 220 pL de medio DMEM, y se incubaron
a 37 °C con ambiente de humedad relativa de
80 y 5% de CO,. La cinética de adhesion se
realizé dejando las células en interaccién con
la membrana por un lapso maximo de una
hora, obteniéndose muestras por duplicado
cada 10 minutos, a partir del momento en que
se colocaron. Para determinar el porcentaje de
células pegadas a la membrana en la cinética,
primero se recuperé en forma completa el
medio de cultivo de los pozos, obteniéndose
las células no adheridas a la membrana; seguido
de esto, se realizaron dos lavados de 220 pL
con medio de cultivo, con la intencién de
eliminar la marca radiactiva liberada por lisis
celular remanente. En este paso, el medio de
cultivo empleado se mantuvo a 37 °C, para
evitar que por choque térmico las células
adheridas a la membrana pudieran despegarse.
La fraccion de células adheridas a la mem-
brana se obtuvo adicionando 220 pL de una
solucién de NaOH al 0.1 N de concentracién
final. Seguido de esto, la membrana se recuperd6
y los pozos se lavaron dos veces con 220 pL de
la solucion de NaOH, antes descrita. EIl
volumen total recuperado procedente del
lavado y pegado de las células se recolecté en
tubos de plastico de 1.5 mL, que fueron
almacenados a 4 °C, hasta realizar el conteo de
la radiacién presente.

Induccion de adhesiéon celular
empleando liquido peritoneal y
plasma sanguineo periférico

La determinacién de induccién de adhesion
celular, por parte de liquido peritoneal (LP) y
plasma sanguineo (PS) de mujeres con en-
dometriosis, se llevé a cabo utilizando la
cantidad de proteina promedio cuando se
coloca el LP o SP a 10% de concentracién en
relacién volumen/volumen. Las muestras de
LP y PS de las mujeres con endometriosis se
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obtuvieron de la Clinica de Esterilidad del
Perinatologia. Las
muestras de LP y PS del grupo testigo se
obtuvieron de la Clinica de Planificacién Fa-
miliar de mismo Instituto.

Para determinar la capacidad de induccién
de adhesion celular se emplearon 3 x 10° células
Wish marcadas radiactivamente, se mezclaron
con medio de cultivo suplementado con LP o
PS, empleando muestras provenientes de
mujeres con endometriosis y se colocaron en
el sistema de adhesiéon. Como grupo testigo se
empleé LP y PS, provenientes de mujeres
sanas fértiles obtenidos de mujeres que
asistieron a la clinica de planificacién fami-
liar, para que se les practicara obstruccién
tubaria bilateral, como método anticonceptivo.
Asimismo, el pegado basal de las células se
determiné mediante la incubacién de las
células Wish, con medio de cultivo suple-
mentado a 10% con suero fetal bovino.

Instituto Nacional de

Cuantificacién de marca radiactiva

A partir de las soluciones colectadas de la
cinética de adhesién, correspondiente al lavado
y pegado de las células, se tomaron 400 pL y se
colocaron en recipientes de 24 pozos del sistema
de conteo de radiactividad tipo beta, (Top Count,
Packard Co.), adicionando 600 pL de liquido
de centelleo, contando cada muestra durante
un minuto. Los resultados se expresaron como
desintegraciones por minuto, y corresponden a
la radiactividad incorporada en el material
genético de las células, la cual es directamente
proporcional al ndmero de células que se
encontraban presentes. Para determinar el
porcentaje de células presentes en las mem-
branas, se cuantifico la cantidad de marca
radiactiva existente en el nimero de células
adicionadas en cada membrana del sistema de
adhesiéon. El valor de desintegraciones por
minuto obtenido (dpm) representé el 100%
celular, a partir de lo que se determind el
porcentaje de células adheridas en los ensayos.

El protocolo fue sometido a los Comités de
Investigaciéon y Etica del INPer, y en todos los
casos se solicitd el consentimiento informado
de las mujeres para obtener las muestras
correspondientes.
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RESULTADOS

Modelo de adhesién

Se realizaron diversos experimentos de
cinética de adhesion de células, las cuales
fueron incubadas con medio DMEM suple-
mentado con suero fetal bovino al 10% de
concentracién en relacién volumen a volumen.
Se evaluaron diferentes tiempos y concen-
traciones celulares (datos no mostrados), hasta
obtener las condiciones Optimas para llevar a
cabo los experimentos del estudio; deter-
minando 60 tiempo de
incubacién, y el empleo de 300,000 células
Wish marcadas radiactivamente. Se observo
que las células inician la adhesiéon a la mem-
brana amnidtica, a partir del momento en que
son colocadas en contacto con ella, observando
que a los 10 minutos de incubacidén, ya aparecen
células pegadas a la membrana, y que el
porcentaje de unién se mantiene constante
durante el resto de la incubacién, obteniéndose
un porcentaje de adhesion celular menor a 5%
de adhesiodn.

minutos como

Adhesion celular en presencia de
liquido peritoneal y sangre periférica

La coincubacién de las células en presencia
de medio DMEM suplementado, con liquido
peritoneal y sangre periférica a 10%, mos-
traron un patrén de adhesién distinto con
referencia al mostrado por las células en forma
basal (medio DMEM suplementado con suero
fetal bovino al 10%). Asimismo, se observd
diferencia entre el porcentaje de adhesion de
las células coincubadas en presencia de liquido
peritoneal, con respecto al porcentaje mos-
trado por las células coincubadas con sangre
periférica, al utilizar muestras provenientes
de mujeres estériles con presencia video-
laparoscépica de endometriosis.

La figura 1 muestra el promedio de cinco
experimentos de cinética de adhesion celular,
en el que se emplearon liquidos bioldgicos
provenientes de pacientes con endometriosis.
En la grafica se observa como a partir de los 10
minutos de coincubacién en presencia de
liquido peritoneal, existe una adhesion celular
mayor en comparacién a las células incubadas
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Figura 1
Cinética de adhesion celular en pacientes
con endometriosis
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Tabla 1
Porcentaje de adhesion celular en el
modelo de estudio

% de células adheridas LP

Tiempo Endometriosis Testigo

(minutos) (n=5) (n=5)
10 23 £ 5* 9x3
20 29 + 6* 115
30 33 + 5* 14 +3
40 35 + 6* 13+3
50 39 + 5¢ 15+ 3
60 42 + 3* 16 + 3

Datos en porcentaje promedio de células adheridas + desviacion estindar.
Datos comparados con ANOVA F = 30.0 (IC 95%); método de Tikey.
*p< 0.05; % de células adheridas LP de mujeres con endometriosis
versus porcentaje de adhesion LP testigo en el mismo tiempo.

en presencia de LP de mujeres sanas fértiles, y
que esta diferencia se mantiene hasta el
término de la cinética, observandose diferencia
estadistica en todos los casos (Tabla 1). Por
otro lado, también fue posible observar
diferencia estadistica entre el LP y SP de las
mujeres con endometriosis.

La figura 2 muestra la cinética de adhesion
de células coincubadas, en presencia de sangre
periférica y liquido peritoneal de mujeres sanas
fértiles. En ellas es posible apreciar un patréon
de adhesién muy similar entre los fluidos
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Figura 2
Cinética de adhesion
celular de pacientes sanas
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bioldgicos, sin que se presenten diferencias
estadisticas en la cantidad de células pegadas
a la membrana.

DISCUSION

La endometriosis representa una de las
patologias mas importantes en salud repro-
ductiva, sin embargo, poco se conoce sobre los
mecanismos moleculares involucrados en el
inicio y desarrollo del fenémeno. Diversos
grupos han informado en pacientes con en-
dometriosis alteraciones inmunoldgicas cuan-
titativas y cualitativas, a nivel del microam-
biente peritoneal y circulatorio, al compararlas
con mujeres sanas fértiles. Los estudios se han
centrado en diversas variables
inmunolégicas analizando valores numéricos
y/o funcionales de células y compuestos so-

analizar

lubles, sin embargo, poco se ha explorado
sobre los mecanismos involucrados en las
etapas iniciales del fenémeno, que involucran
la adhesi6n, implantacién y crecimiento.

Con el empleo del modelo presentado en
este estudio se plantea abordar, en forma
directa, los mecanismos que median la adhe-
siéon de células y tejido endometrial, simulando
lo acontecido en la cavidad peritoneal; ya que
el uso de fragmentos de tejido peritoneal con
las dimensiones adecuadas para utilizarse con
el mismo fin, resulta operativa y éticamente
complicado.
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Por otro lado, el uso del amnios como matriz
para la adhesién celular, en sustitucién de
tejido peritoneal, se fundamenta en la alta
similitud que existe entre estos dos tejidos. El
peritoneo y la membrana amnidtica estan
constituidos de una capa simple de células epi-
teliales, en las que se presentan minimas
diferencias citoldgicas entre ellas. Ambos teji-
dos expresan proteinas filamentosas interme-
dias, (citoqueratina 18 y 19) y la composiciéon
de los componentes principales de la matriz
extracelular (fibronectina, laminina, coldgena
tipo IV, proteoglicanos, y heparan sulfato) son
muy similares a nivel de inmunohistoquimica.'’?

Con la intencién de estandarizar el
funcionamiento del modelo e iniciar la ex-
ploracién de las condicionantes imperantes
en el ambiente peritoneal de las mujeres con
endometriosis, se empleé una linea de células
epiteliales provenientes de tejido amnidtico,
que para el propésito de desarrollo y validacion,
se realizaron experimentos de adhesion de
dichas células, incubadas con medio de cultivo
suplementado con suero fetal bovino a 10%,
en los que se determindé el numero y cantidad
de células Optima para llevar a cabo los
experimentos. Posteriormente, el modelo se
aplic6 empleando células cocultivadas en
presencia de liquido peritoneal de mujeres
con endometriosis, las cuales mostraron una
capacidad de significativamente
diferente, con respecto al presentado por
células en presencia del plasma sanguineo
autologo y de las células en forma basal;
caracteristica que no fue observada al emplear
el liquido peritoneal de mujeres sanas fértiles,
donde no se encontré diferencia alguna con
respecto a la inducci6én de adhesién celular
del suero autdlogo y células en forma basal.
Este hallazgo refuerza una de las carac-
teristicas de la patologia que senalan la
compartamentalizacién de los
ambiente peritoneal.
Desconocemos cuéles pueden ser los elemen-
tos moleculares presentes en este fluido
biolégico que participen en la induccién del
aumento de la capacidad de adhesién, y si
esta condicién se encuentra antes de que se
inicie el desarrollo de la patologia. Aunque

adhesidon

eventos
involucrados en el
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las muestras de LP empleadas para llevar a
cabo los experimentos provienen de mujeres
con estadios iniciales de la patologia (I y II),
es muy probable que el ambiente peritoneal
sea modificado por la sintesis de compuestos
que liberan las células endometriales ectdpicas
o las células de los tejidos y Organos locales,
inducidas por éstas.

A la fecha, se desconoce cuales de las células
del tejido endometrial (del epitelio o del
estroma) son las encargadas de iniciar la
adhesion celular, a través del contacto de los
componentes estructurales de la membrana
basal, de la matriz extracelular o de moléculas
de superficie de las membranas bioldgicas,
cuando éstas arriban a la cavidad peritoneal.
Sin embargo, parece necesario que el peritoneo
y los o6rganos locales blanco presenten alguna
alteracion (dano celular, inflamacién, repara-
cién, etc.), de tal forma que la capa epitelial
aumente la expresiéon de moléculas de adhesion
derivado de los mecanismos de reparacién, o
que se permita la exposicion de moléculas del
tejido conectivo capaces de mediar la unidén
de ligandos y receptores entre las células
endometriales a Organos y tejidos.?! Al respecto,
se ha descrito que el ambiente peritoneal de
mujeres con endometriosis, desde los primeros
estadios de la patologia, presenta un mayor
estado de proinflamacién como causa de la
presencia de citocinas (TNF-a, IL1-3, IL6) y
especies reactivas de oxigeno liberadas por la
activacion de células fagociticas,?*?* que son
capaces de condicionar un aumento en la
expresion y liberacién de moléculas de
(sICAM, fibronectina, etc.) vy
condicionar un mayor estado de oxidacidn, el
cual puede tener efectos directos sobre las
células locales, alterando,?*?” danando o
destruyendo a éstas, pudiendo aparecer zonas
susceptibles para la adhesion celular del
endometrio en forma ectdpica.

Dando por hecho que la teoria del trasplante
documentalmente es la mas aceptada a la fecha
para explicar la presencia de endometriosis, la
interaccién de las células endometriales que
por contraflujo arriban al peritoneo, y la
superficie celular de los diferentes 6rganos y
tejidos presentes en este ambiente, debe ser

adhesion
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un evento crucial en la determinacién del
camino que sigue el tejido uterino presente.
De existir condiciones “adecuadas”, las células
endometriales seran capaces de implantarse y
proliferar en forma ectdpica, o ser eliminadas
mediante elementos efectores de la respuesta
inmunolégica. Las interacciones que permitan
a las células endometriales anclarse a un tejido
en forma ectépica, deberan estar mediadas

mediante interacciones célula-célula y/o célula
con diferentes componentes de la matriz
extracelular, participen como cemento que
media tal interaccidén inicial. El presente
estudio propone un modelo capaz de ser
empleado en el estudio de adhesidon celular e
identifica caracteristicas entre el ambiente
peritoneal de mujeres, con y sin endometrio-
sis, que senala la existencia de diferencias

diversas moléculas de adhesién que,

relevantes al respecto.

ABSTRACT

Objective: To evaluate adhesion cellular capacity of the peritoneal fluid from women with
endometriosis.

Material and methods: Seventy percent ethanol and ice were used to denudated amniotic
membrane epithelia cells, from human chorioamnios membranes obtained by delivery at
term. Wish (amniotic derivate epithelial cell line) cells were used to assignment cellular
adhesion; cells were target with 100 mCi/mmol thymidine (*H) pulse. Around 3 x 10° target
cells were added to a 10 mm amnion explants diameter by 60 minutes, at optimal culture cell
conditions, measuring cell adhesion every 10 minutes.

Results: Cell adhesion in an in vitro model was determined by beta-radioactive measures at
the explants. Basal cellular adhesion start at the first ten minutes until sixty minutes, that
shows around 5% media cellular adhesion at every kinetic step. Cells incubated whit perito-
neal fluid (PF) from endometriosis women, shows cellular adhesion increment at all kinetic
steps (ANOVA F = 30.0; IC 95%, p < 0.05) versus value showed by control women LP, or fetal
bovine sera used at the same protein concentration.

Conclusions: Work present here describes an in vitro model to evaluate cell adhesion; and
shows different capacity between LP from endometriosis sterile and fertile women to pro-
motes cell adhesion.

KEY WORDS: Endometriosis, cellular adhesion, sterility, peritoneal fluid.
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