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1. 1. ASPECTOS GENERALES DE LA ENDOMETRIOSIS 
 
La endometriosis es una enfermedad caracterizada por la presencia de glándulas 

endometriales y estroma fuera de la cavidad uterina. Es una de las enfermedades 
ginecológicas benignas más comunes y se estima que afecta del 10 al 15% de las 
mujeres en edad reproductiva. En mujeres estériles o con dolor pélvico, la prevalencia 
puede llegar hasta el 30%. 

  
Existen referencias en relación a la localización aberrante del tejido endometrial 

desde hace más de 300 años en diversos documentos históricos de origen europeo        
(Knapp VJ, 1999). La primera descripción en una publicación científica data de 1690, 
aunque no fue hasta finales del siglo XIX cuando se describió con detalle lo que hoy 
entendemos por endometriosis (Von Rokitansky C, 1860; Russel WW, 1899).           
Sin embargo, fue Sampson quien definió las características morfológicas y 
semiológicas de esta enfermedad, de forma que a partir de entonces fue considerada 
como entidad clínica específica (Sampson JA, 1921). Desde entonces, son muchos los 
avances en la comprensión de los procesos fisiopatológicos involucrados en la génesis 
de la endometriosis, aunque los mecanismos íntimos de la misma continúan todavía sin 
conocerse completamente.  

 
1. 1. 1.  TEORIAS ETIOPATOGÉNICAS 
 
Durante más de 70 años se han formulado numerosas teorías para tratar de 

explicar el origen de esta enfermedad. Sin embargo, a pesar de los estudios realizados 
hasta la fecha, su etiología permanece todavía desconocida. 

 
Existen tres teorías más ampliamente aceptadas que permitirían explicar el 

desarrollo de esta enfermedad: 1) desarrollo por metaplasia peritoneal; 2) desarrollo 
por inducción desde restos de origen mulleriano; 3) implantación y crecimiento del 
tejido endometrial tras un proceso de menstruación retrógrada. Estas tres teorías 
pueden ser complementarias, ya que componentes de la menstruación pueden inducir 
una metaplasia y crecimiento de los restos mullerianos (Fujii S y col, 1991). 
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1. 1. 1. 1.  Teoría de la metaplasia 
 

La teoría de la metaplasia sugiere que un epitelio con capacidad proliferativa, 
como es el caso del epitelio ovárico o la serosa peritoneal, puede transformarse por 
metaplasia en tejido endometrial (Cullen TS y col, 1896; Meyer R y col, 1903). Esta 
teoría permite explicar los raros casos encontrados de endometriosis en ausencia de 
menstruación (Doty DW y col, 1990; El Mahgoub S y col, 1980). Sin embargo, 
existen diversos aspectos clínicos que van en contra de esta teoría. Por un lado, el 
potencial de metaplasia peritoneal debería traducirse en la posibilidad del desarrollo de 
endometriosis masculina. Además, la metaplasia celómica debería manifestarse en 
todos los sitios del organismo en los que se encuentre tejido derivado del epitelio 
celómico. Por otra parte, si la metaplasia celómica es similar a la metaplasia común, 
entonces la frecuencia de endometriosis debería incrementarse progresivamente con la 
edad, aspecto que no se observa en la práctica clínica. 

 
1. 1. 1. 2.  Teoría de la inducción 
 

La teoría de la inducción es una extensión de la teoría celómica que propone 
que uno o varios factores endógenos, bioquímicos o inmunológicos podrían inducir la 
diferenciación endometrial de células indiferenciadas. Esta teoría se apoya en modelos 
de experimentación animal (Merrill JA y col, 1966). También modelos in vitro han 
observado metaplasia celómica del mesotelio cuando el epitelio de la superficie ovárica 
y células del estroma endometrial era cultivado junto a 17β estradiol (Nakamura M y 
col, 1993; Matsuura K y col, 1999). Sin embargo, para conseguir esta transformación 
del epitelio ovárico se requieren concentraciones de 17β estradiol 10 veces mayores a 
las observadas en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis. Esta 
concentración elevada tan sólo se encuentra en la proximidad del ovario y explicaría, 
por tanto, la endometriosis de esta localización. 
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1. 1. 1. 3.  Teoría de la implantación 
 

La teoría de la implantación propone la existencia de un reflujo de tejido 
endometrial durante la menstruación a través de las trompas de Falopio hacia la 
cavidad abdominal, donde puede llegar a implantarse (Sampson JA y col, 1927 y 
1940). Varias observaciones apoyan esta teoría: 1) el reflujo de células endometriales 
durante la menstruación es un fenómeno casi universal en presencia de trompas de 
Falopio normales (Kruitwagen RF y col, 1991); 2) la localización peritoneal de las 
lesiones endometriósicas corresponde a la región en contacto con el reflujo tubárico 
(Hoshiai H y col, 1993; Vercellini P y col, 1998); 3) las células endometriales 
recuperadas del abdomen al final de la menstruación tienen capacidad proliferativa; 4) 
las células endometriales expresan moléculas de adhesión (integrinas) en su superficie, 
lo que les confiere la capacidad de unirse al peritoneo (Tabibzadeh S y col, 1992; Koks 
CA y col, 1999; Wiltz CA y col, 2001); 5) tras migrar a la cavidad abdominal, los 
fragmentos de endometrio expresan metaloproteasas que son capaces de degradar la 
membrana basal y numerosos componentes de la matriz extracelular (Koks CA y col, 
2000); 6) el endometrio produce factores angiogénicos que son esenciales para la 
neovascularización local (Mc Laren J y col, 2000); 7) el examen microscópico por 
laparoscopia del peritoneo sano identifica frecuentemente implantes endometriósicos 
(20% de los casos de esterilidad inexplicada) (Murphy AA y col, 1986 y 1990). 

 
Estas teorías están apoyadas por abundantes datos y permitirían explicar la 

mayoría de localizaciones de la endometriosis. Sin embargo, quedan por explicar 
muchos otros aspectos de la enfermedad, como el hecho de que, siendo la 
menstruación retrógrada un proceso prácticamente universal, la endometriosis se 
desarrolle en tan sólo el 10-15% de la población general (Evers y col, 1995). Por otra 
parte, la frecuente presencia de un endometrioma único en el ovario, el diferente 
comportamiento de las lesiones peritoneales y la presencia de adherencias en 
extensiones muy variables, son hallazgos no completamente explicados por las teorías 
anteriormente expuestas. 
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Las lesiones peritoneales establecidas por alguno de los mecanismos citados 
evolucionan en su mayoría a la cicatrización (Belaisch J y col, 1999). Sin embargo, un 
porcentaje de ellas permanecen activas desencadenando lesiones profundas ováricas y 
peritoneales (Figura 1. 1). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

METAPLASIA 

IMPLANTACIÓN 

INDUCCIÓN 10% 

90% 

Lesiones azuladas 
Lesiones blancas

Cicatrización 

Adherencias 

Endometriosis profunda 

Reflujo menstrual 

VÍA B 

VÍA A 

Lesiones microscópicas 
Lesiones rojas 

Lesiones papilares

90-95% de las mujeres 

Endometrioma ovárico 

EVOLUCIÓN 
PATOLÓGICA 

Endometriosis “enfermedad” Endometriosis “fisiológica” 

 
Figura 1. 1. Teorías fisiopatológicas de la endometriosis. La menstruación retrógrada es un proceso 
fisiológico que ocurre en la mayoría de las mujeres. La mayoría de las lesiones endometriósicas  iniciales 
sufren un proceso de cicatrización y pierden su actividad. Algunas de estas lesiones y en algunas de las 
mujeres siguen un proceso diferente que desemboca en una enfermedad con manifestaciones clínicas 
diferentes (Belaisch J y col, 1999, modificado)   

 
 

1. 1. 1. 4.  Mecanismos etiopatogénicos a nivel tisular 
 
Después de la diseminación de células endometriales durante la menstruación, 

la progresión de la endometriosis se produce en varias etapas: 1) reflujo; 2) adhesión; 
3) proteolisis; 4) proliferación; 5) angiogénesis; 6) cicatrización. Existen diferentes 
mecanismos de protección fisiológica para interrumpir el proceso en cada etapa.         
El ambiente peritoneal de la mayoría de las mujeres es capaz de reabsorber el tejido 
endometrial presente al final de la menstruación. El reflujo peritoneal podría ser, por 
tanto, una condición necesaria pero no suficiente para el desarrollo de la enfermedad. 
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Se han descrito dos mecanismos etiopatogénicos que podrían explicar el 
desarrollo de endometriosis sólo en algunas mujeres (Figura 1. 2). La primera teoría se 
basa en la existencia de un endometrio alterado capaz de resistir los mecanismos 
normales de depuración peritoneal (Belaisch J y col, 1999). La segunda teoría sugiere 
que la enfermedad es secundaria a alteraciones de los componentes celulares y 
humorales del líquido peritoneal que ocasionan una depuración deficiente. Esta 
incapacidad podría ser consecuencia de anomalías en algunos de los factores presentes 
en el ambiente peritoneal como pueden ser: 1) citoquinas y factores de crecimiento; 2) 
las células NK (Natural Killer); 3) los macrófagos; 4) el peritoneo; 5) la concentración 
de hormonas locales. Además, la presencia de alteraciones anatómicas podría empeorar 
la capacidad de depurado peritoneal o contribuir a aumentar el reflujo menstrual. 
Dentro de estos factores anómalos del ambiente peritoneal se han citado la hipertonía 
de la unión uterotubular (Ayers JWT y col, 1985), el desarrollo de ondas contráctiles 
retrógradas en la musculatura tubular y miometrial (Salamanca A y col, 1995) y la 
presencia de malformaciones uterinas que dificultan la menstruación anterógrada 
normal (Sanfilippo JS y col, 1986). Por otra parte, las menstruaciones en mujeres con 
endometriosis son con frecuencia más largas y abundantes (Vercellini P y col, 1997) y 
los ciclos tienen una tendencia a ser más cortos (Arumugam K y col, 1997). 

 

 

ENDOMETRIO MENSTRUAL

FRAGMENTOS ENDOMETRIALES Implantes 
endometriósicos con ↑

MMPs y citoquinas

MMPs
uPA, tPA
Prostaglandinas
IL-8
VEGF
Aromatasa

ENDOMETRIO MENSTRUAL

FRAGMENTOS ENDOMETRIALES Implantes 
endometriósicos con ↑

MMPs y citoquinas

MMPs
uPA, tPA
Prostaglandinas
IL-8
VEGF
Aromatasa

Figura 1. 2. Proceso de menstruación retrógrada. Durante la menstruación existen fragmentos de tejido 
endometrial que migran retrógradamente, a través de las trompas de Falopio, hasta la cavidad peritoneal. 
Estos fragmentos contienen numerosos factores, entre los que se incluyen citoquinas y diversos 
componentes del sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas. 
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La adhesión al peritoneo del tejido endometrial proveniente del reflujo 
menstrual es la primera etapa necesaria en la teoría de la implantación. Los fragmentos 
del endometrio descamado han demostrado poseer capacidad de adhesión a la 
superficie epitelial en el amnios lesionado (Groothuis PG y col, 1998). Además, la 
exposición del endometrio a la acción de la progesterona durante 24 horas antes de su 
inyección intraperitoneal en modelos de experimentación animal ha demostrado 
disminuir su capacidad de implantación (Bruner KL y col, 1997). Las células 
endometriales aisladas, a diferencia de los fragmentos endometriales en los que se 
asocian glándulas y estroma, sólo tienen capacidad de adhesión a la matriz extracelular 
y no al peritoneo intacto (Van Der Linden PJ y col, 1996; Groothuis PG y col, 1998; 
Koks CA y col, 1999). La exposición de la matriz extracelular del mesotelio podría ser 
el resultado de una actividad enzimática excesiva, evidenciada por un mayor nivel de 
proteasas que actuarían sobre un peritoneo previamente debilitado. Existen numerosos 
factores que pueden dañar el peritoneo (cirugía, toxinas, bacterias, células 
inflamatorias…), y así explicar la alta frecuencia de implantes endometriósicos 
microscópicos en biopsias randomizadas de peritoneo aparentemente normal (Murphy 
AA y col, 1986; Redwine DB y col, 2003). 

 
Existen mecanismos celulares y humorales responsables de mantener la 

homeostasis del ambiente peritoneal. Los macrófagos constituyen el 85% de las células 
del líquido peritoneal (Martínez-Román S y col, 1997). Su número y nivel de 
activación varía a lo largo del ciclo menstrual, con un máximo en el periodo 
postmenstrual con el fin de eliminar de la cavidad peritoneal los restos endometriales, 
espermatozoides y células foliculares. En las mujeres con endometriosis los 
macrófagos están aumentados en número (Martínez-Román S y col, 1997) y tienen un 
nivel mayor de activación (Hill JA y col, 1988; Raiter-Tenenbaum A y col, 1998). Por 
otro lado, las células NK del líquido peritoneal participan en la purificación de la 
cavidad peritoneal gracias a su actividad citotóxica sobre células extrañas (Ho HN y 
col, 1995; Iswasaki KI y col, 1993). Además, la citotoxicidad de células NK 
circulantes y peritoneales está reducida en mujeres con endometriosis, a pesar de que el 
número de las mismas es normal (Oosterlynck KJ y col, 1992 y 1994a).  
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          1. 1. 2.  EPIDEMIOLOGÍA 
 

 La endometriosis es una enfermedad frecuente en nuestro medio en la que 
influyen factores personales y demográficos que es necesario conocer. Su prevalencia 
en mujeres asintomáticas sometidas a esterilización tubárica es alrededor del 4% 
(Strathy JH y col, 1982; Mahmood TA y col, 1991; Sangi-Haghpeykar H y col, 1995). 
En el 15% de las mujeres con esterilidad primaria se diagnostica endometriosis 
(Cramer DW y col, 1986), mientras que en las mujeres con dolor pélvico la prevalencia 
de la misma varía de un 5 a un 20% (Duignan NH y col, 1972; Hasson HM, 1976; 
Kleppinger RK, 1976). Las adolescentes con dismenorrea severa o dolor pélvico 
constituyen un grupo de pacientes con una alta probabilidad de padecer endometriosis, 
ya que en ellas se ha cifrado una prevalencia de la enfermedad de hasta el 50% 
(Bullock JL y col, 1974; Goldstein DP y col, 1980; Eskenazi B y Warner M, 1997). 
 
 La edad es un factor determinante de la aparición de la enfermedad. La 
endometriosis se correlaciona con el periodo de actividad sexual, con un pico de 
presentación alrededor de los 40 años. Este hecho apoya la implicación patogénica del 
ambiente estrogénico en el desarrollo de esta enfermedad. Dos estudios clínicos 
sugieren diferencias en la distribución étnica de esta enfermedad y apuntan que en 
comparación con las mujeres de raza blanca, las mujeres de raza negra tienen un riesgo 
incrementado, mientras que las de raza oriental lo tienen disminuido (Hasson HM, 
1976; Sangi-Haghpeykar H y col, 1995). La dismenorrea está fuertemente asociada 
con el riesgo de endometriosis, pero se ha interpretado frecuentemente tan sólo como 
un síntoma de la enfermedad (Cramer DW y col, 1986; Signorello LB y col, 1997; 
Darrow SL y col, 1993). Otros factores de riesgo relacionados con el ciclo menstrual 
son la edad precoz de la menarquia y la duración corta del ciclo (Signorello LB y col, 
1997; Parazzini F y col, 1995; Moen MH y col, 1997; Arumungan K y col, 1997).  
 
 Existen factores constitucionales y genéticos relacionados con la endometriosis. 
Se han encontrado relaciones inversas con el peso y el índice de masa corporal y un 
incremento de riesgo con la altura (Signorello LB y col, 1997; Darrow SL y col, 1993). 
Esto podría explicarse por el hecho de que las mujeres más altas tienen un nivel de 
estradiol mayor en la fase folicular (Dorgan JF y col, 1995). Por otro lado, el ejercicio 
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regular, capaz de reducir los niveles de estrógenos (Baker ER y col, 1981), se ha 
asociado con un riesgo menor de endometriosis (Cramer DW y col, 1986; Darrow SL y 
col, 1993; Moen MH y col, 1997). Por último, existen factores genéticos implicados en 
la patogenia de esta enfermedad (Stefanson H y col, 2002). Así, las mujeres con 
endometriosis tienen una mayor probabilidad de tener una madre o una hermana con la 
enfermedad (Coxhead D y Thomas EJ, 1993; Moen MH y Magnus P, 1993) y además 
existe una concordancia de esta enfermedad entre gemelos monocigóticos       
(Hadfield RM y col, 1997). 
  
 1. 1. 3. ASPECTOS CLÍNICOS 
 
          La localización habitual de la endometriosis es la pelvis, en especial los 
ovarios y las áreas cercanas que están cubiertas por peritoneo, como es el caso del 
fondo de saco de Douglas, el ligamento ancho y los ligamentos uterosacros    
(Figura 1. 3). No obstante, se ha evidenciado la presencia de implantes 
endometriósicos a distancia, por lo que es necesario definir la extensión de la 
enfermedad y disponer de un sistema de clasificación de la misma adecuado. 
 

PARED 
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VAGINA

TROMPA DE FALOPIO

OVARIO

DOUGLAS 
UTEROSACROS

PARED 
UTERINA

VAGINA

TROMPA DE FALOPIO
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DOUGLAS 
UTEROSACROS

 
Figura 1. 3. Localización de la endometriosis. La endometriosis se localiza en las regiones cercanas a las 
fimbrias de ambas trompas de Falopio, situación clínica que refuerza la teoría de la menstruación 
retrógrada como factor determinante en la patogenia de la enfermedad (Healthsquare Website, 1997). 
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 Los síntomas más frecuentes de la endometriosis son la dismenorrea, la 
dispareunia, el dolor pélvico crónico y la esterilidad. La dismenorrea asociada a la 
endometriosis avanzada responde mal a los agentes antinflamatorios no esteroideos 
y a los anticonceptivos orales. El dolor pélvico puede predominar al principio de la 
menstruación o convertirse en crónico y extenderse a lo largo de todo el ciclo, por lo 
que en ocasiones resulta invalidante. Cuando existe afectación de los ligamentos 
uterosacros o del tabique rectovaginal, el dolor se localiza a nivel rectal o lumbar, y 
puede incluso irradiar al miembro inferior. 
  
 Asimismo, la dispareunia está frecuentemente asociada con la afectación 
rectovaginal o de los ligamentos uterosacros. También se presenta cuando existe 
fijación del útero o los ovarios por adherencias, en especial si coexiste un 
endometrioma. Sin embargo, otros autores han relacionado el dolor pélvico con la 
presencia de endometriosis profunda infiltrante, independientemente de la presencia 
de endometriomas o adherencias (Balasch J y col, 1996; Konickx PR y col, 1996). 
Es importante comprender el amplio espectro clínico de esta enfermedad para poder 
interpretar los estudios sobre su fisiopatología.  
 
 La esterilidad se ha asociado durante mucho tiempo a la endometriosis, 
siendo su prevalencia en presencia de esta enfermedad diez veces superior que en la 
población general (Strathy JH y col, 1982; Simón C y col, 1994; Arici A y col, 
1996; Berubes y col, 1998; Pellicer A y col, 2001; Navarro J y col, 2003). La 
endometriosis es claramente responsable de la esterilidad cuando se acompaña de 
obstáculos anatómicos para la captación ovocitaria por el pabellón tubárico. Esto es 
evidente en los casos de endometriosis avanzada, donde se producen adherencias y 
lesiones fibrosas que distorsionan la anatomía de los órganos vecinos y alteran la 
función reproductiva (García CR y col, 1977; Ruiz Navas MT y col, 1986; Matorras 
RF y col, 1995). También los quistes endometriósicos pueden ser responsables de la 
esterilidad, debido a la reducción de la producción ovocitaria y la producción de 
adherencias tras su ruptura espontánea. En estos casos, el tratamiento médico es 
ineficaz y es necesario realizar una cirugía conservadora y reconstructora de la 
anatomía pélvica distorsionada. 
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 La endometriosis es una enfermedad compleja, ya que las localizaciones 
ectópicas pueden ser múltiples y de aspecto variable. Es importante disponer de una 
clasificación simple y de carácter descriptivo, que permita comparar los resultados 
entre los diferentes estudios. Se han propuesto numerosas clasificaciones que no 
cumplían estos criterios (Wicks MJ y Larson CP, 1949; Huffman JW, 1951; Acosta 
AA y col, 1973; Kistner RW, 1977). Actualmente la más utilizada es la clasificación 
revisada de la American Fertility Society (AFSr). Se basa en la descripción de la 
localización y la extensión de las lesiones evidenciadas durante el examen 
laparoscópico o laparotómico (AFS, 1979 y 1985; AFSr, 1997). Propone una 
exhaustiva clasificación en estadios según un sistema de puntuación: estadio I, 
endometriosis mínima (1 a 5 puntos); estadio II, leve (6 a 15 puntos); estadio III, 
moderada (16 a 40 puntos); estadio IV, severa (más de 40 puntos) (Figura 1. 4).  
 
 El diagnóstico de la endometriosis puede hacerse teóricamente de cuatro 
formas: 1) diagnóstico clínico basado en la historia, el examen físico y las técnicas 
de imagen no invasivas; 2) visualización directa de las lesiones endometriósicas; 3) 
confirmación histopatológica de una biopsia quirúrgica de las lesiones sospechosas; 
y 4) cuantificación de marcadores bioquímicos, como el CA-125. El diagnóstico 
clínico y bioquímico de la endometriosis tiene un bajo valor predictivo positivo y ha 
sido cuestionado por numerosos autores (Hornstein MD y col, 1992; Pittaway DE y 
Fayez JA, 1986). El análisis histopatológico de las biopsias es la única herramienta 
útil para el diagnóstico definitivo de la enfermedad, aunque no siempre es posible 
obtener suficiente material para el estudio, particularmente en las formas de 
afectación mínima. Los criterios histológicos para el diagnóstico de endometriosis 
incluyen la presencia de uno de los siguientes componentes: 1) glándulas 
endometriales y estroma; 2) epitelio glandular con hemosiderina, o 3) tejido 
estromal con hemosiderina. La ecografía permite identificar únicamente los quistes 
endometriósicos, aunque existen falsos positivos con otras patologías quísticas de 
los anexos. Actualmente se considera que el diagnóstico de endometriosis debe 
hacerse mediante visualización directa de las lesiones endometriósicas durante la 
cirugía laparoscópica o laparotómica (Petit Cabello J y col 1986; Strippling MC y 
col, 1988; Martin DC y col, 1993; Ueki M y col, 1995). 
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 Aunque la endometriosis es una enfermedad benigna posee un 
comportamiento en muchos aspectos similar al cáncer. De manera análoga a la 
progresión tumoral, se produce un proceso de implantación e invasión de tejidos 
sanos previa destrucción de la matriz extracelular, en la que puede estar implicado el 
sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. 4. Clasificación revisada de la American Fertility Society (AFSr) para la endometriosis. El 
sistema de clasificación de la Sociedad Americana de Fertilidad (1985), se basa en el aspecto, tamaño y 
profundidad de los implantes peritoneales y ováricos, en  la presencia, la extensión y el tipo de adherencias 
de los anexos, y en el grado de obliteración del fondo de saco de Douglas. 
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1. 2. ENDOMETRIOSIS Y SISTEMA FIBRINOLÍTICO  
 

1. 2. 1. ASPECTOS GENERALES DE LA FIBRINOLISIS 
 
 El término fibrinolisis fue introducido hace más de un siglo por Dastre para 
describir la disolución espontánea de coágulos sanguíneos (Dastre, 1893). A pesar del 
tiempo transcurrido desde entonces podemos decir que esta definición de la fibrinolisis, 
como el conjunto de mecanismos encargados de deshacer el coágulo de fibrina una vez 
formado, sigue siendo precisa. Sin embargo, el sistema fibrinolítico está involucrado 
también en diversos procesos biológicos tan importantes como la reproducción 
humana, la regeneración tisular, la invasión tumoral y la endometriosis (Parrilla JJ y 
col, 1975 a y b; Tomás Martínez JF y col, 1991; Ny T y col, 1993; Pepper MS y col, 
1993; Castelló R y col, 2002; Gilabert-Estellés J y col, 2003). 
 
 El funcionamiento del sistema fibrinolítico tiene como base la conversión de una 
proenzima, el plasminógeno, en su enzima proteolíticamente activa, la plasmina, capaz 
de degradar el coágulo de fibrina (Collen D y Lijnen HR, 1991; Lijnen HR y Collen D, 
1993) (Figura 1. 5). La transformación del plasminógeno en plasmina activa se 
produce mediante la acción proteolítica de dos enzimas, denominados respectivamente 
activador tisular del plasminógeno (tPA) y activador del plasminógeno de tipo 
uroquinasa (uPA). Como en cualquier proceso biológico regulado, a esta tendencia 
profibrinolítica se opone una actividad antifibrinolítica, de tal modo que sólo un 
adecuado equilibrio entre ambas fuerzas dará lugar a un correcto funcionamiento del 
sistema global. Esta tendencia antifibrinolítica está mediada por la acción de los 
inhibidores naturales de los activadores del plasminógeno. Estos inhibidores se 
denominan inhibidor del activador del plasminógeno de tipo 1 o de tipo endotelial 
(PAI-1), e inhibidor del activador del plasminógeno de tipo 2 o placentario (PAI-2). 
Existe un tercer inhibidor de los activadores del plasminógeno denominado 
inicialmente PAI-3 y que más tarde fue identificado como uno de los inhibidores de la 
proteína C activada (PCI) (Heeb MJ y col, 1987; España F y col, 1989b). Dicho 
inhibidor es capaz de inhibir a la uPA y al tPA de dos cadenas pero, aunque su 
concentración plasmática es superior a la de los otros PAIs, su actividad inhibitoria a 
nivel fibrinolítico es menor (Stump DC y col, 1986 a y b; España F y col, 1993a). 
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 La actividad proteolítica de la plasmina formada mediante el proceso de 
activación del plasminógeno está además regulada por la acción de la α2-antiplasmina, 
su principal inhibidor fisiológico y, en menor medida, por la α2-macroglobulina. Todos 
estos factores son determinantes del proceso de fibrinolisis, de tal modo que una 
correcta hemostasia dependerá del balance de fuerzas entre todas estas tendencias 
opuestas. Además de su función fibrinolítica a nivel plasmático, la plasmina tiene una 
importante función proteolítica a nivel tisular. Interviene en procesos de proliferación y 
adhesión celular, posee actividad proteolítica sobre la matriz extracelular y regula la 
activación de factores de crecimiento y metaloproteasas. También interviene en 
procesos fisiológicos como la menstruación, la ovulación y la implantación 
embrionaria (Sappino AP y col, 1989; Liu YX, 1999) y en situaciones patológicas 
como la endometriosis (Bruse C y col, 1998; Gilabert-Estellés J y col, 2003) o el 
cáncer (Dano K y col, 1985; Castelló R y col, 2002 ). 

 

  
 

scu-PA 

HMW uPA 

PAI-1
PAI-2
PAI-3

tPA 

PAI-1 
PAI-2 
PAI-3 

LMW u-PA

• Proteolisis matriz extracelular  

• Activación factores de crecimiento 

• Proliferación y adhesión celular 

•Activación de MMPs 

• Otros procesos fisiológicos 
α2-Antiplasmina 
α2-Macroglobulina 

Figura 1. 5. Esquema simplificado del funcionamiento del sistema fibrinolítico. tPA: activador tisular del 
plasminógo; uPA: activador del plasminógeno tipo uroquinasa; scu-PA: activador de uPA de una cadena; 
HMW uPA: activador de uPA de alto peso molecular; LMW uPA: activador de uPA de bajo peso 
molecular; PAI: inhibidor del activador del plasminógeno; PDF: productos de degradación de la fibrina. 
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 1. 2. 2. PLASMINÓGENO Y PLASMINA 
 
 El plasminógeno es una glicoproteína sintetizada fundamentalmente en el hígado, 
aunque también se han descrito otros lugares de síntesis como los eosinófilos o las 
células renales. Los niveles de plasminógeno en el plasma son relativamente 
constantes. Las concentraciones plasmáticas del plasminógeno no varían 
excesivamente con la edad ni con el sexo. Sin embargo, se han descrito 
hipoplasminogenemias o displasminogenemias congénitas como causa de  
tromboembolismo venoso (Robbins KC, 1992;  Estellés A y Gilabert J, 1992;       
Aznar J y col, 1994b). 
 
 La plasmina es la forma enzimáticamente activa del plasminógeno, que tiene 
como sustrato más específico la fibrina y el fibrinógeno. La plasmina se une a la α2-
antiplasmina por los lugares de unión a la lisina (LBS) y por el centro activo. Por ello, 
cuando la plasmina está unida a la fibrina no se inactiva y actúa como un eficaz 
fibrinolítico. También a través de los LBS el plasminógeno y la plasmina son capaces 
de interactuar con los receptores del plasminógeno que existen en la superficie de la 
célula endotelial y de otras células (Plow EF y col, 1991). Estos receptores modulan el 
proceso de fibrinolisis y en particular los procesos proteolíticos relacionados con la 
migración celular que tienen lugar en la superficie celular. Cuando la plasmina actúa 
sobre el fibrinógeno o fibrina da lugar a los llamados productos de degradación del 
fibrinógeno y la fibrina.  
 
 La plasmina ejerce su acción enzimática a nivel tisular de forma directa, 
mediante la proteolisis de diversos componentes de la matriz extracelular.     
Asimismo, regula los niveles de las metaloproteasas de la matriz extracelular, ya que 
produce una activación de los zimógenos inactivos y además posee una acción 
proteolítica sobre los inhibidores tisulares de las metaloproteasas (Figura 1. 6).         
Por otra parte, la plasmina produce directamente una degradación enzimática de 
diversas glicoproteínas de la matriz extracelular, lo que contribuye al proceso de 
remodelado tisular y al acceso de las metaloproteasas al colágeno sobre el que 
ejercerán su acción (Vassalli JD y col, 1991). 
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 La plasmina es capaz de degradar directamente los componentes principales de la 
membrana basal y de la matriz extracelular, y de forma indirecta mediante la activación 
de las metaloproteasas matriciales, encargadas de degradar los componentes resistentes 
a la plasmina (Saksela O y Rifkin DB, 1990; Vassalli JD y col, 1991). Además, junto 
al activador del plasminógeno tipo uroquinasa (uPA), la plasmina posee capacidad de 
activar y liberar factores de crecimiento unidos a la matriz extracelular o a la superficie 
celular. Se ha descrito que la unión de la uPA a su receptor (uPAR), no sólo activa al 
plasminógeno, sino que también desencadena una cascada de señales celulares que 
regulan los procesos de migración celular en condiciones fisiológicas y patológicas, 
como es el caso de la angiogénesis, la implantación embrionaria, la reacción 
inflamatoria, la cicatrización cutánea y la implantación de metástasis tumorales 
(Carmeliet P y col, 1994; Andreasen PA y col, 1997; Mazar AP, 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. 6. Interrelación entre el sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas (MMPs).                        
La plasmina ejerce su acción proteolítica sobre la matriz extracelular tras su activación por la uPA, de 
forma directa o indirectamente por aumentar los niveles de MMPs, facilitando así su acceso al colágeno de 
la MEC. uPA: activador del plasminógeno tipo uroquinasa; TIMPs: inhibidores tisulares de las MMPs; 
MEC: matriz extracelular (Mignati P y Rifkin DB, 1993). 
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 1. 2. 3. ACTIVADORES FIBRINOLÍTICOS 
 
          1. 2. 3. 1.  Activador tisular del plasminógeno (tPA) 
 
 El tPA es una serín-proteasa que se sintetiza fundamentalmente en las células 
endoteliales y está presente en el plasma (Figura 1. 7). En su mayor parte se puede 
encontrar formando complejos con el PAI-1 y sólo alrededor del 5% se puede detectar 
en forma libre en el plasma. Una de las características más interesantes del mecanismo 
de acción del tPA es su débil actividad enzimática en un sistema purificado. Sin 
embargo, esta actividad aumenta espectacularmente en presencia de fibrina o de 
fragmentos de ésta (Bachmann F y Kruithof EK, 1984). Esto es debido a que la fibrina 
promueve la interacción del tPA con su sustrato mediante el aumento de la 
concentración local de plasminógeno. La gran afinidad del tPA por el plasminógeno en 
presencia de fibrina da como resultado una eficiente activación del plasminógeno en la 
zona del coágulo, mientras que la activación en el plasma circulante permanece muy 
reducida. La función de este potente activador del plasminógeno es determinante en el 
proceso de fibrinolisis a nivel endotelial, siendo su actividad proteolítica tisular de 
menor importancia que el activador del plasminógeno tipo uroquinasa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 1. 7. Modelo estructural de la conformación de la molécula de tPA. Las flechas indican 
regiones de β–hoja, mientras que las espirales indican dominios de α -hélice (Agnelli G , 1993) 
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          1. 2. 3. 2.  Activador del plasminógeno tipo uroquinasa (uPA) 
 
 La uPA es una serín-proteasa de tipo tripsina, aislada inicialmente de la orina 
humana en forma de doble cadena (tcu-PA). Sin embargo, la uPA se sintetiza 
inicialmente como una molécula de una sóla cadena polipeptídica (scu-PA)      
(Holmes WE y col, 1985). Tras una digestión parcial por parte de la plasmina o la 
kalikreína, la molécula se convierte en la forma de doble cadena denominada también 
uroquinasa de alto peso molecular (HMW-uPA). La scu-PA actúa directamente sobre 
el plasminógeno generando plasmina. A continuación, la plasmina convierte la scu-PA 
en tcu-PA, y ésta dirige finalmente la rápida activación del plasminógeno. En otros 
experimentos de activación del plasminógeno, en presencia de PAI-1, se puede 
concluir que la actividad de la scu-PA es tan sólo de un 0,1% en relación a la expresada 
por la tcu-PA (Orfeo T y col, 1990). Por otro lado, la tcu-PA no tiene especificidad por 
la fibrina y activa el plasminógeno libre o unido a fibrina indiscriminadamente, a 
diferencia de la scu-PA tiene una marcada especificidad por la fibrina. 
 
 La uPA fue descrita inicialmente en cultivos de células de carcinoma ovárico 
(Astedt B y Holmberg L, 1976) y, posteriormente, se evidenció también su producción 
por la mayor parte de tumores malignos (Dano K y col, 1985; Laiho M y Keski-Oja J, 
1989; Casslen B y Astedt B, 1995; Andreasen PA y col, 1997). Mientras que la 
activación del tPA es importante para el proceso de fibrinolisis, la uPA modula el 
proceso proteolítico pericelular de la matriz extracelular. La vía de la uPA juega, en 
general, un papel importante en la fisiología uterina (Littlefield BA, 1991) y, más 
concretamente, en el inicio de la menstruación (Tabibzadeh S, 1996). La expresión de 
uPA está regulada por mecanismos paracrinos y factores esteroideos (Casslen B y col, 
1992; Schatz y Lockwood, 1993). La uPA puede ser inactivada por progesterona en 
cultivos de células endometriales estromales debido a un aumento de la expresión de 
PAI-1 y de uPA-R en la superficie celular (Casslen B y col, 1995b). 
 
 A nivel celular, la uPA se une específicamente a su receptor (uPAR) expresado 
en diferentes tipos celulares (Figura 1. 8) (Behrendt N y col, 1990). Este receptor de 
superficie parece jugar un papel central en la regulación de la proteolisis extracelular. 
Recientemente, se ha descrito una forma soluble del uPAR, denominada su-PAR, 
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codificada por el mismo gen que el receptor de superficie (Pyke y col, 1993; Mizukami 
y col, 1995). La unión de la uPA a uPAR, está implicada en diferentes procesos 
biológicos, como la migración celular, la regeneración tisular y el proceso de invasión 
tumoral. Además el uPAR podría actuar como receptor de la matriz extracelular 
durante el proceso de adhesión celular (Chintala SK y col, 1997). Por otra parte, la 
sobreexpresión de uPAR incrementa considerablemente la capacidad invasiva de las 
células tumorales, como se ha evidenciado para el cáncer de mama (Bianchi E y col, 
1994; Duggan C y col, 1995). Los complejos uPA:uPAR son susceptibles de inhibición 
por los PAIs, lo que podría jugar un papel importante en el control de la activación del 
plasminógeno a nivel tisular y la proteolisis de la matriz extracelular. Estudios 
recientes indican que el su-PAR puede incrementar la disponibilidad local de uPA 
debido al enlentecimiento de la inhibición por PAI-1 y a la disminución de su 
aclaramiento (Al Roof Higazi y col, 1996). 
 
 

 
 
Figura 1. 8. Modelo de unión de uPA a su receptor (uPAR). El receptor de uPA, uPAR, está anclado a la 
superficie de las células endometriales. La molécula de uPA es secretada y se une con gran afinidad y 
especificidad al uPAR. Esta unión activa la uPA limitando la actividad proteolítica en la superficie 
celular. Los componentes de la matriz extracelular son degradados por la plasmina, facilitando la 
migración celular y la angiogénesis. La vitronectina interacciona con el uPAR desencadenando una 
activación de la cascada de señal intracelular (Wilex AG, 2003; Seiffert D y col, 1991). MEC: matriz 
extracelular. 
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 La generación controlada de plasmina unida a la superficie de las células puede 
modular su capacidad de migración e invasión de tejidos al regular las interacciones 
entre las células, la membrana basal y la matriz extracelular (Roldan AL y col, 1990). 
La cascada proteolítica dependiente de uPA regula la adhesión y migración celular y 
está envuelta en los mecanismos de proliferación celular y recambio tisular           
(Dano K y col, 1985; Casslen B y col, 1995b). Además la uPA es capaz de degradar la 
matriz extracelular en ausencia de plaminógeno (Laiho M y Keski-Oja J, 1989).       
Por otra parte, se ha descrito una asociación de uPA a nivel de la membrana basal de la 
glándula endometrial en relación con la hiperplasia y el adenocarcinoma de endometrio 
(Soszka T y Olsewski K, 1986; Bulleti C y col, 1991) y con el cáncer de ovario 
(Casslen B y col, 1995a). 
 
 

 
 
Figura 1. 9. Modelo estructural de la conformación de la molécula de la uPA. Las flechas indican 
regiones de β–hoja, mientras que las espirales indican dominios de α -hélice (Agnelli G , 1993) 
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 1. 2. 4. INHIBIDORES FIBRINOLÍTICOS 
 
 Se han descrito diversas proteínas con actividad inhibitoria sobre la activación 
del plasminógeno, a las que se les ha denominado inhibidores de los activadores del 
plasminógeno o PAIs. Estos son el PAI-1 o endotelial (Loskutoff DJ y col, 1983; Van 
Meijer M y Pannekoek H, 1995) y el PAI-2 o placentario (Bachmann F, 1995), ambos 
de la familia de las serpinas, y el PAI-3, idéntico al inhibidor de la proteína C     
(Suzuki O y col, 1983; España F y col, 1989a). 
 
 La mayoría de estos inhibidores fibrinolíticos pertenecen a la familia de las 
serpinas. Las serpinas son proteínas de una alta homología derivadas de un gen 
ancestral común de hace 500 millones de años (Travis J y Salvesen GS, 1983; Huber R 
y Carrell RW, 1989). Las serpinas mejor estudiadas son aquellas que se encuentran en 
el plasma humano, donde actúan como inhibidores de las serín-proteasas para 
intervenir en los procesos de coagulación, fibrinolisis, inmunidad e inflamación. 
  
           1. 2. 4. 1.  Inhibidor del activador del plasminógeno de tipo 1  (PAI-1) 
 
 La estructura del PAI-1 humano ha sido ampliamente estudiada (Figura 1. 10). 
Se trata de una glicoproteína de cadena única sintetizada y secretada por una gran 
variedad de tipos celulares en cultivo (Loskutoff DJ y col, 1988), incluyendo las 
células endoteliales (Loskutoff DJ y col, 1983). Estudios de homología demuestran que 
el PAI-1 forma parte de la superfamilia de los inhibidores de las serín-proteasas o 
serpinas. El PAI-1 es una proteína relativamente termoestable cuando se encuentra 
depositada sobre la matriz subendotelial (Mimuro J y col,1987). La principal causa de 
este incremento de estabilidad es la presencia en la matriz subendotelial de una 
glicoproteína, la vitronectina, la cual es capaz de unir PAI-1, estabilizándolo      
(Tucker HM y col, 1995). 
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 El PAI-1 es capaz también de inhibir a la trombina en presencia de heparina de 
alto peso molecular (Ehrlich HJ y col, 1991). Parece que la significación de la 
inhibición de la trombina por parte del PAI-1, en presencia de heparina de alto peso 
molecular y de vitronectina, debe ser importante para la regulación de procesos 
proteolíticos de la matriz extracelular. 
 
 La sangre contiene dos grandes reservorios de PAI-1 (Erickson LA y col, 1984; 
Sprengers ED y col, 1986). Las plaquetas constituyen la principal reserva de PAI-1, 
conteniendo de 4000 a 8000 moléculas por célula (100-200 ng/ml de sangre)      
(Kruithof EK y col, 1986), mientras que una parte menor está presente en el plasma 
(alrededor de 10 ng/ml). 
 
 El PAI-1 se ha considerado como el principal regulador de la fibrinolisis in vivo 
(Loskutoff DJ y col, 1988 y 1991). Se han observado con frecuencia niveles 
anormalmente elevados de PAI-1 en condiciones en las que el riesgo trombótico está 
aumentado, como la gestación (Kruithof EK y col, 1987; Estellés A y col, 1989a; 
Estellés A y col, 1990; Estellés A y col, 1994; Vicente V y col, 1994) y en ciertas 
complicaciones obstétricas como la preeclampsia (Estellés A y col, 1987, 1989a, 1991 
y 1996; Gilabert J y col, 1995a y b). También se detecta un aumento de sus niveles en 
el plasma de pacientes con trombosis venosa profunda (Juhan-Vague I y col, 1987; 
Tabernero MD y col, 1989) y en pacientes con infarto de miocardio (Estellés A y col, 
1985 y 1989b; Almer L y col, 1987; Aznar J y col, 1988 y 1994a). 
 
 La actividad fibrinolítica en el tejido endometrial humano es esencial en el 
proceso de regeneración tisular durante la menstruación (Parrilla JJ y col, 1972). La 
actividad plasmínica, regulada por el nivel de inhibidores, determinará la proteolisis de 
las proteínas de la matriz extracelular, la activación de procolagenasas, y la 
degradación de diversos componentes de la membrana basal. La progesterona produce 
una disminución de la actividad fibrinolítica del endometrio mediante el estímulo de la 
degradación de uPA y el aumento de PAI-1 y uPAR (Casslen B y col, 1995b).  
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Figura 1. 10. Modelo estructural de la conformación de la molécula del PAI-1 en estado latente.            
Las flechas indican regiones de β-hoja mientras que las espirales indican dominios de α-hélice               
(Tucker HM y col, 1995). 
 
 Por último, hay que citar la implicación del PAI-1 en los procesos 
tumorales(Jankun J ycol, 1993; Harbeck N y col, 201; Palmieri D y col, 2002). En este 
sentido, es importante resaltar el papel que actualmente se le concede a la uPA y a su 
receptor, uPAR, en los procesos de migración y degradación proteolítica de la matriz 
extracelular durante el desarrollo de las metástasis. A pesar de no conocerse en detalle 
el significado de este hecho, los niveles de PAI-1 y uPA son considerados importantes 
parámetros pronósticos y pueden tener una creciente importancia terapéutica en 
algunos tipos de cáncer (Ruiz MA y col, 1989; Janicke F y col, 1993). 
   
           1. 2. 4. 2.  Inhibidor del activador del plasminógeno de tipo 2  (PAI-2) 
 
 El PAI-2 fue descubierto en la placenta humana a finales de los años 60 al 
purificar una fracción proteica que poseía la capacidad de inhibir a la uPA. 
Posteriormente se detectó su presencia en monocitos y macrófagos (Golder JP y col, 
1983) y comenzó a conocerse su secuencia aminoácida (Kruithof EK y col, 1986). La 
homología de secuencia con muchas otras serpinas reveló que este inhibidor del 
activador del plasminógeno pertenecía a esta superfamilia (Figura 1. 11).  
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Figura 1. 11.  Modelo estructural de la conformación de la molécula del PAI-2 en estado latente.       Las 
flechas indican regiones de β-hoja mientras que las espirales indican dominios de α-hélice           
(Bachmann F, 1995). 
 
 
 El PAI-2 es capaz de inhibir al tPA y a la uPA de la misma manera que hace el 
PAI-1. Sin embargo, no se han detectado complejos tPA:PAI-2 en plasma, ni siquiera 
durante la gestación, cuando la concentración de PAI-2 supera a la de PAI-1     
(Estellés A y col, 1989a; Kruithof EK, 1995). Por ello, la función fisiológica del PAI-2 
sigue siendo tema de controversia. 
 
 El PAI-2 se sintetiza en monocitos, macrófagos y en el tejido placentario, de tal 
modo que, bajo condiciones fisiológicas normales, resulta indetectable su presencia en 
plasma en mujeres no gestantes. Esto hace pensar que su participación en la hemostasia 
debe circunscribirse a procesos muy concretos, como puede ser el caso de la gestación. 
Además, la concentración de PAI-2 en el plasma de la mujer gestante se correlaciona 
con la edad gestacional, lo cual parece lógico, ya que la placenta es la principal fuente 
de producción de PAI-2 (Andrés C y col, 1989). En principio puede pensarse que la 
función que desempeña es contribuir, junto con el PAI-1, a mantener el estado 
hipofibrinolítico propio del embarazo. 
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 Más complicado resulta esbozar una hipótesis sobre la función de la fracción de 
PAI-2 intracelular, fracción que es además mayoritaria y que no parece destinada a 
liberarse tras un proceso de acumulación. Se ha sugerido que el PAI-2 intracelular 
podría tener una función citoprotectora. Apoyan esta idea experimentos con células 
sometidas a transfección, que expresaban grandes cantidades de PAI-2 y además eran 
resistentes a la citolisis inducida por el factor de necrosis tumoral (TNF) (Kumar S y 
Baglioni C, 1991). Los bajos niveles de PAI-2 detectados en el retraso de crecimiento 
intrauterino suponen una reducción de su papel citoprotector, y podrían contribuir a la 
reducción del transporte de nutrientes hacia el feto (Grancha S y col, 1996). 
 
 En síntesis, el papel del PAI-2 se ha relacionado con la protección celular frente a 
procesos proteolíticos relacionados con la muerte celular programada o apoptosis. 
Queda por determinar su función en compartimentos como el peritoneal, donde existe 
un considerable componente celular monocitario con capacidad para sintetizar PAI-2.  
 
           1. 2. 4. 3.  Inhibidor del activador del plasminógeno tipo 3 (PAI-3) 
 
 El PAI-3 se identificó en el plasma y la orina humana como una glicoproteína 
que inhibía a la uPA (Stump DC y col, 1986a). Tras comprobar que era inmunológica 
y funcionalmente idéntica a uno de los inhibidores de la proteína C activada (PCI), fue 
inicialmente caracterizada por Suzuki y col (1983) y posteriormente completada por 
Heeb y col (1987) y España y col (1989 a, b y c). 
  
 Estudios in vivo, han encontrado complejos de PAI-3 con uPA y tPA en orina y 
semen (España F y col, 1991, 1993a y 1999), y durante la terapéutica trombolítica con 
uPA (Geiger M y col, 1989) y tPA (España F y col, 1993b) también en pacientes con 
infarto de miocardio. Se han descrito niveles reducidos de PAI-3 en la enfermedad 
hepática, coagulación intravascular diseminada, así como en pacientes anticoagulados 
con heparina (Tabernero MD y col, 1990). A pesar de que la concentración plasmática 
de PAI-3 es considerablemente mayor que la de otros PAIs, su actividad inhibitoria 
sobre el sistema fibrinolítico en plasma es inferior. Sin embargo, la posible implicación 
de este inhibidor en el remodelado de la matriz extracelular o en los procesos de 
invasión tisular no ha sido todavía objeto de estudio. 
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 1. 2. 5. CAMBIOS FIBRINOLÍTICOS EN LA ENDOMETRIOSIS 
 

1. 2. 5. 1.  Tejido endometrial eutópico  
 
 El endometrio humano es un tejido dinámico que sufre modificaciones 
periódicas durante el ciclo menstrual. Este tejido responde cíclicamente al estímulo 
estrogénico con una proliferación y al estímulo de progesterona con una 
diferenciación. Estos cambios ocurren también en el endometrio de localización 
eutópica intrauterina de las mujeres con endometriosis. La progesterona, además de 
inducir una diferenciación, inhibe la proliferación endometrial dependiente de 
estrógeno (Kirkland J y col, 1992). La estimulación in vitro de las células estromales 
con progesterona reduce la liberación y la activación de las metaloproteasas 
matriciales (Marbaix E y col, 1992) y aumenta la síntesis de componentes como el 
colágeno, la laminina, y la fibronectina (Farrar J y Carson D, 1992; Zhu H y col, 
1992). Por todo ello, debido a una combinación de síntesis aumentada y degradación 
disminuida., la matriz extracelular en la fase secretora se consolida. 
 

Se han descrito modificaciones en la expresión de uPA en función de la fase 
del ciclo menstrual, en particular, un aumento de la actividad fibrinolítica durante la 
menstruación (Casslen B y col, 1983; 1986; 1992 a y b). Posteriormente este hecho 
se ha comprobado tanto en el endometrio eutópico como en el tejido endometriósico 
de las mujeres afectas de endometriosis (Kobayashi H, 2000).  

 
 El sistema fibrinolítico sufre variaciones en función de estado hormonal de la 
paciente, por lo que cualquier tratamiento con esteroides debe ser tomado en 
consideración. El tratamiento con estradiol y progesterona en cultivos de células 
estromales endometriales aumenta el número de receptores celulares de superficie 
para la uPA (Casslen B y col, 1995b; Marbaix E y col, 1996). Además, la 
progesterona induce un aumento de la liberación de PAI-1 lo que determina la 
formación de una mayor cantidad de complejos uPA:PAI-1. La eliminación y 
degradación de estos complejos de la superficie celular es más eficiente que la de la 
uPA libre. La combinación de un mayor número de receptores de superficie y la 
disminución de la uPA libre podría explicar la reducción de la actividad plasmínica 
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en un ambiente con influjo estroprogestativo. Aunque el PAI-1 es también inhibidor 
del tPA, la concentración de este último no sufre las variaciones evidenciadas para la 
uPA por la acción de la progesterona. A pesar de esto, se ha comprobado que los 
niveles de tPA aumentan premenstrualmente, posiblemente en relación con el 
aclaramiento de la fibrina formada (Rybo G, 1966; Casslen B y col, 1981; Koh SC y 
col, 1992). 
  
 Los factores de crecimiento y las citoquinas pueden modular la concentración 
de los activadores e inhibidores del plasminógeno (Laiho M y col, 1989). El factor 
de crecimiento epidérmico (EGF) aumenta la concentración de uPA (Niedbala MJ y 
col, 1989), mientras que el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β ) 
aumenta la concentración de PAI-1 y produce un efecto inhibidor del crecimiento de 
las células epiteliales (Laiho M y col, 1989). Sin embargo, a pesar de los múltiples 
mecanismos de regulación paracrina de la actividad plasmínica, los determinantes 
finales de dicha actividad son los activadores e inhibidores de activadores del 
plasminógeno. Los activadores del plasminógeno se encuentran dentro del endometrio 
en localizaciones más específicas que el plasminógeno. Se ha comprobado que el tPA 
se expresa en el endotelio vascular del endometrio, mientras que el scu-PA está  
además presente en las membranas basales del epitelio glandular y de superficie 
(Irigoyen JP y col, 1999). 
 

Aunque la actividad de plasmina extraída del tejido endometrial es debida 
fundamentalmente al tPA, los medios de cultivos de células endometriales contienen 
casi exclusivamente uPA con mínimas cantidades de tPA (Casslen B y Astedt B, 
1983). Este hecho puede explicarse por el almacenamiento de la uPA en las células 
endometriales en forma de precursor inactivo, la scu-PA, que puede no ser detectada 
por todas las técnicas disponibles (Kasai S y col, 1985). Estudios en cultivos celulares 
han mostrado que la uPA está localizada en lugares de unión al sustrato y en los puntos 
de anclaje intercelular, de ahí su importancia para el proceso de migración e invasión 
celular (Hebert CA y Baker JB, 1988; Pollanen J y col, 1988). Así pues, para 
determinar los niveles totales de uPA sería importante utilizar técnicas que permitieran 
la extracción completa de la proteína de la fracción citosólica y de membrana en el   
tejido estudiado.  
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1. 2. 5. 2.  Tejido endometriósico  
 
 La disponibilidad de plasminógeno es esencial para que la plasmina ejerza su 
efecto de remodelado tisular y active las prometaloproteasas. Existen niveles elevados 
de plasminógeno en las células endometriales y en la matriz extracelular tanto del 
tejido uterino como del endometrio ectópico de las mujeres con endometriosis que 
sugiere un potencial elevado para la proteolisis extracelular. Por el contrario, la 
expresión de plasminógeno es débil en el estroma de los tejidos ovárico y peritoneal en 
los que se ha implantado endometrio ectópico (Finlay TH y col, 1983). 
 

Mediante técnicas de inmunohistoquimia no se han detectado cambios en la 
expresión del PAI-1 y PAI-2 en el endometrio ectópico y eutópico en fase proliferativa 
o secretora (Feinberg RF y col, 1989; Fernández-Shaw S y col, 1995). Tampoco se han 
encontrado diferencias significativas en el patrón de tinción del plasminógeno, uPA o 
tPA en función del momento del ciclo. La incapacidad para detectar estos cambios por 
inmunohistoquimia puede deberse, bien a una baja sensibilidad de los anticuerpos 
utilizados, o bien a la falta de almacenamiento de los PAIs en las células 
endometriales. Por otra parte, estos medios presentan el inconveniente de no poder 
realizar una cuantificación precisa de los niveles proteicos reales en el tejido. 
 
 Casslen y col (1995b) observaron un efecto negativo de la progesterona en la 
expresión de activadores del plasminógeno, debido al aumento de la expresión de  
PAI-1 y de uPAR en la superficie celular. La formación de complejos uPA:PAI-1 y su 
unión al receptor facilita el aclaramiento de plasmina activa. Estudios in vitro no han 
encontrado diferencias en los niveles de uPA, PAI-1 y PAI-2 en endometrio eutópico y 
ectópico de mujeres con endometriosis aunque sí han evidenciado un aumento de la 
expresión de PAI-1 en presencia de progesterona (Gleeson N y col, 1993; Sillem M y 
col, 1997) y un aumento de la secreción de su-PAR en las células endometriales de las 
mujeres con endometriosis (Sillem M y col, 1997). Se ha argumentado que este último 
hallazgo podría aumentar la disponibilidad local de uPA mediante el enlentecimiento 
de su inhibición por el PAI-1 (Sillem M y col, 1997). 
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 La cuantificación proteica, mediante técnicas de ELISA, ha evidenciado una 
mayor concentración de uPA y PAI-1 en endometrio de mujeres con endometriosis que 
en el endometrio de controles. Estos niveles son todavía mayores al estudiar muestras 
de tejido endometriósico (Bruse C y col, 1998). La mayor concentración de uPA en el 
endometrio de mujeres con endometriosis podría llevar a una anormal degradación del 
tejido endometrial durante la menstruación. De esta manera, se originarían fragmentos 
de tejido endometrial con un potencial mayor para degradar la matriz extracelular que 
en la mujer sana, lo que facilitaría su implantación (Wild RA y col, 1994; Evers JL y 
col, 1995). Sin embargo, los niveles de uPA en cultivos de células endometriales 
estromales son menores en el tejido eutópico y ectópico de mujeres con endometriosis  
y su expresión se mantiene estable en el tiempo (Guan YM y col, 2002). Este hecho 
podría explicarse por la ausencia de factores reguladores in vitro, como es el caso de la 
progesterona. 
 
 Existe evidencia de que la endometriosis es una enfermedad estrógeno-
dependiente, pero los datos sobre el efecto de los estrógenos en la producción de uPA, 
uPAR y PAI-1 son conflictivos. La expresión de uPA está aumentada en la fase 
proliferativa en el tejido adenomiótico (Kobayashi H, 2000). Sin embargo, el cultivo de 
células endometriales estromales in vitro con dietilestilbestrol no produce cambios 
significativos en los niveles de uPA, PAI-1 o uPAR (Sillem M y col, 1997). 
 
 Por el contrario, otros autores han sugerido que el tejido endometriósico no es tan 
estrógeno-dependiente como el endometrio normal, quizás como consecuencia de un 
defecto en el metabolismo esteroideo (Carlstrom K y col, 1988; Bergqvist A y col, 
1993). La expresión de aromatasa es aberrante en el tejido endometriósico y existe una 
deficiencia en 17β-hidroxiesteroide deshidrogenasa, que produce un aumento de la 
concentración tisular de estradiol (Zeitoun KM y col, 1999; Bulum SE y col, 2000). 
Estudios en animales han demostrado que el estradiol no es necesario para el proceso 
de implantación (Bergqvist A y col, 1985; Rock JA y col, 1993). Sin embargo, sería 
determinante en la proliferación y crecimiento del tejido endometriósico         
(Dizerega GS y col, 1980). 
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1. 2. 5. 3.  Líquido peritoneal 
 
 El tejido peritoneal lesionado contiene depósitos de fibrina en superficie, 
exudado de células blancas y tejido mesotelial necrótico. Cuando la fibrina es 
degradada por el sistema fibrinolítico, el peritoneo se repara sin dar lugar a la 
formación de adherencias. Sin embargo, en presencia de residuos de fibrina debidos 
a un nivel inicial excesivo o una actividad fibrinolítica disminuida, se puede 
comprobar una activación de fibroblastos con producción de fibrosis y adherencias 
intraabdominales (Buckman RF y col, 1976). Existe una amplia variedad de células 
en la cavidad peritoneal capaces de expresar componentes del sistema fibrinolítico 
(Herrick S y col, 1999; Lijnen HR, 2001). Los macrófagos producen tPA, PAI-1 y 
sus receptores, pero el mayor contribuyente a la actividad fibrinolítica del abdomen 
son las células mesoteliales (Topley N y col, 1996; Holmdahl L y col, 1999).     
Estas células expresan fundamentalmente activadores fibrinolíticos y por ello son 
cruciales para el mantenimiento de la integridad peritoneal. 

 
La barrera peritoneal sufre un proceso de remodelado muy similar al de la 

herida del tejido cutáneo (Figura 1. 12). Diversos estudios en deficiencias de uPAR 
y tPA han demostrado que el déficit de uPAR:tPA produce una alteración del 
proceso de cicatrización menos severa que el déficit de uPA:tPA (Bugge TH y col, 
1996). Estos trabajos sugieren que la uPA es por sí misma suficiente para eliminar 
los depósitos de fibrina y permitir el proceso de cicatrización. Por otra parte, el 
déficit de plasminógeno causa un retraso en el proceso de cicatrización debido tanto 
a una alteración en la migración de los queratinocitos como a un déficit de 
angiogénesis. Además, el trauma tisular y la isquemia aumentan la formación de 
adherencias, ya que inducen una reducción de la actividad fibrinolítica peritoneal.  
Este efecto es debido fundamentalmente a una disminución en los niveles de tPA y a 
un aumento del PAI-1 en el líquido peritoneal y puede observarse también en 
procesos inflamatorios peritoneales o tras una intervención quirúrgica sobre el 
abdomen (Topley N y col, 1996; Holmdahl L y col, 1998). Por otra parte, la 
administración intraoperatoria de tPA ha demostrado ser capaz de prevenir la 
formación de adherencias, sin interferir con el proceso de cicatrización peritoneal 
(Evans DM y col, 1993; Tsuji K y col, 1996; Lai HS y col, 1998).  
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Figura 1. 12. Mecanismo de regeneración peritoneal. El modelo de regeneración cutánea tras una herida 
traumática se podría aplicar básicamente al proceso de reparación peritoneal tras sufrir una agresión 
externa (MEC: matriz extracelular; MMPs: metaloproteasas matriciales; uPA: activador del plasminógeno 
tipo uroquinasa). 

 
 
El hallazgo de niveles de tPA y uPA aumentados en el líquido peritoneal en 

mujeres con endometriosis o adherencias peritoneales establecidas podría sugerir 
una activación secundaria del sistema fibrinolítico para limitar la formación de 
nuevas adherencias (Edelstam G y col, 1998). La administración intraperitoneal de 
anticuerpos anti PAI-1 ha demostrado reducir la incidencia de adherencias tras una 
lesión quirúrgica del peritoneo, probablemente por limitar la disponibilidad de   
PAI-1 para la inhibición del tPA (Falk K y col, 2001). 
 
 Existen resultados conflictivos en la literatura en relación a la actividad 
fibrinolítica en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis        
(Duselman GA y col, 1988). Algunos autores han descrito una actividad del 
activador del plasminógeno en el líquido peritoneal similar en pacientes con o sin 
endometriosis (Batzofin JH y col, 1985). Sin embargo, Astedt y Nordenskjold 
(1984) encontraron un aumento en los niveles de activadores del plasminógeno en el 
líquido peritoneal de las mujeres con esta enfermedad.  
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Al estudiar los inhibidores fibrinolíticos en el líquido peritoneal se observan 

resultados diversos que varían en función de la técnica utilizada y el estadio de la 
enfermedad. Bruse y col (1998) encontraron una mayor concentración de PAI-2 en 
el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis al compararlas con los 
controles libres de enfermedad. Estos resultados podrían explicarse por la existencia 
de una mayor actividad de los macrófagos peritoneales en las mujeres con 
endometriosis que serían responsables del aumento de la secreción de PAI-2 al 
medio peritoneal. Por el contrario, cuando se estudian exclusivamente los estadios 
iniciales de la enfermedad, con presencia de implantes peritoneales pero sin 
síndrome adherencial asociado, se evidencia una disminución de los niveles de   
PAI-2 en líquido peritoneal (Bruse C y col, 1998). Además, los niveles de PAI-2 
antigénico aumentan tras la liberación quirúrgica de las adherencias             
(Edelstam G y col, 1998). 
 

En síntesis, el aumento del nivel de uPA en el líquido peritoneal de mujeres 
con endometriosis sugiere que el sistema fibrinolítico se activa secundariamente 
para limitar la neoformación de adherencias.  

 
Aunque se han realizado numerosos estudios implicando el sistema 

fibrinolítico con la endometriosis quedan por definir los cambios específicos de cada 
componente del mismo en los diferentes estadios evolutivos de la enfermedad. 
 
. 
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1. 3. ENDOMETRIOSIS Y SISTEMA DE LAS METALOPROTEASAS DE LA 
MATRIZ EXTRACELULAR 

 
 1. 3. 1. LA MATRIZ EXTRACELULAR (MEC) 
 

La matriz extracelular (MEC) es una compleja estructura glicoproteica que 
sirve de soporte celular y confiere una ultraestructura tridimensional específica a cada 
tejido. Además de su función estructural, la MEC funciona como un medio para el 
intercambio de señales celulares que modulan procesos tan diferentes como la 
angiogénesis, la proliferación y migración celular, las respuestas inflamatorias e 
inmunológicas y los procesos de reparación tisular (Bissell MJ y col, 1982;                   
Ingber D y col, 1991). 
  

La composición de esta matriz no es estática. Existe un proceso de regeneración 
continua en el que participa un complejo sistema de enzimas con una regulación 
específica. El descubrimiento de citoquinas, factores de crecimiento y de potentes 
proteínas funcionales que se expresan en el seno de la MEC, nos hace comprender la 
relevancia de la misma en el proceso de comunicación intercelular. A su vez, la 
regulación paracrina descrita por algunos autores resulta fundamental para la correcta 
homeostasis de cada uno de los tejidos de nuestro organismo (Martins-Green M y col, 
1995; Bonewald LF y col, 1999). 
  

El colágeno, del que se han identificado más de 20 tipos diferentes, es la 
proteína más abundante en la MEC. La estructura tisular en los mamíferos está 
compuesta fundamentalmente por colágeno tipo I, que ha mantenido una secuencia 
de aminoácidos constante a lo largo del proceso evolutivo (Van der Rest M y 
Garrone R, 1991). Aunque los otros tipos de colágeno están presentes en menor 
cantidad, son éstos los que confieren a la MEC las propiedades mecánicas y 
estructurales que permiten el proceso de reparación tisular. 
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La fibronectina representa un importante componente de la MEC, tan solo 
superada cuantitativamente por el colágeno. Existe una isoforma soluble y otra 
tisular que aporta numerosos ligandos para la adhesión de múltiples tipos celulares. 
Esta proteína se expresa fundamentalmente en las estructuras submucosas y en la 
membrana basal (Miyamoto S y col, 1998; Schwarzbauer JE y col, 1991 y 1999). 

 
La laminina es una compleja proteína de adhesión que se encuentra en el 

seno de la MEC, sobre todo a nivel de la membrana basal. Su principal función 
consiste en la formación y el mantenimiento de las estructuras vasculares de los 
tejidos. Los fenómenos de reparación tisular que ocurren en el seno de la MEC están 
limitados por el establecimiento de una vascularización adecuada, proceso en el que 
la laminina juega un papel fundamental (Ponce M y col, 1999; Werb Z y col, 1999). 
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Figura 1. 13. Estructura de colágeno humano. El colágeno es el componente más abundante de la matriz 
extracelular. Las metaloproteasas matriciales (MMPs) tipo colagenasa, son capaces de actuar sobre la 
triple hélice helicoidal de la fibra de colágeno y degradarla. Los productos resultantes de la acción de las 
colagenasas se desnaturalizan rápidamente en gelatina, la cual es a su vez susceptible de la acción de 
otras MMPs, como las gelatinasas y las estromalisinas. 
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 1. 3. 2. LAS METALOPROTEASAS MATRICIALES (MMPs) 
 
  

 La correcta homeostasis de la MEC está regulada por la existencia de un tipo 
de enzimas proteolíticas conocidas como las metaloproteasas matriciales (MMPs). 
La asociación de estas MMPs con sus inhibidores se denomina sistema de las 
MMPs. Este sistema controla el correcto recambio del tejido conectivo en todo el 
organismo al participar en procesos fisiológicos fundamentales, como son la 
implantación del blastocisto, el desarrollo embrionario, el crecimiento óseo y la 
reparación de los tejidos dañados (Matrisian LM, 1990; Woessner JF, 1991; 
Waterhouse P y col, 1993). También se ha postulado su control sobre los cambios 
cíclicos que ocurren a nivel del tracto genital femenino. Su actividad, regulada 
paracrinamente por hormonas, factores de crecimiento y citoquinas, determina la 
función de tejidos como el endometrio y el ovario. Sin embargo, en condiciones 
patológicas en las que se desarrolla un proceso de invasión tisular como es el caso 
del cáncer o la endometriosis, se observa una pérdida del delicado control de este 
sistema (Spuijbroek MD y col, 1992; Castelló R y col, 2002; Gottschalk C y col, 
2000). 
 

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. 14.  Estructura de la MMP-3. Representación tridimensional del dominio catalítico del complejo 
de la estromalisina humana con un inhibidor hidrofóbico (Van Doren SR y col, 1995) 
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 Las MMPs forman una familia de enzimas zinc-dependientes capaces de 
degradar colectivamente la mayoría de las proteínas de la MEC a un pH neutro 
(Tabla 1. 1) (Nagase H y Woessner JF, 1999; Murphy G y col, 1999). Todas ellas 
comparten características estructurales y funcionales semejantes (Figura 1. 15), 
entre las que se incluyen: 1) secreción como proenzimas inactivas (pro-MMPs), 2) 
activación posterior en el espacio extracelular con un sitio de unión al zinc,                   
3) reconocimiento por un dominio catalítico común o péptido señal, y 4) inhibición 
de la acción de la MMP a nivel extracelular por medio de inhibidores específicos 
(Bikedal-Hansen H y col, 1993; Curry TE y col, 2001). 
 
 A pesar de sus semejanzas estructurales, las MMPs presentan diferencias en el 
reconocimiento y especificidad sobre los diversos componentes de la MEC      
(Tabla 1. 1). Las colagenasas son capaces de degradar los distintos tipos de colágeno 
(Kleinert DE y col, 1993). Su acción sobre el colágeno fibrilar deshace su estructura 
helicoidal con el consiguiente cambio en su estabilidad inicial (Figura 1. 13). Los 
productos resultantes de la actuación de la colagenasa se desnaturalizan rápidamente 
en gelatina, que a su vez es sustrato de otras enzimas, como las gelatinasas y las 
estromalisinas. Ambas enzimas tienen la capacidad de degradar los constituyentes 
principales de las membranas basales, como el colágeno tipo IV, la laminina y la 
fibronectina. Las estromalisinas poseen además actividad sobre un amplio grupo de 
sustratos diferentes de la MEC y ejercen su actividad enzimática sobre otras MMPs, 
factores de crecimiento, y citoquinas. Esta actividad permite a las MMPs regular el 
crecimiento tisular, no sólo por limitar las interacciones entre la MEC y la célula, 
sino también por regular la biodisponibilidad de factores de crecimiento en la 
misma. Las MMPs de tipo membrana (MT-MMPs) contienen un dominio 
transmembrana en la porción carboxi-terminal que las une a la membrana plasmática 
y otro dominio extracelular en contacto con la superficie de la célula. La función 
principal de este tipo de MMPs es regular la activación de la MMP-2. 
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Figura 1. 15. Estructura de las metaloproteasas humanas. Las metaloprotesas matriciales humanas 
(MMPs) contienen un péptido señal, un dominio propeptídico que debe clivarse para su activación, un 
dominio catalítico que contiene el sitio de unión al zinc, y un dominio hemopexina-like. Las MMPs de tipo 
membrana (MT-MMPs) contienen un dominio transmembrana (TM) además del dominio citoplasmático 
(Alexander P, 2002). 
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 Subfamilia MMP   
nº. 

Otros 
nombres 

Localizacion 
de la 

proteinaa 
Colágeno Sustratos adicionales 

1 
Colagenasa 
intersticial 

Colagenasa-1 

Estroma 
(focal) 

I,II,III,VII,
VIII,X Agrecano;gelatina;MMPs 2,9 

8 
PMNL-

colagenasa 
Colagenasa-2 

 I,II,III,V,VI
I,VIII,X 

Agrecano;elastina;fibronectina 
gelatina;laminina 

Colagenasas 
 
 

13 Colagenasa-3  I,II,III,IV Agrecano;gelatina 

2 
Gelatinasa A 
Gelatinasa 

72kDa 

Estroma, 
endotelio 

I,II,III,IV,V
,VII,X,XI 

Agrecano;elastina;fibronectina 
gelatina;laminina;MMPs 9,13 

Gelatinasas 

9 
Gelatinasa B  
Gelatinasa 92 

kDa 
NT, M, Eo IV,V,VII,X

,XIV 
Agrecano;elastina;fibronectina

gelatina 

3 
Estromalisina-1 
Procolagenasa  

Transina 1 

Estroma 
(focal) 

II,III,IV,IX,
X,XI 

Agrecano;elastina;fibronectina
gelatina;laminina;tenascina-C; 

vitronectina;MMP s 7,8,13 

7 
Matrilisina    
 PUMP-1 

Epitelio 
glandular IV,X 

Agrecano;elastina;fibronectina
gelatina;laminina;IGFBP-1; 

MMPs 1,2,9 

10 Estromalisina-2 
Transina-2  II,IV,V Agrecano;elastina;fibronectina

gelatina;laminina;MMPs 1,8 

11 Estromalisina-3  II,IV,V Agrecano,fibronectina, 
laminina 

Estromalisinas 
 

12 Metaloelastasa   Elastina;fibronectina;gelatina; 
laminina 

14 MT-1-MMP  I,II,III,IV Agrecano;elastina;fibronectina
gelatina;laminina;MMPs 2,13 

15 MT-2-MMP   Fibronectina;gelatina;MMP-2 

16 MT-3-MMP   MMP-2 

17 MT-4-MMP   Fibrina W9ULZ9 

24 MT-5-MMP   MMP-2 

MMPs de tipo-
membrana 

25 MT-6-MMP   MMP-2 

19 RASI-1   Agrecano 

20 Enamalisina   Amelogenina 

23 Estromalisina-4    Otras 

26 Matrilisina-2  
Endometasa   Gelatina; fibronectina 

a Datos de estudio de hibridación e inmunohistoquimia. RASI: Rheumatoid Artritis Synovial Inflammation; 
NT: neutrófilos, M: macrófagos, Eo: eosinófilos. 
 
Tabla 1. 1.  Clasificación de las metaloproteasas matriciales humanas (MMPs). Las diferentes MMPs se 
clasifican en cada subfamilia en función del sustrato sobre el que actúan (Nagase H, 1997). 



 
 

 

1. 3. 3. INHIBIDORES TISULARES DE LAS METALOPROTEASAS 
(TIMPs) 

 
 La actividad de las MMPs en el espacio extracelular está controlada 
rigurosamente por un sistema de inhibidores que se divide, según su origen, en 
inhibidores serológicos e inhibidores tisulares (TIMPs) (Tabla 1. 2) (Gómez DE y col, 
1997; Brew y col, 2000). Los inhibidores serológicos actúan sobre un amplio espectro 
de proteasas e incluyen macroglobulinas, como la α2-macroglobulina, los inhibidores 
del activador del plasminógeno (PAIs) y el α1-inhibidor. El segundo grupo de 
inhibidores se produce localmente e inhibe específicamente las MMPs a nivel tisular. 
En la última década se constata en la literatura un número creciente de estudios sobre 
los TIMPs, pues al tener una importante expresión tisular y ser regulados 
hormonalmente podrían desempeñar un papel fundamental en numerosos procesos de 
los tejidos reproductivos de la mujer (Woessner JF, 1991; Rodgers WH y col, 1994; 
Salamonsen LA y Woolley DE, 1996). 
 
   
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. 16.. Modelo estructural de la conformación de la molécula del TIMP-1. Estructura 
tridimensional de un complejo del dominio N-terminal del TIMP-1 con el dominio catalítico de la MMP-3 
(Gomis-Rüth FX, 1997). 
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 La familia de los TIMPs incluye 4 proteínas, TIMP 1- 4, que comparten una 
secuencia peptídica idéntica y actúan formando complejos 1:1 con las MMPs  
(Douglas DA y col, 1997). Aunque los TIMPs no parecen diferenciar las MMPs sobre 
las que actúan, se ha observado un cierto grado de especificidad. Por ejemplo, el 
TIMP-1 se fija preferentemente a las colagenasas y las MMPs -3 y -9 (Figura 1. 16), 
mientras que el TIMP-2 tiene una alta afinidad por la MMP-2. Sabemos que los  
TIMPs -1 y -2 difunden en el medio extracelular, mientras que el TIMP-3 está ligado a 
los constituyentes de la MEC, por lo que actuaría impidiendo la fijación de las MMPs a 
su sustrato (Pavloff N y col, 1992; Leco KJ y col, 1994). Recientemente se ha clonado 
el TIMP-4, molécula que posee una especificidad de sustrato similar a la del TIMP-2    
(Gómez DE y col, 1997; Leco KJ y col, 1997; Brew K y col, 2000). 

 Los TIMPs son proteínas multifuncionales cuya acción no se limita 
exclusivamente a la inhibición de las MMPs ya que también intervienen en la 
regulación de numerosos factores de crecimiento que determinan el desarrollo tisular 
(Gómez DE y col, 1997). Además, los TIMPs promueven el desarrollo embrionario 
(Satoh T y col, 1994), actúan como factores antiangiogénicos (Murphy G y col, 1999), 
estimulan el crecimiento celular (Hayakawa T y col, 1992) y modulan la apoptosis 
(Talhouk RS y col, 1992). Así pues, actúan como factores paracrinos en los procesos 
reproductivos y matizan la proliferación y diferenciación celular, así como la 
neovascularización tisular. 
 

TIMP Otros nombres Localizacion de la proteína a MMPs que son sustrato 

TIMP-1 Inhibidor de MMPs tipo 1   
Potenciador actividad eritroide 
Inhibidor fibroblástico colagenasa 

Epitelio, estroma, músculo 
liso vascular 

MMP1,2,3,7,8,9,10,11,1
2,13,16 

TIMP-2 Inhibidor de MMPs tipo 2   
CSC-21K 

Epitelio, estroma, músculo 
liso vascular 

MMP1,2,3,7,8,9,10,13,1
4,15,16,19 

TIMP-3 Inhibidor de MMPs tipo 3   
Proteína MIG-5 

Epitelio, estroma, músculo 
liso vascular 

MMP-1,2,3,7,9,13,14,15 

TIMP-4 Inhibidor de MMPs tipo 4  MMP-1,2,3,7,9 
a Datos de estudio de hibridación in situ e inmunohistoquimia. 
 
Tabla 1. 2. Clasificación de las inhibidores titulares de las MMPs (TIMPs). Los TIMPs producen una 
inhibición específica de las MMPs a nivel tisular (CSC-21 K: cisteina-serina-cisteina 21K; MIG-5:gen 5  
inducible por mitógeno) (Adaptado de Nagase H, 1997 y Salamonsen LA, 1999a). 
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1. 3. 4. PAPEL DE LAS MMPs EN LA MENSTRUACIÓN 
 
 La menstruación es la culminación de los cambios en la arquitectura vascular y 
celular del endometrio que ocurren tras la caída de los esteroides sexuales. Al final de 
la fase secretora se produce un edema del estroma y una rotura de la membrana basal 
capilar secundaria a una disminución del contacto pericito-endotelial tras 
vasodilatación (Roberts DK y col, 1992). Al mismo tiempo, se produce un influjo de 
células inflamatorias que segregan numerosas citoquinas al medio extracelular 
(Salamonsen LA, 1999b). A continuación, aumenta la liberación de agentes 
vasoconstrictores, como endotelinas y prostaglandinas, que estimulan a su vez la 
contractilidad miometrial. Como resultado de este proceso el estrato funcional del 
endometrio sufre una necrosis que conlleva su fragmentación y liberación a la cavidad 
uterina (Markee JE y col, 1940; Baird DT y col, 1996; Jones RL y col, 1997;  
Campbell S y Cameron IT, 1998).  
 
 Recientemente, un número importante de estudios han implicado al sistema de 
las MMPs y sus inhibidores en el mecanismo íntimo por el que los procesos 
anteriormente descritos tienen lugar (Dong JC y col, 2002). Mediante 
inmunohistoquimia (Martelli M y col, 1993; Rodgers WH y col, 1993) e hibridación in 
situ (Hampton AL y Salamonsen LA, 1994; Rodgers WH y col, 1994) se ha 
evidenciado la producción de MMP-1, -2, -3, -7  y -9 en el tejido endometrial, así como 
de TIMP-1 y -2. Estudios in vivo han demostrado la existencia de cambios cíclicos en 
la expresión del mRNA de diferentes MMPs (Figura 1. 17). Algunas MMPs, como las 
MMP- 2, -7 y -11, se expresan en la fase proliferativa o secretora, mientras que otras 
como la MMP-1 y -3 se identifican fundamentalmente en la fase menstrual y podrían 
estar implicadas directamente en el inicio de la menstruación (Hampton AL y 
Salamonsen LA, 1994). Se ha constatado la expresión de TIMP-1 y -2 en las células 
estromales endometriales durante todo el ciclo menstrual. Dicha expresión aumenta, 
aunque en menor medida que las MMPs, los días 1 y 2 del ciclo. Dado que la 
inactivación de MMPs se produce mediante la formación de complejos 1:1 con los 
TIMPs, existe en ese periodo una tendencia a la proteolisis tisular que facilitaría la 
degradación del endometrio (Salamonsen LA y col, 1997). 
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MMP-1 + MMP-1 + MMP-1 - 

MMP-2 +++ MMP-2 + MMP-2 ++ 

MMP-3 +++ MMP-3 - MMP-3 + 
MMP-7 +++ MMP-7 ++ MMP-7 - 

MMP-9 +++ MMP-9 - MMP-9 + 

TIMP-1 +++ TIMP-1 + TIMP-1 + 
TIMP-2 ++ TIMP-2 + TIMP-2 + 

TIMP-3 + TIMP-3 +/- TIMP-3 + 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. 17. Cambios cíclicos en las metaloproteasas en el endometrio humano. El aumento de los 
niveles de MMP-3 durante la menstruación se localiza con inmunohistoquimia en los vasos de los estratos 
superficiales del endometrio. Más tarde, el incremento en la síntesis de TIMP-1 podría limitar el proceso 
proteolítico a los estratos superficiales del tejido endometrial. (Rodgers WH, 1994; Freitas S y col, 1999). 
MMPs: metaloproteasas matriciales; TIMPs: inhibidores titulares de las MMPs. 
 

La mayor parte de las MMPs son producidas por las células del estroma 
durante la menstruación (Rawdanowicz TJ y col, 1994; Rodgers WH y col, 1994). 
Sin embargo, estudios in vivo e in vitro han constatado la capacidad de liberar 
MMPs por parte de las células endometriales epiteliales y estromales cultivadas por 
separado (Martelli M y col, 1993). Mediante inmunohistoquimia se ha demostrado 
la presencia de MMP-2, -3 y -9 en las estructuras vasculares endometriales      
(Freitas S y col, 1999). Además, la expresión de la MMP-3 es mayor durante la fase 
premenstrual y menstrual a nivel de los vasos del estrato superficial endometrial, lo 
que le confiere un papel fundamental en el inicio de la menstruación. La expresión 
de la MMP-7 también aumenta durante la menstruación y es la única MMP que se 
expresa focalmente en el epitelio glandular, sin que hasta el momento se haya 
detectado a nivel estromal o vascular (Rodgers WH y col, 1993). 
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 Los esteroides ováricos son necesarios en el funcionamiento de numerosos 
tejidos, como es el caso del endometrio (Cano A y col, 1986; Salom JB y col, 2001). 
Los cultivos de células endometriales a los que se les retiran los esteroides, liberan 
importantes cantidades de MMPs que se activan rápidamente (Marbaix E y col, 1992). 
Experimentos in vivo evidencian la expresión de MMP-11 al día siguiente de la 
deprivación hormonal y de las MMPs -1, -3, -7 y -10 dos días después de la misma. 
Los niveles de MMPs -1, -3 y -10 disminuyen considerablemente de dos a tres días 
más tarde, mientras que los de las MMPs -7 y -11 se mantienen hasta seis días después 
de la caída de la concentración de progesterona, lo que reproduce exactamente el tipo 
de expresión observada en el ser humano.  
 
 La regeneración endometrial comienza el segundo día del inicio del sangrado 
menstrual (Smith SK y col, 2001). La expresión heterogénea de TIMP-1 y -2 en las 
células musculares arteriolares y en el estroma durante la menstruación limita la acción 
de las MMPs en algunas zonas y preserva así la capacidad de regeneración endometrial 
(Freitas S y col, 1999). En otras zonas, la persistencia de la actividad plasmínica y de 
las MMPs permitiría disolver la barrera de fibrina formada tras la descamación 
endometrial y favorecería así la migración celular y la regeneración a partir del estrato 
basal endometrial (Salo T y col, 1994). 

 
 La angiogénesis es un proceso fundamental para la reparación endometrial 
(Folkman J, 1997). El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es el principal 
factor angiogénico endometrial, y está controlado por los esteroides ováricos.     
Durante la menstruación se produce un incremento de su actividad que induce la 
expresión de MMPs e inhibe la actividad de los TIMPs en las células endoteliales 
(Lamoreaux WJ y col, 1998). Se ha demostrado que la acción de la MMP-2 y -9 es 
importante en las etapas iniciales de formación capilar (Salamonsen LA y Woolley DE, 
1996). La MMP-1, por su parte, es responsable de la migración celular endotelial por la 
matriz extracelular. Los niveles de TIMP-1, -2 y -3 permanecen bajos durante la fase 
proliferativa del ciclo menstrual y se expresan en respuesta al aumento de los niveles 
de progesterona (Rodgers WH y col, 1994; Maatta M y col, 2000). El aumento de    
TIMP-1, -2, -3 y posiblemente de TIMP -4, inhibe el proceso de neovascularización 
una vez se ha completado la regeneración tisular (Hiraoka N y col, 1998). 
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1. 3. 5. REGULACION PARACRINA 
 
 Además del sistema de los TIMPs existen numerosos factores hormonales y 
citoquinas que regulan paracrinamente la expresión y actividad del sistema de las 
MMPs (Figura 1. 18) (Bulleti C y col, 1998). Es importante conocer los mecanismos 
que controlan la expresión de las MMPs para comprender mejor la fisiología de la 
matriz extracelular. 
 
 Diversos autores han estudiado a los esteroides ováricos como parte de estos 
mecanismos de regulación (Curry TE y Osteen KG, 2001). Es poco probable que los 
niveles fisiológicos de estrógeno afecten directamente la actividad de las MMPs en 
tejidos del aparato reproductor femenino durante los periodos de crecimiento tisular 
(Osteen KG y col, 1994 y 1999; Schatz F y col, 1994; Rudolph-Owens L y col, 1998). 
Por el contrario, numerosos estudios in vitro han demostrado que concentraciones 
fisiológicas de progesterona producen una potente inhibición de la expresión proteica y 
de mRNA de diferentes MMPs, como la MMP-1, -2 y -9 (Marbaix E y col, 1992; 
Matrisian LM y col, 1994; Woessner JF, 1996; Huang HY y col, 1998; Singer C y col, 
1999). Sin embargo, la exposición y la subsiguiente caída brusca de los niveles de 
progesterona induce la secreción y activación de ciertas MMPs (Martelli M y col, 
1993; Hampton AL y Salamonsen LA, 1994; Rodgers WH y col, 1994; Lockwood CJ 
y col, 1998). El único estudio in vivo que analiza estos cambios en la menstruación 
(Rudolph-Owens L y col, 1998) encontró que la expresión de la mayoría de MMPs 
disminuye tras la misma en ausencia de progesterona. La expresión de la MMP-7 y el 
TIMP-1 pasa de la zona funcional a la basal tras la caída hormonal. Por lo tanto, es 
poco probable que la progesterona sea el único factor implicado en la regulación 
paracrina de las MMPs. 
 
 Los niveles de las MMPs en el tejido endometrial parecen estar también 
regulados por cambios en la celularidad local (James TW y col, 1993; Osteen KG                 
y col, 1994). Así, durante la fase premenstrual el mayor número de células 
linfomieloides (eosinófilos, macrófagos, neutrófilos) conlleva un aumento en la 
producción de citoquinas y proteasas (Salamonsen LA y Woolley DE, 1999a). 
También aumenta la activación de los mastocitos, que liberan potentes citoquinas, 
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como el TNF-α y la interleuquina-1 (IL-1). Tanto la IL-1 como el TNF-α estimulan 
la producción de las proMMP-1, -3 y, en menor medida de la proMMP-2 (Zhang J y 
col, 1998; Bruner-Tran KL y col, 1999). Se ha demostrado en cultivos de 
endometrio humano que diversas citoquinas pueden inducir la expresión selectiva de 
ciertas MMPs (Singer C y col, 1999). Tal y como se ha comentado previamente, el 
VEGF es un potente factor angiogénico presente en el endometrio humano que se ha 
implicado en la modulación de las MMPs (Garrido N y col, 2001). Este factor 
estimula la expresión de MMP-1, -3 y -9 en células de músculo liso y de MMP-1 en 
células endoteliales (Wang H y Keiser JA, 1998). Además de existir citoquinas que 
aumentan su actividad, se han encontrado factores supresores de la expresión de 
MMPs. Tal es el caso del factor de crecimiento transformante -β (TGF-β), el ácido 
retinoico y los glucocorticoides (Bruner KL y col, 1995; Nagase H y Woessner JF, 
1999; Oosterlinck DJ y col, 1994b). 

 

 Existen evidencias de la interrelación existente entre los sistemas de las MMPs y 
el sistema fibrinolítico. Diversos estudios en ratones transgénicos indican que la uPA, 
es un activador fundamental de las pro-MMPs (Carmeliet P y col, 1997). Estudios      
in vitro con células estromales de endometrio humano demostraron que los niveles de 
uPA son regulados directamente por cambios en la expresión del PAI-1 (Lockwood CJ 
y col, 1995: Schatz F y col, 1995). La actividad del PAI-1 determina, por tanto, una 
inhibición en la expresión de las MMPs independientemente de los niveles de TIMPs 
(Loockwood CJ y col, 1998). La plasmina, por su parte, es capaz de degradar 
directamente la matriz extracelular, pero también puede ejercer su efecto proteolítico 
mediante la activación de diversas pro-MMPs (Eeckhout Y y Vaes G, 1977).              
La interrelación existente a nivel endometrial entre el sistema fibrinolítico y de las 
MMPs hace necesario su estudio conjunto en situaciones patológicas, como es el caso 
de la endometriosis.        
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Figura 1. 18. Regulación paracrina de las MMPs en el endometrio. Existen diversos mecanismos 
implicados en el proceso de la menstruación. La hipoxia secundaria a vasoconstricción y la caída del nivel 
de progesterona estimula la síntesis de factores de crecimiento y citoquinas. Éstas modulan la actividad de 
las proteasas, encargadas de degradar el sustrato superficial del endometrio (ET: endotelinas; PGDF-α2: 
factor de crecimiento derivado de la plaqueta-α2; COX-2: cicloxigenasa-2) (Modificado de         
Salamonsen LA, 1999b) 
  
  1. 3. 6. CAMBIOS EN LA ENDOMETRIOSIS 
 
  1. 3. 6. 1. Líquido peritoneal 
 

Los mecanismos patogénicos de la endometriosis no se comprenden todavía 
completamente. La hipótesis más aceptada consiste en el paso de restos de tejido 
endometrial a la cavidad peritoneal tras un proceso de menstruación retrógrada a 
través de las trompas. Una vez el tejido endometrial contacta con la superficie 
peritoneal se inicia un proceso de adhesión e invasión que lleva consigo la 
formación de nuevos vasos, y finalmente da lugar a la lesión endometriósica 
(Sampson JA, 1927 y 1940; Giudice LC y col, 1998). Sin embargo, la menstruación 
retrógrada se observa en la mayoría de las mujeres con ciclos menstruales y sólo 
algunas de ellas desarrollan lesiones de endometriosis. Por lo tanto, deben existir 
factores del tejido endometrial o del ambiente peritoneal en esas mujeres que las 
hace más susceptibles de padecer esta enfermedad. Algunos investigadores han 
propuesto la existencia de defectos peritoneales microscópicos que facilitan el 
contacto de los fragmentos de tejido endometrial con la matriz extracelular 
subperitoneal y facilitan los procesos de proliferación e invasión de la misma 
(Groothuis PG y col, 1999).  



 
 

 

El líquido peritoneal no actúa como un reservorio pasivo de las células y 
factores secretados a la cavidad peritoneal, sino que participa activamente en el 
mantenimiento del ambiente peritoneal. El volumen de este líquido es variable y 
proviene de dos fuentes fundamentales: el trasudado plasmático y el exudado 
ovárico (Huang JC y col, 1996; Oral E y col, 1996). En la endometriosis existen 
cambios en el componente celular peritoneal asociados a un estado inflamatorio y de 
mayor inmunotolerancia que impide la degradación de los fragmentos endometriales 
(Maeda N y col, 2002). El aumento del número y la actividad de los macrófagos del 
líquido peritoneal en las mujeres con endometriosis conlleva un incremento en la 
síntesis de citoquinas y factores de crecimiento que estimulan la angiogénesis y la 
proliferación de fibroblastos. De esta manera, se facilitaría la implantación de 
fragmentos endometriales y la formación de adherencias (Ho HN y col, 1997; 
Richter O y col, 1998; Senturk LM y Arici A, 1999; Mahnke JL y col, 2000;         
Mc Laren J y col, 2000). También existe un número mayor de células NK y 
linfocitos T en el líquido peritoneal de mujeres con endometriosis (Dmowski WP y 
col, 1994). Sin embargo, la actividad citotóxica de las células NK contra el 
endometrio autólogo está disminuida, de forma que su destrucción en la cavidad 
peritoneal es menor que en condiciones normales (Oosterlynck DJ y col, 1992). 
 

Estas modificaciones del ambiente peritoneal se traducen en una alteración 
del equilibrio del sistema de las MMPs y consecuentemente un disbalance en la 
actividad proteolítica del líquido peritoneal. Los niveles totales de MMP-9 se 
encuentran aumentados en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis, 
mientras que la concentración de MMP-9 activa no varía (Szamatowicz J y col, 
2002). Existen también variaciones de los niveles de inhibidores de las MMPs en el 
líquido peritoneal de estas pacientes (Sharpe-Timms KL y col, 1995). Por una parte, 
estudios in vitro han evidenciado que las lesiones peritoneales son capaces de 
sintetizar y secretar TIMP-1. Sin embargo, se han encontrado unos niveles proteicos 
de TIMP-1 menores en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis 
(Sharpe-Timms KL y col, 1998a; Szamatowicz J y col, 2002). Una posible 
explicación a este hecho es que el TIMP-1 podría estar localizado selectivamente en 
las lesiones endometriósicas o en las células del tejido peritoneal, con una reducción 
de la secreción del mismo al medio peritoneal. Por otra parte, el tratamiento con 
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análogos de la GnRH en estas pacientes, produce una recuperación de los niveles 
normales de TIMP-1 (Sharpe-Timms y col, 1998a). Además, la adición de TIMP-1 
en la cavidad peritoneal parece prevenir el desarrollo de endometriosis en modelos 
de experimentación con roedores (Bruner KL y col, 1997). Estas diferencias 
sugieren que la concentración aberrante de TIMP-1 podría alterar el estado 
proteolítico de la cavidad peritoneal y contribuir a la formación de los implantes 
endometriales y las adherencias observados en la endometriosis. Sin embargo, no se 
han estudiado estos cambios en función del estadio de la enfermedad, de manera que 
podrían no reflejar realmente las alteraciones presentes en estadios más avanzados. 

 
  1. 3. 6. 2. Endometriosis y MMPs 

 
Trabajos previos han evidenciado una expresión anómala de los sistemas de 

las MMPs y los TIMPs en mujeres con endometriosis. Se ha identificado hasta la 
fecha la expresión en las lesiones endometriósicas de las MMPs -1, -2, -3 -7 y -9 y 
de TIMP-1 y -2 (Kokorine I y col, 1997; Wenzl RJ y col, 1998; Koks CA y col, 
2000; Chung  HW col, 2002). 

 
La expresión de las distintas MMPs y TIMPs esta regulada por mecanismos 

hormonales y citoquinas y es específica según el tipo celular. Las lesiones 
endometriósicas son estructural y bioquímicamente diferentes del endometrio 
normal. Su localización distal a la vascularización ovárica o uterina hace pensar que 
no reciben los mismos niveles de esteroides ováricos. Además su contenido de 
receptores esteroideos es más heterogéneo y poseen la capacidad de producir 
aromatasa que les permite sintetizar estrógenos de forma autónoma                
(Sharpe-Timms KL y col, 1997 y 2001; Bulun SE y col, 1999). El aumento en la 
relación entre células epiteliales y estromales de los implantes endometriósicos 
afecta a la producción de MMPs. La progesterona activa la secreción de TGF-β por 
las células estromales endometriales que finalmente inhibe la producción de MMPs. 
Asimismo, las células estromales de las mujeres con endometriosis poseen una 
mayor sensibilidad al estímulo por citoquinas y una menor expresión de MMPs en 
respuesta al estímulo esteroideo (Tseng JF y col 1996; Segars JH y col, 1997; 
Bruner-Tran KL y col, 2002).  
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Tal y como se ha descrito previamente, la MMP-1 participa en la 
menstruación y su inhibición puede evitar el desencadenamiento de la misma 
(Marbaix E y col, 1996). Las lesiones endometriósicas consideradas activas por 
presentar una importante vascularización y actividad proliferativa (lesiones rojas) 
expresan MMP-1. Sin embargo, ésta MMP está ausente en las lesiones antiguas 
inactivas (lesiones negras y fibrosas), incluso durante la fase menstrual. La MMP-1 
estaría implicada en el inicio de la endometriosis y en la capacidad de los 
fragmentos endometriósicos para reimplantarse a distancia. Merece la pena destacar 
que, contrariamente a lo observado en el endometrio normal, en la endometriosis la 
expresión de mRNA de esta proteasa se manifiesta también fuera del periodo 
menstrual (Kokorine I y col, 1997). 
 
 La MMP-2 ha sido estudiada mediante inmunohistoquimia en los implantes 
endometriósicos. Se ha evidenciado una mayor expresión de de la misma en el 
componente glandular de dichos implantes, aunque no se han encontrado diferencias 
a nivel endometrial (Wenzl RJ y Heizl H, 1998). Sin embargo, en las pacientes con 
estadios avanzados de endometriosis se ha comprobado una mayor expresión de 
mRNA de MMP-2 y una disminución de los niveles de TIMP-2 en el endometrio 
uterino (Chung HW y col, 2002). 

 
La secreción de MMP-3 también está alterada en el tejido endometriósico. Su 

expresión se encuentra aumentada en este tejido a lo largo de la fase secretora, hecho 
que puede ser revertido con la administración de danazol (Saito T y col, 1995). Al 
contrario que las MMP-1 y -7 que se producen focalmente a nivel estromal y 
epitelial respectivamente, la MMP-3 se expresa de manera más difusa en el tejido 
endometrial. Esta característica le confiere una importancia fundamental para la 
mejor comprensión de la fisiopatología de esta enfermedad. La concentración de 
MMP-3 es muy alta en extractos de tejido endometrial de mujeres con 
endometriosis, mientras que las MMP-1, -2 y -9 se expresan en concentraciones 
menores (Sillem M y col, 2001). Otros autores han identificado a la MMP-3 como 
una proteasa de secreción estromal cuya acción es predominante en el remodelado 
de la matriz extracelular del tejido endometriósico (Bellingard V y col, 1996).  
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Estudios in vivo confieren a la IL-1 el papel de activador específico de esta 
proteasa en medios de cultivo (Sharpe-Timms KL y Cox K, 2002). Mientras que la 
expresión del mRNA de MMP-3 está disminuida durante la fase secretora en el 
endometrio normal, las mujeres con endometriosis la expresan en esta fase, tanto en 
el endometrio eutópico como en el tejido endometriósico (Bruner-Tran KL y col, 
2002). Modelos de experimentación con roedores han detectado mRNA de MMP-3 
en el tejido endometriósico, pero no en el endometrio eutópico. Dicha expresión se 
mantiene constante hasta cuatro semanas tras la exéresis quirúrgica de los implantes 
endometriósicos (Cox KE y col, 2001).  

 
El endometrio humano expresa matrilisina, o MMP-7, solamente durante la 

fase proliferativa. Sin embargo, en el endometrio ectópico la expresión de esta 
metaloproteasa persiste durante todo el ciclo. Es la única MMP de síntesis exclusiva 
epitelial y su regulación depende de la acción de la progesterona sobre el 
componente estromal que se encuentra alterado, por otra parte, en los focos 
endometriósicos (Bruner KL y col, 1995). 

 
Se ha descrito la presencia de unos niveles de MMP-9 mayores en el tejido 

endometriósico de mujeres con endometriosis avanzada (estadios III-IV de la AFSr), 
en comparación con el endometrio de mujeres con o sin endometriosis            
(Chung HW y col, 2001). Además, se ha evidenciado una disminución de los niveles 
de TIMP-3, tanto en el endometrio eutópico como en el tejido endometriósico de 
mujeres con endometriosis. 

 
El TIMP-1, antes conocido como ENDO-II (Endometriosis-Protein II), se 

expresa de forma cíclica en el endometrio normal (Rodgers WH y col, 1994).        
En el endometrio ectópico, su expresión a nivel estromal es evidente durante todo el 
ciclo (Kokorine I y col, 1997). Se ha aislado TIMP-1 en los focos de endometriosis, 
y se ha observado que su expresión es mayor después del tratamiento con danazol       
(Saito T y col, 1995). 
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LÍQUIDO PERITONEAL  

1.ADHESIÓN

2.INFILTRACIÓN 

 Trompa uterina
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∝TNF 
3.PROLIFERACIÓN 

 1 -IL
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α↑ IL-8 TNF

↑ VEGF

 
 
Figura 1. 19. Fisiopatología de la endometriosis: líquido peritoneal y MMPs. Se muestra el paso de restos 
de tejido endometrial con capacidad proteolítica a la cavidad peritoneal tras un proceso de menstruación 
retrógrada. Tras contactar con la superficie peritoneal se produce una invasión de la misma que lleva 
consigo un proceso de neovascularización, y finalmente da lugar a una lesión endometriósica               
(IL: interleuquina; VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial; TNF-α : factor de necrosis 
tumoral-α ; célula NK: célula natural Killer). 
 

 

Endometriosis: Fibrinolisis y Metaloproteasas. Introducción     51



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.- HIPÓTESIS DE TRABAJO 
 
  

 
 

 

Endometriosis: Fibrinolisis y Metaloproteasas. Hipótesis de trabajo 
 

52 



 
Tal y como se ha descrito en la introducción, el sistema fibrinolítico y de las 

metaloproteasas pueden estar implicados íntimamente en el proceso de implantación 
éctopica del tejido endometrial.  

 
En relación con el sistema fibrinolítico, existe controversia respecto al papel 

del sistema de activación del plasminógeno en la patogénesis de la endometriosis. 
Concretamente, se ha evidenciado un aumento de los niveles antigénicos de uPA y 
PAI-1 en extractos citosólicos de tejido endometriósico (Bruse C y col, 1998).      
Sin embargo, en medios de cultivo existe una menor liberación de uPA en las 
células endometriósicas (Guan YM y col, 2002). Por otra parte, no se ha descrito el 
papel que otros componentes del sistema fibrinolítico, como el PAI-3, 
desempeñarían en el desarrollo de esta enfermedad. 

 
Existen estudios contradictorios respecto al papel del sistema de las 

metaloproteasas en la endometriosis. En este sentido, se ha evidenciado un aumento 
en los niveles de MMP-3 y TIMP-1 en los sobrenadantes de cultivos de células 
endometriales de pacientes con endometriosis (Sharpe-Timms KL y Cox K, 2002). 
Sin embargo, en modelos de experimentación con roedores se ha detectado mRNA 
de la MMP-3 en el tejido endometriósico, pero no en el endometrio eutópico      
(Cox KE y col, 2001). Además, otros autores han referido una disminución de los 
niveles de TIMP-1 en el líquido peritoneal y en el suero de las mujeres con 
endometriosis (Sharpe-Timms KL y col, 1998a). La MMP-3 es una proteasa 
fundamental en el desencadenamiento del proceso de la menstruación. A diferencia 
de otras MMPs, su expresión es difusa en el tejido endometrial y no está tan 
influenciada por las variaciones en los niveles de progesterona. Por otra parte el 
TIMP-1 ha demostrado inhibir selectivamente a esta MMP, siendo determinante en 
la expresión de la misma. 
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 Sin embargo, los estudios publicados no determinan los niveles antigénicos 
de los componentes de ambos sistemas en conjunto. Además, los niveles antigénicos 
de las proteínas no permiten distinguir entre las formas activas, inactivas y 
complejos. Sería por lo tanto importante cuantificar los niveles funcionales de las 
proteínas y, si ello no es posible, cuantificar específicamente los complejos 
formados entre enzima e inhibidor. Por otra parte, la mayoría de estudios en tejido 
endometrial valora exclusivamente la fracción citosólica, y sería conveniente valorar 
también el extracto de la fracción de membrana, donde se ha descrito que quedan 
ancladas parte de las proteínas estudiadas. 

 
La finalidad del presente estudio es analizar el papel patogénico de los 

diversos componentes del sistema de activación del plasminógeno y de las 
metaloproteasas en el tejido endometriósico, en el endometrio eutópico y en el 
líquido peritoneal. De esta forma, se intentará establecer la relación entre ambos 
sistemas y el tejido endometrial ectópico, así como dilucidar su posible implicación 
en el proceso de recidiva de la enfermedad. 
 
 El desarrollo de este proyecto se define sobre una serie de objetivos concretos 
a realizar en las muestras de tejidos obtenidos de pacientes con endometriosis y de 
mujeres normales consideradas como controles.  
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Los objetivos específicos a desarrollar son los siguientes: 

 
1.- Cuantificar en las muestras de tejido endometriósico y endometrio de 

mujeres con y sin endometriosis los niveles antigénicos y funcionales de diversos 
componentes del sistema fibrinolítico y de las MMPs. 

 
Se realizará un estudio del conjunto de los componentes del sistema 

fibrinolítico. Se valorarán los niveles antigénicos y funcionales de los activadores  
del plasminógeno (uPA, tPA), así como de los inhibidores del activador del 
plasminógeno (PAI-1, PAI-2 y PAI-3) y los complejos enzima:inhibidor. Dentro del 
sistema de las MMPs se analizará selectivamente los niveles antigénicos y 
funcionales de la MMP-3 y el TIMP1.  
 

2.- Estudiar la variación de los componentes del sistema fibrinolítico y de las 
metaloproteasas en función de la evolución de la enfermedad y el estadio de la 
misma. Se prestará una especial atención a la evolución de las pacientes, con el 
objeto de identificar los casos de recidiva y valorar en las mismas la posible 
existencia de una expresión tisular diferente de los componentes de ambos sistemas. 
 

3.- Valorar los niveles de dichos componentes en el líquido peritoneal control 
y de mujeres con endometriosis. Con estos datos se estudiará el estado proteolítico 
peritoneal y así analizar su posible papel determinante en el proceso de implantación 
de los fragmentos endometriales tras un proceso de menstruación retrógrada. 
 

4.- Proceder a la localización tisular de los componentes del sistema 
fibrinolítico mediante técnicas de inmunohistoquimia e hibridación in situ. 
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3.- MATERIAL Y MÉTODOS 
 
 
 
 
 

 

Endometriosis: Fibrinolisis y Metaloproteasas. Material y métodos  
 

56



3. 1.  GRUPOS CLÍNICOS 
 

Tanto las pacientes diagnosticadas de endometriosis como las mujeres sin la 
enfermedad, incluidas en el grupo control, procedían en su totalidad del Hospital 
Maternal La Fe y del Hospital Arnau de Vilanova de Valencia. 

 
 En todos los casos se obtuvo el consentimiento informado de las pacientes y 

todos los procedimientos fueron llevados a cabo de acuerdo con los principios de la 
Declaración de Helsinki (Declaration of Helsinki, 1976). 
 
 3. 1. 1. MUJERES SIN ENDOMETRIOSIS 

 
El grupo control estaba constituido inicialmente por 40 mujeres sin 

endometriosis a las cuales se practicó una intervención quirúrgica (vía laparóscopica 
o laparotómica) según los criterios clínicos expuestos en la tabla 3. 1. Tres pacientes 
fueron excluidas del estudio por haberse obtenido una muestra endometrial en 
cantidad insuficiente o con niveles de proteína no valorables. Ninguna de las 37 
mujeres incluidas en el estudio dentro del grupo control estaba recibiendo 
medicación de tipo hormonal, había estado embarazada o había dado lactancia 
materna en los 6 meses previos a la intervención. La edad media fue de 40 años 
(rango, 31-49). El 13% de las mujeres eran estériles  y el 22% nulíparas. La clínica 
más frecuentemente presente era el dolor pélvico crónico (16%). Se consideró como 
criterio de inclusión la existencia de ciclos menstruales regulares. 

 
Se identificó el momento del ciclo menstrual en que se encontraba cada 

paciente según su fecha de última menstruación. Se clasificó en función de que la 
fase del ciclo fuera proliferativa (n=14), secretora (n=22) o menstrual (n=1)   
(Figura 3. 1). Se comprobó la fase del ciclo menstrual en la que se encontraba el 
tejido  endometrial obtenido durante la intervención de acuerdo con criterios 
histológicos (Noyes RW y col, 1950). 
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La ausencia de endometriosis se verificó mediante el examen sistemático de 
la cavidad abdominal, prestando especial atención a la presencia de lesiones atípicas, 
como imágenes vesiculares, defectos peritoneales o cuadros adherenciales que 
pudieran sugerir estadios iniciales de la enfermedad.  

 
 

 

INDICACIÓN 
QUIRÚRGICA 

MUJERES SIN 
ENDOMETRIOSIS (n=37) 

n (%) 

MUJERES CON 
ENDOMETRIOSIS (n=55) 

n (%) 

Esterilidad 
      Primaria 
      Secundaria 

 
  4 (10,8) 
  1 (  2,7) 

 
24 (44,6) 
  2 (  3,6) 

Dolor pélvico crónico   6 (16,2)   7 (12,8) 
Dismenorrea   3 (  8,1) 22 (40,0) 
Defecto suelo pélvico   3 (  8,1) --- 
Quiste anexial ---   42 (76,4)* 
Esterilización tubárica 20 (54,0) --- 

 
Tabla 3. 1. Características clínico-quirúrgicas de las pacientes estudiadas. Se ha considerado el síntoma 
principal que es indicación de la cirugía. (*) Se han incluido pacientes con diagnóstico ecográfico o clínico 
de quiste anexial mayor de 3 cm sugestivo de endometrioma y que presentaban esterilidad o algias pélvicas 
asociadas. Los valores expresados entre paréntesis son porcentajes 
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PROCEDIMIENTOS 
QUIRÚRGICOS 

MUJERES SIN 
ENDOMETRIOSIS (n=37) 

n (%) 

MUJERES CON    
ENDOMETRIOSIS (n=55)   

n (%) 

Laparoscopia 
Laparotomía 

13 (35,1) 
24 (64,9) 

47 (85,4) 
  8 (14,6) 

Procedimiento principal 
     Quistectomía 
     Drenaje y coagulación 
     Vaporización implante 
     Ligadura tubárica 
     Anexectomía 
     Adhesiolisis 
     Histerectomía 

              
--- 
--- 
--- 

20 (54,0) 
--- 

  5 (13,6) 
12 (32,4) 

 
42 (76,4) 
  3 (  8,1) 
15 (27,3) 
  0 (  0,0) 
  8 (21,6) 
41 (74,5) 
  6 (10,9) 

Procedimientos asociados 
     LUNA 
     Miomectomía 
     Apendicectomía 

 
--- 
--- 
--- 

 
4 (10,8) 
1 (  1,8) 
3 (  8,1) 

 
Tabla 3. 2. Tipo de cirugía realizado en cada grupo de pacientes.  Cada paciente puede haber sido 
sometida a más de un procedimiento principal o accesorio. Los valores expresados entre paréntesis son 
porcentajes (LUNA: Ablación Laparoscópica de Nervios Uterosacros). 
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Figura 3. 1. Fases del ciclo de toma de la muestra. La fase del ciclo fue determinada mediante examen de 
las preparaciones histológicas de endometrio o mediante estimación clínica según la fecha de última 
menstruación, en caso de no disponer de muestra de tejido endometrial. La distribución de las fases del 
ciclo fue similar en ambos grupos (p: NS). 
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3. 1. 2. MUJERES CON ENDOMETRIOSIS 
 
El grupo de mujeres con endometriosis estaba constituido inicialmente por un 

total de 60 pacientes con endometriosis. Cinco de ellas fueron excluidas al presentar 
como único signo de la enfermedad la presencia de un quiste anexial de probable 
etiología endometriósica, finalmente descartada con el estudio anatomopatológico 
diferido. El diagnóstico de sospecha de endometriosis fue clínico, ecográfico o 
bioquímico. El nivel medio de antígeno CA 125 en sangre fue de  65,9 mg/dl  
(rango, 19-144). 

 
La edad media fue de 34 años (rango, 21-47). El 48% de las mujeres eran 

estériles y el 65% de las mismas eran nulíparas. El 52% de estas pacientes 
presentaban algún tipo de sintomatología dolorosa. Todas las mujeres tenían ciclos 
menstruales regulares. Los procedimientos quirúrgicos realizados quedan resumidos 
en la tabla 3. 2. Ninguna mujer había recibido tratamiento de tipo hormonal, había 
estado embarazadas o dado lactancia materna en los 6 meses previos a la 
intervención. Se recogió información sobre las características del ciclo y el momento 
de la última menstruación para identificar la fase del ciclo. Se identificaron las 
pacientes que se encontraban en fase proliferativa (n=19), secretora (n=33) o 
menstrual (n=3) (Figura 3. 1). En todas aquellas pacientes en que se obtuvo muestra 
endometrial se comprobó histológicamente la fase del ciclo. 

  
La identificación de la endometriosis se realizó mediante la valoración 

macroscópica de las características del quiste anexial y su contenido, así como del 
aspecto de los implantes peritoneales tras un examen sistemático de la cavidad 
abdominal. Se realizó una búsqueda minuciosa de implantes peritoneales, lesiones 
atípicas, defectos peritoneales o adherencias para realizar un correcto estadiaje de la 
enfermedad. En todos los casos se comprobó en el examen anatomopatológico 
diferido la presencia de glándulas endometriales y estroma en las muestras extraídas. 
La extensión de la endometriosis se valoró según la clasificación revisada de la 
American Fertility Society (AFSr, 1996), agrupándose en estadios I-II o  
endometriosis mínima-leve (n=5) y estadios III-IV o endometriosis moderada-severa 
(n=50), para facilitar el análisis de los datos. 
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Se realizó un seguimiento evolutivo de las pacientes durante un tiempo 
medio de 16,7 meses (rango 6-40) con el objeto de identificar aquéllas en las que la 
endometriosis se expresara con una clínica más agresiva. Durante dicho periodo se 
evaluó la posible existencia de recidiva de la enfermedad mediante un exhaustivo 
seguimiento clínico y ecográfico. Las pacientes que no tuvieron un seguimiento 
mínimo de 6 meses (n=18) fueron excluidas del análisis de la recidiva. Se identificó 
un grupo de pacientes en las que no se produjo recidiva clínica o ecográfica (n=24) y 
un segundo de pacientes en las que se comprobó la existencia de recidiva mediante 
cirugía (n=13). En el grupo de pacientes con recidiva el nivel medio de antígeno   
CA 125 en sangre fue de 48,6 mg/dl (rango, 14-128), mientras que el grupo sin 
recidiva fue 54,4 (rango, 11-144). Además, se evaluaron las características de las 
lesiones presentes en la cirugía inicial para evidenciar el grado de extensión de la 
enfermedad antes del tratamiento (Tabla 3. 3). 

 
 

CARACTERÍSICAS DE LAS 
LESIONES INICIALES 

NO RECIDIVA (n=24)   
n (%) 

RECIDIVA (n=13)  
n (%) 

Lesiones ováricas 
      Endometrioma <5 cm 
      Endometrioma > 5 cm 
      Endometrioma bilateral 
      Implantes endometriósicos 

 
 10 (35,7) 
    8 (28,6) 
    9 (32,1) 

              2 (7,1) 

 
   4 (36,3) 
   4 (36,3) 
   3 (27,2) 

          0 (0) 
Lesiones peritoneales 
        Antiguos 
        Activos 
        Atípicas 

 
10 (35,7) 
2 (7,1) 
2 (7,1) 

 
   6 (54,5) 
 1 (9,0) 
 1 (9,0) 

Adherencias 
         Laxas 
         Densas 
         Douglas obliterado 

 
14 (50,0) 
  4 (14,2) 
  6 (21,4) 

 
   9 (81,8) 
   2 (18,1) 
   2 (18,1) 

 
Tabla 3. 3. Características de las lesiones de endometriosis en función de la recidiva. Cada paciente puede 
presentar varias lesiones. La existencia de recidiva se comprobó quirúrgicamente y la ausencia de recidiva se 
verificó clínica y ecográficamente. Los valores expresados entre paréntesis son porcentajes. 
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3. 2.  MUESTRAS 
 
 3. 2. 1. ENDOMETRIO CONTROL 
  
 Durante el procedimiento quirúrgico, bajo anestesia general, se obtuvo una 
muestra de tejido endometrial en cada una de las pacientes del grupo control. Tras un 
reconocimiento bajo anestesia y un examen con espéculo se extrajo una biopsia 
endometrial mediante una cánula de aspiración endometrial. 

 
 3. 2. 2. ENDOMETRIO EUTÓPICO 
 
 Mediante un procedimiento análogo al utilizado para la obtención de tejido 
endometrial en los controles, se realizó un aspirado endometrial en 37 de las 50 
mujeres con endometriosis. 
 
 3. 2. 3. ENDOMETRIO ECTÓPICO 
 

Las muestras de tejido endometriósico se obtuvieron de la cápsula de 
endometriomas ováricos. En la mayoría de los casos (n=42), la técnica quirúrgica 
permitió realizar una quistectomía siguiendo el plano de disección entre el 
endometrioma y el parénquima ovárico sano, por lo que se tomó una muestra 
significativa de este tejido. En los casos en que se realizó una anexectomía que 
incluía el endometrioma, el tejido ovárico adyacente fue separado de forma 
macroscópica mediante bisturí frío inmediatamente tras la intervención. 

 
Una biopsia del endometrioma fue remitida al laboratorio en todos los casos 

para realizar un estudio anatomopatológico diferido. La presencia de endometriosis 
fue comprobada mediante la identificación de glándulas y estroma endometrial en el 
examen histológico.   
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 3. 2. 4. LÍQUIDO PERITONEAL 
 

El líquido peritoneal se obtuvo en todos los casos durante el procedimiento 
quirúrgico realizado por laparoscópica. Se recogió una muestra de líquido peritoneal en 
las pacientes sometidas a esterilización tubárica (n=13), y en el grupo de pacientes con 
endometriosis (n=29), cuando existía un volumen significativo en la pelvis menor.  Por 
el contrario, no se tomó ninguna muestra de líquido peritoneal de las pacientes 
intervenidas por laparotomía para minimizar el riesgo de contaminación hemática  de 
la muestra. 

 
Tras acceso laparoscópico a la cavidad peritoneal mediante un sistema de 

trócares, se procedió a separar el paquete intestinal para visualizar correctamente la 
pelvis menor e identificar la presencia de líquido peritoneal. Las muestras de 
trasudado peritoneal se recogieron cuidadosamente del fondo de saco de Douglas y 
del espacio vesicouterino, tal y como se describe en estudios previos (Bouckaert y 
col, 1986). Se realizó una aspiración del mismo con un sistema cerrado con una cánula 
laparoscópica conectada a una jeringa estéril. Se desecharon las muestras en las que se 
evidenció contaminación macroscópica del trasudado peritoneal con restos hemáticos 
durante el acceso quirúrgico. No se realizaron lavados peritoneales previamente a la 
recolección de las muestras ni tampoco se utilizó anticoagulante. El procedimiento 
utilizado fue similar para los dos grupos de pacientes estudiados. 
 

 3. 2. 5.  PREPARACIÓN Y SEPARACIÓN DEL TEJIDO 
 

Tras obtener las diferentes muestras tisulares se procedió a su lavado en 
tampón fosfato salino (PBS, Dulbecco´s; Gibco BRL, Life Technologies Ltd., 
Paisley, United Kingdom). Todas las muestras de tejido se evaluaron 
microscópicamente para confirmar el diagnóstico.  

 
Los extractos citosólicos de las muestras se obtuvieron por homogeneización 

del tejido en tampón Tris-HCl 10 mmol/l que contenía EDTA 1,5mmol/l y 10% de 
glicerol. La suspensión se centrifugó a 100.000 x g, a 4ºC durante 15 minutos para 
separarlo de la fracción membranosa (pellet) y el sobrenadante (extracto de fracción 
citosólica) se alicuotó y se almacenó a -80ºC (Bouchet-Bernet C y col, 1995).  
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Los extractos de membrana se obtuvieron por solubilización del pellet en 

tampón Tris-HCl 20 mmol/l que contenía NaCl 125 mM y 1% Tritón X-100, se 
incubaron toda la noche a 4ºC, se centrifugaron a 100.000 x g a 4ºC durante 15 
minutos y posteriormente el sobrenadante (extracto de membrana) se alicuotó y 
congeló a -80ºC (Bouchet-Bernet C y col, 1995).   

 
Tras la recogida de las muestras de líquido peritoneal, tal y como se describe 

previamente (Bouckaert y col, 1986), se almacenó en nevera hasta la finalización del 
procedimiento quirúrgico. El líquido peritoneal se centrifugó inmediatamente 
después a 1.500 x g durante 30 minutos a 4ºC con el fin de separar las células y el 
sobrenadante se almacenó en alícuotas a -80ºC.  

 
Para la obtención de cortes histológicos aptos para microscopía óptica 

necesaria tras las técnicas de inmunohistoquimia e hibridación in situ, las secciones 
se fijaron durante la noche en paraformaldehído a 4ºC y se embebieron en bloques 
de parafina. 

 
Para la extracción y cuantificación posterior de las proteínas presentes en el 

tejido endometrial y endometriósico, las muestras se seccionaron de nuevo en piezas 
más pequeñas (≤ 1 mm3) y se lavaron intensamente en tampón PBS. A continuación, 
se congelaron en nitrógeno líquido donde se conservaron hasta el análisis. 
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3.3. TÉCNICAS INMUNOLÓGICAS, FUNCIONALES Y 
CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
 
 Los niveles antigénicos de los distintos parámetros se determinaron en extractos 
citosólicos y de membrana. Los niveles funcionales de PAI-1, uPA y tPA se evaluaron 
exclusivamente en fracción citosólica, ya que la solubilización de las membrana con 
Tritón X-100 disminuye o bloquea la funcionalidad de las proteínas. 
 
 3. 3. 1. CUANTIFICACIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES 
 

Los niveles de proteínas totales se cuantificaron utilizando una técnica 
comercial (BCA assay, Pierce, Rockford, IL). Se utilizó albúmina de suero bovino 
(BSA), fracción V (Sigma) se utilizó para realizar la curva estándar de referencia. 
Las muestras y los controles se determinaron por duplicado para comprobar la 
precisión de la cuantificación. 
  
 La técnica se realizó siguiendo las especificaciones de la casa comercial que, en 
esencia, consiste en una reacción colorimétrica cuyos resultados se comparan con una 
curva patrón de concentración conocida de proteína (albúmina). El sistema combina la 
conocida reacción de la proteína con Cu2+ en medio alcalino con un reactivo altamente 
sensible y selectivo para la determinación de Cu2+, denominado ácido bicincomínico. 
El ensayo es un método altamente sensible con determinación espectrofotométrica       
a 550 nm. 
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3. 3. 2. CUANTIFICACIÓN ANTIGÉNICA Y FUNCIONAL DE LOS 
COMPONENTES DEL SISTEMA FIBRINOLÍTICO Y DE LAS MMPS 

 
 La determinación de los distintos parámetros se llevó a cabo mediante técnicas 
de enzimoinmunoensayo (ELISA) para la valoración antigénica de los mismos, y 
con técnicas amidolíticas para la determinación funcional 
  

3. 3. 2. 1 Determinación antigénica del inhibidor del                   
activador del plasminógeno tipo 1 (PAI-1 ag)   

  
 El PAI-1 ag se determinó utilizando un kit comercial de ELISA          
(TintElize PAI-1, Biopool). El PAI-1 se encuentra en varias formas: activo, inactivo 
(latente) y acomplejado con tPA y uPA. El ensayo utilizado cuantifica todas las 
formas con la misma eficiencia. La variabilidad intraensayo e interensayo es 3% y 
7%, respectivamente. 
 
 Para la determinación antigénica del PAI-1 se utilizó el tipo de ELISA de 
"doble anticuerpo", o "sandwich". El esquema de las técnicas de ELISA sería el 
siguiente: 
 

1) Reacción inmunológica: Los pocillos de la microplaca se incuban con un 
exceso del anticuerpo de captura, generalmente un anticuerpo monoclonal 
específico contra la proteína a valorar. La muestra, convenientemente diluida, 
se incuba en la microplaca para lograr la completa unión de todo el antígeno 
de la muestra al anticuerpo de captura. Tras lavado de la placa, se incuba con 
un exceso de un segundo anticuerpo conjugado con un enzima, el anticuerpo 
de detección. El anticuerpo de detección se une al antígeno inmovilizado y 
forma un “sandwich” anticuerpo-antígeno-anticuerpo/enzima unido al 
pocillo. La cantidad de enzima unido al pocillo es directamente proporcional 
a la cantidad de antígeno presente en la muestra. 
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     Anticuerpo          Antígeno         Anticuerpo/ enzima         Complejo “Sandwich” 
         de captura            (muestra)         (conjugado) 
 

2) Reacción enzimática y cuantificación: A continuación se lava la microplaca, 
para separar la fracción de anticuerpo conjugado que no se ha unido, y se 
añade un sustrato sobre el cual actuará el enzima dando un producto 
coloreado (color amarillo). La absorbancia a una determinada longitud de 
onda, medida espectrofotométricamente, será proporcional a la concentración 
de antígeno en la muestra. Paralelamente, en cada placa se incluye un 
estándar de diferente concentración conocida del antígeno a valorar, para 
poder construir una curva de calibración. 

 

     

 

 Complejo “Sandwich”      Sustrato cromogénico      Reacción enzimática          
                                                                           (color amarillo) 
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 Para aumentar la especificidad de la reacción se utilizó el sistema ISAC 
(Immunological Specificity and Accuracy Control). Para ello cada muestra se 
deposita por duplicado en dos pocillos. El pocillo A contiene un exceso de 
anticuerpo en solución, de tal manera que todo el antígeno que contenga la muestra 
se unirá al anticuerpo en solución y se evita así que se una al anticuerpo prefijado a 
la fase sólida. Este pocillo se utilizará como blanco de cada muestra, lo que evita 
cualquier respuesta inespecífica. El pocillo N contiene inmunoglobulina 
inespecífica, de modo que el antígeno de la muestra se unirá al anticuerpo prefijado 
al pocillo y no al anticuerpo en solución.  
 
 Básicamente, el protocolo utilizado es el siguiente: 
 
 1) Se disuelve el vial de tampón PET (PBS/EDTA/Tween 20) en 1 litro de agua 

destilada. 
 
2) Se preparan diluciones de PAI-1 a concentraciones de 30, 20, 10, 5, 2.5, 1,   

0.5 y 0 ng/ml. 
 
3) Se reconstituye la placa con 100 µl/pocillo de tampón PET y se agita 

suavemente 1 minuto. Es importante evitar la contaminación del pocillo N con 
el contenido del pocillo A, pues infravaloraríamos el valor de PAI-1 de la 
muestra. 

 
4) Se añade 20 µl/pocillo de cada muestra o estándar al pocillo N y al adyacente 

pocillo A.  
 
5) Se reconstituye el liofilizado de anti-PAI-1 policlonal conjugado con 

peroxidasa con 6 ml de tampón PET, y se añade 50 µl a cada pocillo. 
 
6) Se incuba 2 horas a temperatura ambiente con agitación (500-600 rpm) y se 

lava la placa 4 veces con tampón PET. 
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7) Se reconstituye el sustrato ortofenildiaminodihidrocloro (OPD) con 22 ml de 
agua bidestilada y se añade, en el momento de utilizarlo, el vial de H2O2. Se 
añade 200 µl de sustrato a cada pocillo. Se incuba 15 minutos a temperatura 
ambiente en agitación. 

 
8) Se añade 50 µl de solución STOP (H2SO4 3,3M), se mide la absorbancia a   

492 nm y se sustrae la absorbancia a 620 nm en un lector de microplacas EAR 
400 AT. SLT (Labinstruments.). La concentración se calcula a partir de la 
curva patrón obtenida con los valores de absorbancia producidos por los 
estándares. 

   
3. 3. 2. 2 Determinación funcional del inhibidor del                   
activador del  plasminógeno tipo 1 (PAI-1 fc)  

 
 El ensayo funcional del PAI-1 consiste en valorar la capacidad inhibitoria que 
la muestra tiene sobre el tPA de una cadena (sct-PA) añadido a la muestra. En una 
primera etapa, parte del sct-PA añadido a la muestra es inhibido por el PAI-1 de la 
muestra a determinar. Posteriormente, mediante acidificación se destruyen otros 
inhibidores que puedan interferir en el ensayo. En una segunda etapa, se mide la 
actividad residual del tPA tras añadir a la muestra una mezcla de plasminógeno, 
fibrina y sustrato cromogénico. Esto permite que el tPA funcional residual active el 
plasminógeno en plasmita y que ésta actúe sobre el sustrato cromogénico para 
liberar pNA de color amarillo. Así pues, la cantidad de color producida será 
directamente proporcional a la cantidad de tPA de la muestra. Así se cuantifica el 
PAI-1 fc por la diferencia existente entre el tPA añadido y el tPA valorado  al final 
del ensayo. La variabilidad intra e interensayo es 6% y 9% respectivamente. 
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 Básicamente, el protocolo utilizado es el siguiente (Estellés A y col, 1994): 
 
1) Se incuba un volumen de tPA (sct-PA 40 UI/ml. American Diagnostica) con 

un volumen igual de muestra en tampón fosfato sódico 0,02 M pH 7,3, NaCl2 
0,1 M, durante 10 minutos a temperatura ambiente (concentración final de tPA 
es 2 UI./ml). 

 
2) La reacción se detiene mediante acidificación con un volumen igual de acetato 

sódico 1 M pH 3,9 durante 15 minutos y posteriormente se diluye a 1/50 con 
tampón Tris-HCl 0,05 M pH 8,8, NaCl2 0,1 M, Tritón X-100 0,1 µg/l. 

 
3) El volumen obtenido se mezcla con un volumen igual de una mezcla que 

contiene 1 M plasminógeno (Chromogenix), 0,6 mM S-2251  (Chromogenix) 
en el mismo tampón. A esta mezcla se le añade fibrina soluble a una 
concentración final de 0,07 g/l y se incuba durante 3 h a 37ºC. 

 
4) Se mide la absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas EAR 400 AT. 

SLT (Labinstruments), y se sustrae la absorbancia a 492 nm. Las muestras se 
leen frente a un blanco acidificado inmediatamente sin periodo de incubación 
que contiene muestra y tPA. 

 
5) La actividad del tPA residual se determina midiendo la generación de plasmina 

generada después de la adición de plasminógeno, fibrina soluble y  sustrato 
cromogénico 

 
6) La actividad funcional del PAI-1 se determina a partir de la diferencia entre el 

tPA añadido y el tPA residual. Se define como 1 UI de PAI-1 funcional, la 
cantidad que inhibe 1 UI de sct-PA en 10 minutos a temperatura ambiente. Los 
valores de las muestras se dan en relación a una curva patrón realizada con 
distintas concentraciones de patrón internacional de tPA.  
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3. 3. 2. 3.  Determinación antigénica del activador tisular  del               
plasminógeno (tPA ag)  

  
 La determinación del tPA ag se llevó a cabo utilizando un kit comercial de 
ELISA (TintElize tPA, Biopool). El ensayo cuantifica tanto las formas libres de tPA 
como las acomplejadas con los inhibidores con la misma eficiencia. El protocolo 
aplicado es prácticamente el mismo que el descrito anteriormente para el PAI-1 ag, 
con la única diferencia de que los anticuerpos de captura y detección son específicos 
para el tPA. El coeficiente de variación intraensayo e interensayo es 4% y 6%, 
respectivamente. 
 

3. 3. 2. 4. Determinación funcional del activador tisular del 
plasminógeno (tPA fc)  

  
 Para analizar el tPA fc se utilizó una técnica cromogénica descrita 
previamente (Gilabert J y col, 1995). La variabilidad intra e interensayo fue 8% y 
12%, respectivamente. La adición de plasminógeno a la muestra generará plasmina 
proporcionalmente a la cantidad de tPA existente en la muestra problema. Se añade 
también fibrina soluble para acelerar la producción de plasmina por el tPA. 
 
 Básicamente, el protocolo utilizado es el siguiente: 
 
1) 0,1 ml de muestra se diluye a 1/16 en tampón Tris-HCl 0,05 M pH 8,8, NaCl2 0,1 

M, Tritón X-100  0,1% y se incuba con 0,1 ml de una mezcla que contiene 
plasminógeno  1 M y S-2251 0,6 mM en el mismo tampón. A esta mezcla se le 
añade fibrina soluble a una concentración final de 0,07 g/l. 

 
2) Se incuba durante 3-5h a 37ºC y se mide la absorbancia a 405 nm y se sustrae la 

absorbancia a 492 nm en un lector de microplacas EAR 400 AT. SLT 
(Labinstruments). Los valores se contrastan con una curva patrón realizada con 
distintas concentraciones conocidas de tPA. 
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3. 3. 2. 5  Determinación antigénica del inhibidor del                   
activador del plasminógeno tipo 2 (PAI-2 ag)   

 
El PAI-2 ag se cuantificó por un ELISA comercial (Imubind PAI-2, 

American Diagnostica). El ensayo reconoce con igual sensibilidad el PAI-2 libre y 
el los complejos PAI-2:uPA. La variabilidad intra e interensayo es 4,5% y 8%, 
respectivamente. 
 
 El desarrollo de la técnica es equivalente al detallado para la cuantificación 
antigénica del PAI-1. 
  

3. 3. 2. 6. Determinación antigénica del activador del plasminógeno 
tipo uroquinasa (uPA ag)   

 
La uPA antigénica se cuantificó por un ELISA comercial (Zymutest  uPA, 

Hyphen Bomed). Dicho ensayo mide con similar eficacia tanto la uPA de una cadena  
(scu-PA) como la uPA de alto peso molecular (HMW-uPA). La uPA de bajo peso 
molecular (LMW-uPA) es cuantificada con alrededor de un 40% de eficacia en 
relación a la scu-PA y HMW-uPA. La variabilidad intra e interensayo es de 4% y 
10%, respectivamente. 
 

3. 3. 2. 7 Determinación funcional del activador del plasminógeno 
tipo uroquinasa (uPA fc)   

 
Los niveles funcionales de uPA se determinaron por inmunoabsorción 

(Chromolize uPA, Biopool). La variabilidad intra e interensayo es  6% y 11% 
respectivamente. 
 
  Esta técnica determina tanto tcu-PA como scu-PA, ya que este último también 
puede activar al plasminógeno en las condiciones del ensayo. Asimismo, puede 
cuantificar tanto la HMW-uPA como la LMW-uPA. 
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A continuación se detalla el protocolo utilizado:  
 

1) Se reconstituye el vial de scu-PA con 1 ml de tampón PET y se obtiene una 
concentración de 100 ng/ml. Se diluye con tampón PET a 1/10 para obtener 10 
ng/ml y se hacen diluciones sucesivas para obtener las concentraciones de        
1, 0.7, 0.5, 0.3, 0.2, 0.1, 0.05 y 0 ng/ml. 

 
2) Se añaden las muestras y los patrones a la placa donde ya está prefijado el 

anticuerpo. Se agita suavemente durante un minuto. 
 

3) Se incuba durante dos horas a temperatura ambiente en agitación con la placa 
tapada y se lava la placa cuatro veces con tampón PET. 

 
4) Se reconstituye el sustrato con el plasminógeno incorporado con 12,5 ml de 

tampón imidazol y se añaden 200 µl a cada pocillo de la placa. Se incuba 90 
minutos a 37ºC. 

 
5) Se detiene la reacción y se mide la absorbancia a 405 nm. La concentración 

de uPA puede extrapolarse a partir de la curva patrón, teniendo en cuenta que 
el resultado engloba a la actividad de uPA y a la scu-PA activable. 

 

3. 3. 2. 8. Determinación antigénica del receptor de la uroquinasa 
(uPAR) 

 
El uPAR se determine por un ELISA comercial (Imubind, total uPAR, 

American Diagnostica) que detecta tanto el uPAR libre como el acomplejado.        
La variabilidad intra e interensayo es  5% y 7%, respectivamente. 
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3. 3. 2. 9. Determinación antigénica del inhibidor del                   
activador del plasminógeno tipo 3 (PAI-3 ag)   

 
Los niveles antigénicos de PAI-3 se midieron por un ELISA, como se ha 

descrito previamente (España F y col, 1989; España F y col, 1991). La variabilidad 
intra e interensayo es 6% y 8%, respectivamente. 

 
3. 3. 2. 10. Determinación antigénica de los complejos del PAI-3 
(uPA:PAI-3 y tPA:PAI-3) 

 
Los complejos uPA:PAI-3 y tPA:PAI-3 se cuantificaron por ELISAs, como se 

han descrito previamente (España F y col, 1993). Las variabilidades intra e interensayo 
son 5% y 9% para uPA:PAI-3 y de 7% y 12% para tPA:PAI-3, respectivamente. 

 
3. 3. 2. 11. Determinación antigénica del inhibidor de la 
metaloproteasa tipo 3 (MMP-3 ag) 

 
La MMP-3 ag se cuantificó mediante un ensayo comercial de ELISA    

(MMP-3 ELISA, Oncogene). El ensayo detecta la MMP-3 libre, pero no los 
complejos MMP-3:TIMP. La variabilidad intra e interensayo es 5% y 9%, 
respectivamente. 
 

3. 3. 2. 12. Determinación antigénica del inhibidor tipo 1 de las 
metaloproteasas (TIMP-1 Ag) 

 
Los niveles antigénicos de TIMP-1 se evaluaron por un ELISA comercial 

(TIMP-1 ELISA, Oncogene). El ensayo reconoce tanto las formas libres como las 

acomplejadas. La variabilidad intra e interensayo es  4% y 7%, respectivamente. 
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3.4. INMUNOHISTOQUIMIA 
 

 Las técnicas de inmunohistoquimia han alcanzado un nivel de desarrollo y 

estandarización tal que en la actualidad son accesibles a cualquier laboratorio clínico. 

Estas técnicas permiten revelar la localización exacta de una proteína a nivel tisular y, 

en cierta medida, una valoración semicuantitativa. 

 

 Nosotros hemos empleado técnicas inmunohistoquímicas para la localización a 

nivel tisular de PAI-1, uPA y PAI-3. El protocolo aplicado se basa en el descrito 

previamente (Estellés A y col, 1994 y 1996) y se desarrolla en una serie de pasos de 

deparafinación, hidratación, permeabilización, inmunodetección y revelado 

enzimático, tal y como se describe en la figura 3. 2. El protocolo consta de los 

siguientes pasos: 

 

Obtención de los cortes 

1) Los bloques de tejido fijado y embebido en parafina se cortan en secciones de 3 

a 5 µm usando un microtomo de retracción (Microm), se depositan sobre 

portaobjetos tratados con poli-lisina y se dejan secar al aire. 

 

Deparafinación 

2) Se desparafina durante 30 minutos en xileno a 37ºC y se incuba 3 minutos en 

etanol al 100%. 

 

Bloqueo de la actividad peroxidasa endógena 

3) Se incuba 10 minutos en peróxido de hidrógeno al 3% y metanol. 
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Rehidratación 

4) Se incuba sucesivamente en etanol al 90%, 80%, 70% y 50% durante 2 minutos 

cada vez. 

 

 Permeabilización 

5) Los cortes se tratan en tampón PBS con concentraciones crecientes de Tritón 

X-100 (0.2%, 0.5% y 1%) durante 10 minutos cada vez. 

 

Tratamiento con pepsina 

6) Con el objeto de desenmascarar el antígeno se tratan durante 3 minutos a 37ºC 

con pepsina al 0.23% en 0.01N HCl. 

7) A continuación se lava dos veces con agua destilada y una con tampón PBS. 

 

Bloqueo de la unión inespecífica de avidina 

8) Se incuba durante 20 minutos con avidina al 0.1% en PBS a temperatura 

ambiente y se lava tres veces durante 3 minutos con PBS. 

9) Se incuba 20 minutos con d-biotina (1mg/ml) en PBS a temperatura ambiente y 

lavar tres veces durante 3 minutos con PBS. 

 

Bloqueo de  la unión no específica del segundo anticuerpo 

10) Se incuba una hora a temperatura ambiente con tampón PBS suplementado al 

1% con suero de cabra. 

 

Incubación del primer anticuerpo 

11) Se incuba una noche a 4ºC con el anticuerpo diluido al 0.1% en PBS/azida 

sódica y paralelamente se emplea en cada preparación una IgG preinmune de 

ratón. Las concentraciones finales del anticuerpo oscilan entre 10-30µg/ml 

dependiendo del anticuerpo empleado. Las concentraciones de los anticuerpos 

controles siempre son las mismas que las empleadas para el anticuerpo 
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ensayado. En el caso de la uPA y el PAI-1, se utilizaron anticuerpos 

monoclonales de ratón (American Diagnostica) a una concentración de 30 

µg/ml y 10 µg/ml respectivamente. Para la detección del PAI-3 se utilizó 

anticuerpo policlonal de conejo preparado como se describe previamente 

(España F y Griffin JH, 1989 c).  

 

12) Al día siguiente se incuba durante una hora a temperatura ambiente y se lava 

tres veces durante 3 minutos con Tritón X-100 al 0,5% en PBS. 

 

Incubación del segundo anticuerpo 

13) Se incuba 15 minutos con el segundo anticuerpo biotinilado (Jackson) contra 

IgG de ratón o de conejo, diluido al 1% en PBS suplementado con Tween 20 al 

0,05%. 

14) Se lava tres veces durante 3 minutos con 0.5% tritón X-100 en PBS. 

 

Incubación con el conjugado 

15) Se incuba con streptavidina-pexoxidasa (Zymed) durante 10 minutos y se lava 

tres veces 3 minutos con 0,5% tritón X-100 en PBS. 

 

Revelado enzimático 

16) Se incuba durante 15 minutos con el sustrato aminoetilcarbazol (AEC), en 

presencia del tampón adecuado y de peróxido de hidrógeno. Posteriormente se 

lava con agua destilada. 

  

Tinción de núcleos 

17) Se tiñen las preparaciones con hematoxilina de Gill 3X (Sigma) durante 2 

minutos y se lava abundantemente con agua corriente. 
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Montaje y Visualización 

18) Se procede entonces a cubrir los cortes cubreobjetos y con medio de montaje 

acuoso GVA (Zymed). La visualización se lleva a cabo en un microscopio   

BH-2 (Olympus) y el registro fotográfico se obtiene con películas de 

diapositiva de baja sensibilidad del tipo EPY-64T (Kodak).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 3. 2. Esquema del desarrollo de la técnica de inmunohistoquimia. Los cortes de tejido en parafina 
son pretratados tal y como se describe, e incubados con un anticuerpo específico. Se amplifica mediante un 
segundo anticuerpo biotinilado y se incuba con streptavidina conjugada con peroxidasa. Finalmente, se 
añade un sustrato cromogénico para revelar la presencia del antígeno analizado, se tiñen los núcleos y se 
monta la preparación. 
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3.5. HIBRIDACIÓN IN SITU 
 
 Las técnicas de hibridación in situ tratan de poner de manifiesto la presencia de 
un mRNA específico a nivel celular. La posibilidad de estudiar la expresión génica de 
distintos tipos celulares y de acceder, en el caso de la hibridación sobre tejido 
embebido en parafina, a gran cantidad de especimenes patológicos, hace de esta técnica 
una herramienta insustituible en el estudio de las bases moleculares de diferentes 
patologías. La hibridación in situ es además un complemento lógico a los estudios de 
inmunohistoquimia, ya que permite dilucidar el origen de las proteínas localizadas 
previamente mediante esta técnica inmunológica. (Angerer LM y col, 1987 y 1991; 
Hoefler H, 1990; Long A y col 1992; Moorman AFM y col 1993; Wilcox JN, 1993) 
 
 Por todo ello, la hibridación in situ ha emergido como una valiosa herramienta 
para la identificación de células individuales que expresan genes específicos. 
Recientemente las técnicas de marcaje, hibridación y autorradiografía han alcanzado 
una sensibilidad suficiente como para poder detectar mRNAs presentes en el 
citoplasma celular a nivel de unas pocas moléculas por célula. De hecho, cuando los 
mRNAs investigados están siendo producidos sólo por un pequeño número de células 
dentro del tejido, la hibridación in situ puede ser la técnica de hibridación de ácidos 
nucleicos más sensible a nuestra disposición. 
 
 Una cuestión clave en la hibridación in situ es el tipo de sonda a emplear para la 
hibridación y su marcaje. Llevar a cabo el proceso de hibridación directamente sobre el 
tejido complica mucho la ejecución de la técnica, ya que la sonda debe acceder al 
interior del medio celular e hibridar con su mRNA diana sin interaccionar con ningún 
componente celular presente en el mismo. En este contexto, adquiere especial 
importancia la especifidad de la señal, es decir, asegurar que la única señal remanente 
en la célula tras los procesos de lavado procede de sondas realmente hibridadas con sus 
mRNAs dianas.  
 
 Las sondas de RNA antisense (o contrasentido) ofrecen una combinación única 
de ventajas que las hace muy recomendables para su empleo en las técnicas de 
hibridación in situ para la detección de mRNAs específicos (Angerer LM, 1991).       
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En primer lugar, estas sondas aportan un gran aumento de la sensibilidad debido a la 
ausencia de fenómenos de competencia por reasociación de la propia sonda. Otra 
ventaja es la posibilidad de obtener sondas sense del mismo cDNA, por lo que son 
consideradas como el perfecto control negativo frente a señales inespecíficas. Estas 
señales inespecíficas o background, pueden ser reducidas en la medida de lo posible 
mediante la acción de RNasas bajo condiciones en las cuales los híbridos RNA-RNA 
sonda-diana son resistente a su digestión, degradándose de este modo todo el exceso de 
sonda no hibridada. Además, la gran estabilidad de los híbridos RNA-RNA           
(Casey J y col, 1977) permite unos lavados posthibridación a temperaturas 
relativamente altas, reducen el riesgo de uniones inespecíficas. Por otro lado, la síntesis 
in vitro de este tipo de sondas permite marcajes a una alta actividad específica   
(Melton DA y col, 1984). 
 
 Básicamente, la técnica de hibridación in situ empleada por nosotros se 
compone de cinco fases secuenciales, tal y como se esquematiza en la figura 3. 3 
(Wilcox JN y col, 1989; Seiffert D y col, 1991; Estellés A y col, 1994 y 1996). 
Partimos de cortes de tejido embebido en parafina que posteriormente son 
desparafinados, hidratados, fijados y permeabilizados en una primera fase de 
tratamientos previos a la hibridación. En una segunda fase, se procede a la hibridación 
propiamente dicha con la sonda radioactiva. La tercera fase de la técnica se compone 
de una serie de lavados encaminados a eliminar el exceso de sonda, dentro de la cual se 
incluye un tratamiento con RNasa y un proceso final de deshidratación de los cortes. 
La cuarta y quinta fase de este protocolo de hibridación in situ corresponden al proceso 
de autorradiografía y tinción del tejido respectivamente.  
 
 Más detalladamente, el protocolo aplicado por nosotros para la detección de los 
mRNA del PAI-1 es el siguiente: 
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 3. 5. 1. PREPARACIÓN DE LOS CORTES  
 
 Los bloques de tejido endometrial y endometriósico embebidos en parafina 
fueron cortados con un microtomo de retracción (Microm) a un espesor nominal de      
3 µm y extendidos en un baño a 42ºC. Los cortes seriados se colocaron sobre 
portaobjetos pretratados (Fisher) y se dejaron secar al aire. En este proceso se tomaron 
todas las precauciones necesarias para evitar la contaminación con actividades 
ribonucleasas, como el uso de guantes y el tratamiento con DEPC del agua del baño. 
 
 
 3. 5. 2. TRATAMIENTOS PREVIOS A LA HIBRIDACIÓN 
 
Desparafinación 
1) Se tratan los cortes en xileno 3 x 5 minutos. 
 
Hidratación 
2) Posteriormente se lavan en etanol al 50% en PBS durante 5 minutos. 
 
Fijación 
3) Se fijan en paraformaldehido al 4% durante 10 minutos en hielo. 
4) Y se lavan 5 minutos en 0.5x SSC. 
 
Permeabilización 
5) Los cortes se tratan con proteasa K (Boehringer Mannheim) a una 

concentración de 5µg/ml en NaCl 0.5M, Tris 10mM pH 8.0, durante 10 
minutos. 

6) A continuación se lavan con 0.5x SSC dos veces consecutivas durante 10 
minutos cada vez. 
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 3. 5. 3. HIBRIDACIÓN 
 
7) El corte de tejido se prehibrida con 100-300µl de solución de prehibridación 

(50% formamida, 0.3M NaCl, 20mM Tris pH 8.0, 5mM EDTA, 10% dextran 
sulfato, 10mM DTT, 1x solución de Denhardt) a 42ºC de una a tres horas en 
una cámara húmeda con 50% formamida, 4x SSC. 

 
8) Posteriormente se prepara la mezcla de hibridación de la siguiente manera:: 
 - Por cada 20µl de mezcla de hibridación, 
  *1µl de tRNA (10mg/ml) 
  *volumen de sonda (cRNA marcado con 35S) para 600.000 cpm 
  *volumen de agua estéril tratada con DEPC necesario para 3µl. 
 - Se añaden alícuotas de 20µl de mezcla de hibridación por cada 100µl de 

solución de prehibridación. 
 -  Se hierve durante 3 minutos en baño y se enfría rápidamente añadiendo 17µl 

de solución de prehibridación mantenida en hielo. 
- Las muestras se mantienen a 55ºC una noche dentro de la cámara húmeda. 

 
 3. 5. 4. LAVADOS 
 
9) A continuación se lava en 2x SSC, 2.5mM EDTA dos veces durante 5 minutos. 
 
Tratamiento con RNasa 
10) Las muestras se incuban durante 30 minutos con tampón RNasa (0.5M NaCl, 

10mM Tris pH 8.0) con 1 ml de RNasa A (Boehringer Mannheim) (20mg/ml). 
11) Se lavan en 2x SSC, 2.5mM EDTA dos veces durante 5 minutos. 
12) Se lavan en 0.1x SSC, 1mM EDTA con 3.5ml de β-mercaptoetanol a 60ºC 

durante 2 horas en constante agitación. 
13) Y se lavan en 0.5x SSC cuatro veces durante 10 minutos cada una. 
 
Deshidratación 
14) Se deshidratan en etanol al 50% y al 90% que contiene acetato amónico 0.3M 

durante 2 minutos cada uno. Se dejan secar al aire una noche. 
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 3. 5. 5. AUTORRADIOGRAFÍA 
 
Inmersión en la emulsión fotográfica 
15) Se funde la emulsión NTB-2 (Kodak) a 42ºC durante 45 minutos. Una vez en 

estado líquido, se diluye 1:1 en agua destilada precalentada a la misma 
temperatura. Se mantiene en baño a 42ºC de 15 a 30 minutos para eliminar las 
burbujas de la emulsión y proceder después a sumergir en ella las preparaciones  
durante unos segundos. 

 
Exposición  
16) Se dejan secar al aire en posición vertical durante unas 3 horas. Después las 

preparaciones se guardan en cajas con desecante y se exponen a 4ºC durante un 
período de tiempo que oscila de 2 a 12 semanas. 

 
Revelado 
17) Después de dejar atemperar una hora para evitar condensaciones, se incuban las 

preparaciones en revelador D19 de Kodak durante 2 minutos a 15ºC. 
18) Se lavan en agua 20 segundos para detener el revelado. 
19) Se incuban 5 minutos en fijador Kodak a 15 ºC. 
20) Y finalmente, se lavan 3 veces con agua durante 5 minutos cada vez. 
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 3. 5. 6. TINCIÓN Y MONTAJE 
 
Tinción de núcleos 
21) Las preparaciones se tratan 1 minuto con mordiente (25mM NaHCO3, 75mM 

MgSO4). 
22) Se tiñen los núcleos celulares con hematoxilina de Gill 3x (Sigma) durante 2 

minutos. 
23) Se lavan abundantemente con agua. 
 
Tinción  de citoplasmas 
24) Las preparaciones se tratan de nuevo con el mordiente durante 1 minuto. 
25) Se incuban durante 5 minutos con 50% etanol en PBS. 
26) Se tiñen durante 45 segundos con eosina alcohólica (Sigma). 
27) Se lavan 4 veces durante 2 minutos cada una en etanol absoluto. 
28) Y finalmente, se lavan 2 veces durante 5 minutos con el solvente Hemo-De 

(Fisher). 
 
Montaje 
29) Por último, se montan los cubreobjetos con medio de montaje Permount 

(Fisher). 
 
 3. 5. 7. MICROSCOPÍA 
 
 El resultado de todo este proceso es la aparición de unos precipitados de plata 
metálica sobre el tejido en aquellos lugares donde la emulsión fotográfica ha sido 
impresionada por la emisión radioactiva procedente de la sonda hibridada. Debido al 
pequeño diámetro de estos depósitos de plata, la observación de las preparaciones con 
microscopía óptica convencional sólo permite ver débilmente su señal. Para mejorar el 
análisis de estos precipitados se recurre al uso de epiluminación en un microscopio de 
fluorescencia BH-2 RFCA (Olympus), que dispone de un espejo dicroico tipo 
immunogold que permite el paso de luz visible. Este montaje hace brillar intensamente 
los depósitos de plata que resaltan sobre el fondo, siempre que la luz transmitida a 
través de la preparación sea lo suficientemente débil.  
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Figura 3. 3.  Esquema del desarrollo de la técnica de hibridación in situ. Los cortes de tejido en parafina 
son pretratados tal y como se describe, e hibridados frente a una sonda radioactiva complementaria de un 
determinado mRNA. Después de un intenso proceso de lavado se cubren las preparaciones con emulsión 
fotográfica líquida y se exponen a 4ºC durante un periodo de entre 2 y 12 semanas. Posteriormente, se 
revela la señal y se tiñe el tejido con hematoxilina-eosina para visualizar los detalles histológicos. 
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3.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
 
 Las diferencias entre las medias de las variables cuantitativas analizadas en los 
extractos de tejido de los diferentes grupos clínicos fueron determinadas mediante el 
test de ANOVA de una vía y test de rangos múltiples de Student-Newman-Keuls 
(cuando fue necesario). El test de ANOVA de dos vías se utilizó para detectar la 
posible interacción entre la presencia de la enfermedad y las fases del ciclo.  
 
 Cuando se realizó una comparación entre más de dos grupos se utilizó el test de 
ANOVA para detectar diferencias significativas, realizando una corrección de 
Bonferroni para estimar la varianza interna de los grupos. Posteriormente se realizó una 
prueba t de Student para la comparación de los grupos dos a dos. 
  
 La t de Student para datos apareados y el test no paramétrico de Wilcoxon se 
utilizaron en el subgrupo de 37 pacientes en las cuales se obtuvo simultáneamente 
muestra de tejido endometriósico y endometrial. 
 
 Las diferencias entre las medias de las variables analizadas en el líquido 
peritoneal se analizaron por las pruebas de t-Student o por U-Mann-Whitney.  
 
 Los niveles de significación de las correlaciones entre las variables se 
calcularon mediante la correlación bivariante de Pearson, correlación parcial y el  
test de regresión lineal múltiple. 
   
 Los resultados se consideraron  estadísticamente significativos cuando  p<0,05. 
  
         Todos estos análisis fueron realizados con el paquete estadístico SPSS 10.0 
para Windows (SPSS Inc.).  

 

Endometriosis: Fibrinolisis y Metaloproteasas. Material y métodos  
 

86



  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.- RESULTADOS 
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4. 1. SISTEMA FIBRINOLÍTICO EN EXTRACTOS TISULARES 
 

 
4. 1. 1. ACTIVADORES FIBRINOLÍTICOS 
 

 En el análisis de las muestras observamos que una cantidad significativa de 
los componentes del sistema fibrinolítico permanecían en el extracto de membrana 
de los diferentes tejidos estudiados, del endometrio eutópico y ectópico de mujeres 
con endometriosis y del endometrio control. Por ello, la cuantificación antigénica de 
dichos componentes se realizó tanto en los extractos de la fracción citosólica como 
en el conjunto de la fracción citosólica más la fracción de membrana. Sin embargo, 
tal y como se indica en Material y Métodos, la determinación funcional de los 
niveles de PAI-1, uPA y tPA se realizó sólo en los extractos citosólicos, ya que la 
solubilización de las membranas con Tritón X-100 disminuye o bloquea la actividad 
funcional de estos parámetros. 
  

En cuanto a los niveles antigénicos de tPA, no se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos estudiados, aunque los valores 
observados en el endometrio de las mujeres con endometriosis fueron ligeramente 
superiores que en el tejido endometriósico y el endometrio control. Por otra parte, 
los niveles funcionales de tPA resultaron ser menores en el tejido endometriósico 
(0,26±0,05 ng/mg), que en el endometrio control (0,60±0,10 ng/mg) (Tabla 4. 1).  

 
En el caso de la uPA comprobamos la presencia de unos niveles antigénicos 

estadísticamente superiores en el endometrio de mujeres con endometriosis que en el 
endometrio control (Tabla 4. 1, Figura 4. 1), tanto en la fracción citosólica 
(0,53±0,08 vs 0,27±0,03 ng/mg, p<0,001), como en el conjunto de la fracción 
citosólica más la fracción de membrana (1,65±0,16 vs 1,16±0,08 ng/mg, p<0,05). 
Los niveles funcionales de uPA también fueron significativamente mayores en el 
endometrio de mujeres con endometriosis (0,12±0,01 ng/mg), en comparación con el 
endometrio de los controles (0,06±0,001 ng/mg) (p<0,05). 
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Al estudiar los niveles del uPAR no se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los grupos estudiados, tanto en la fracción 
citosólica como en la citosólica más el extracto de membrana (Tabla 4. 1). 
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Tabla 4. 1. Niveles de activadores del plasminógeno en extractos de tejido endometriósico y endometrio 
de mujeres con y sin endometriosis. Los valores de tPA ag, uPA ag y uPAR ag se evaluaron en la 
fracción citosólica y de membrana  y los niveles de tPA y uPA funcional (fc) se determinaron sólo en la 
fracción citosólica.  Los datos se expresan como X ± EEM; a) fracción citosólica;  b) fracción citosólica 
más membrana; NS = No significación estadística 
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Figura 4. 1.  Niveles de activadores del plasminógeno en extractos de tejido endometriósico y 
endometrio de mujeres con y sin endometriosis. Se evidencia un aumento de los niveles antigénicos y 
funcionales de uPA en el endometrio eutópico de las mujeres con endometriosis. Se han considerado los 
valores de extracto citosólico para la determinación antigéncia de uPA.  
 
    Significación estadística (p < 0,05).       Significación estadística (p < 0,001).   

 
 
Según lo indicado en el capítulo de Material y Métodos, se estudió la 

distribución de las fases del ciclo en los grupos clínicos, observándose una 
distribución similar. Además, no se detectaron interacciones entre las fases del ciclo y 
los resultados obtenidos en el endometrio de mujeres con o sin endometriosis, usando 
el test ANOVA de dos vías.  
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4. 1. 2. INHIBIDORES FIBRINOLÍTICOS 
 

Los niveles antigénicos y funcionales de PAI-1, así como niveles antigénicos 
de PAI-2, de PAI-3 y de los complejos tPA:PAI-3 y uPA:PAI-3 se determinaron en 
los extractos tisulares de tejido endometriósico y endometrio de mujeres con y sin 
endometriosis (Tabla 4. 2).  

 
El tejido endometriósico mostró un nivel de PAI-1ag aumentado en el 

conjunto del extracto citosólico y de membrana (10,65±1,73 ng/mg), en 
comparación con el endometrio de mujeres con endometriosis (2,75±0,80 ng/mg) y 
el endometrio control (1,62±0,42 ng/mg) (Tabla 4. 2, Figura 4. 2). Se obtuvieron 
diferencias similares entre los grupos al valorar los niveles de PAI-1ag en la fracción 
citosólica. En relación a los niveles de PAI-1fc, también se observó un aumento en 
el tejido endometriósico, aunque las diferencias no fueron estadísticamente 
significativas (Tabla 4. 2). 

 
En cuanto a los valores de PAI-3ag, obtuvimos niveles significativamente 

menores  (p<0,01) en el tejido endometriósico (179±12 ng/mg) que en el endometrio 
control (338±42 ng/mg) (Tabla 4. 2, Figura 4. 2). 

 
Por el contrario, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

entre los grupos estudiados en relación a los niveles de PAI-2ag, ni en relación a los 
complejos uPA:PAI-3 o tPA:PAI-3 (Tabla 4. 2). 
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0,03±0,02 
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NS 

uPA:PAI-3 
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0,27±.0,15 a 
0,28 ±0,14 b 

0,27±0,013 
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NS 
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NS  
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Tabla 4. 2.  Niveles de los inhibidores fibrinolíticos en extractos de tejido endometriósico y endometrio 
de mujeres con y sin endometriosis. Los valores de PAI-1, -2 y -3 ag se evaluaron en la fracción 
citosólica (a)  y de membrana (b)  y los niveles de PAI-1fc se determinaron sólo en la fracción citosólica 
(a). Los datos se expresan como X ± EEM; NS = No significación estadística. 
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Figura 4. 2.  Niveles de los  inhibidores fibrinolíticos en extractos de tejido e
endometrio de mujeres con y sin endometriosis. Se evidencia un aumento de los niv
estadísticamente significativo     (p<0,001) en el endometrio ectópico de las mujeres c
en comparación con el endometrio eutópico y control. Los niveles de PAI-3ag eran s
menores en el tejido endometriósico que en el endometrio control. Se han considerad
extracto total (citosólico + membrana)     (p<0,01). 
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4. 2. SISTEMA DE LAS METALOPROTEASAS EN EXTRACTOS 
TISULARES 

 
Al igual que para los componentes del sistema fibrinolítico, los niveles 

antigénicos de MMP-3 y TIMP-1 fueron determinados en los extractos tisulares del 
tejido endometriósico y del endometrio de mujeres con y sin endometriosis      
(Tabla 4. 3, Figura 4. 3). 

 
En el caso de la MMP-3 se evidenciaron unos valores elevados en el conjunto 

del extracto citosólico y de membrana del endometrio de mujeres con endometriosis 
(4,00±0,49 ng/mg) en comparación con el tejido endometriósico (2,93±0,55 ng/mg) 
y el endometrio de mujeres con endometriosis (2,18±0,35 ng/mg). Además, los 
niveles de MMP-3 en el extracto citosólico del endometrio de mujeres con la 
enfermedad (1,77±0,40 ng/mg), fueron significativamente más altos que en el 
endometrio de los controles (0,69±0,14 ng/mg) (Tabla 4. 3, Figura 4. 3).  

 
En cuanto a los valores de TIMP-1, se observaron diferencias estadísticamente 

significativas entre los tres grupos, con niveles muy superiores en el tejido 
endometriósico (94±4 ng/mg) en comparación con el endometrio de mujeres con 
endometriosis (32±4 ng/mg) y en el endometrio de los controles (31±3 ng/mg). Se 
observaron cambios similares, también con significación estadística, en los niveles 
de TIMP- 1 al analizar por separado la fracción citosólica  de los extractos tisulares 
(Tabla 4. 3). 

 
 
 
 
 
 
 
 

   

Endometriosis: Fibrinolisis y Metaloproteasas. Resultados     

 
 

93



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Tejido 
endometriósico 

(n=50)  (I) 

Endometrio de 
mujeres con 

endometriosis 
(n=37) (II) 

Endometrio de 
mujeres sin 

endometriosis 
(n=37)  (III) 

ANOVA
 

I-II 
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0,76±0,13 a 

2,93±0,55 b 
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4,00 ±0,49 
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p<0,05 
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NS 

NS 
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29±4 a 

94±4 b 
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32±4 
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p<0,001

p<0,01 

p<0,01 

p<0,01 

NS 

NS 
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Tabla 4. 3.  Niveles antigénicos de  MMP-3 y TIMP-1 en extractos de tejido endometriósico y 
endometrio de mujeres con y sin endometriosis. Los datos se expresan como X ± EEM; a) fracción 
citosólica;  b) fracción citosólica más membrana; NS = No significación estadística.    
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Figura 4. 3.  Niveles antigénicos de MMP-3 y TIMP-1 en extractos de tejido e
endometrio de mujeres con y sin endometriosis. Se han considerado los valores d
Las diferencias fueron estadísticamente significativas   (      p< 0,05;      p<0,01).  
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4. 3. CORRELACIONES EN EL SISTEMA FIBRINOLÍTICO Y DE 
LAS METALOPROTEASAS 

 
4. 3. 1. CORRELACION ENTRE LOS NIVELES ANTIGÉNICOS Y 

FUNCIONALES 
 
Cuando se analiza la relación entre los niveles de tPAag y tPAfc en la 

fracción citosólica del endometrio de mujeres con y sin endometriosis existe una 
correlación positiva. Aunque esta relación directa está presente en todas las muestras 
estudiadas y es estadísticamente significativa (p<0,005) la correlación obtenida es 
débil (r = 0,365). 

 
También se evidencia una correlación positiva entre los niveles de uPAag y 

uPAfc en la fracción citosólica de extractos de tejido endometrial de mujeres con 
endometriosis y controles (Figura 4. 4). La correlación es ligeramente superior a la 
observada para el tPA (r = 0,509) con una significación estadística de p< 0,001. 
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Figura 4. 4. Correlación entre los niveles de uPA antigénico y funcional  en la fracción citosólica de 
extractos de endometrio de mujeres con y sin endometriosis. Se observa una correlación positiva       
(r= 0,509) estadísticamente significativa (p< 0,001). 
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En la figura 4. 5 se presenta la correlación entre los niveles de PAI-1fc y 

PAI-1ag en la fracción citosólica. Se demuestra la existencia de  una correlación 
positiva intermedia entre los niveles de PAI-1 antigénico y funcional en el tejido 
endometriósico y en el endometrio de mujeres con y sin endometriosis y      
(r=0,552, p<0,0001). Por ello podemos afirmar que, aunque los cambios observados 
en el tejido endometriósico corresponden PAI-1ag, existe una correlación en las 
muestras observadas con el componente funcional de dicha proteína. Así pues, el 
balance global en el tejido endometriósico sería un aumento de la expresión proteica 
de PAI-1, que se traduciría en una mayor inhibición de la actividad proteolítica. 
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Figura 4. 5. Correlación entre los niveles de PAI-1 antigénico y funcional  en fracción citosólica 
extractos de tejido endometriósico y endometrio de mujeres con y sin endometriosis. Se observa una 
correlación positiva (r= 0,552) estadísticamente significativa (p< 0,0001). 
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4. 3. 2. CORRELACION ENTRE ACTIVADORES E INHIBIDORES 
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La representación gráfica de la relación entre los niveles de uPA ag y de  
PAI-1 ag (Figura 4. 6) refleja el distinto perfil fibrinolítico presente en el 
endometrio de mujeres con endometriosis. El PAI-1 actúa como inhibidor de la uPA, 
con quien mantiene una correlación positiva buena en el endometrio control          
(r= 0,741; p< 0,0001) y algo más débil en el tejido endometriósico (r= 0,328; 
p<0,05). Sin embargo, el endometrio de las mujeres con endometriosis tiene un 
comportamiento diferente ya que no existe correlación entre el PAI-1ag y la uPAag, 
de manera que un aumento de los niveles de esta última no se correspondería con un 
aumento de su inhibidor y resulta en un balance proteolítico positivo. 
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Figura 4. 6. Correlación entre los niveles antigénicos de uPA y PAI-1 en extractos de endometrio 
ectópico de mujeres con endometriosis y endometrio control. Se observa una correlación positiva de 
ambos parámetros en el endometrio control (r = 0,741; p< 0,0001) y en el tejido endometriósico ectópico         
(r = 0,328; p< 0,05).  
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Al estudiar la relación entre los niveles antigénicos de uPA y de PAI-3 
(Figura 4. 7), se observa la existencia de una correlación negativa débil entre ambos 
parámetros en las muestras de tejido endometriósico (r= -0,206; p<0,05) y una 
correlación negativa intermedia en el endometrio de mujeres con endometriosis    
(r= -0,495; p< 0,05). Esta correlación no se encuentra en las muestras de tejido 
endometrial de mujeres controles.  
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Figura 4. 7. Correlación entre los niveles antigénicos de uPA y PAI-3 en extractos de endometrio 
ectópico y eutópico de mujeres con endometriosis. Se observa una correlación negativa de ambos 
parámetros en el endometrio eutópico (r= -0,495; p< 0,05) y en el tejido endometriósico ectópico (r= -
0,206; p< 0,05).  
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La relación entre la MMP-3 y su inhibidor TIMP-1, es un buen reflejo del 
balance activador:inhibidor, dentro del sistema de las metaloproteasas. Al estudiar la 
relación entre los niveles antigénicos de MMP-3 y TIMP-1 (Figura 4. 8), se observa 
la existencia de una correlación positiva de ambos parámetros únicamente en las 
muestras de tejido endometriósico ectópico (r= 0,647; p<0,001). Esta correlación no 
se observa en el endometrio de localización eutópica de mujeres con endometriosis.  
Hay que tener en cuenta que se ha determinado la fracción libre de MMP-3 y la 
fracción libre y acomplejada de TIMP-1. Así pues, estos datos sugieren que un 
aumento de los niveles de MMP-3 en el tejido endometriósico, podría verse 
compensado por un incremento de TIMP-1 que al formar complejos 1:1 con dicha 
proteasa produciría su inactivación. 
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Figura 4. 8. Correlación entre los niveles antigénicos de MMP-3 y TIMP-1 en extractos de endometrio 
ectópico de mujeres con endometriosis. Se observa una correlación positiva de ambos parámetros en el 
endometrio ectópico (r= 0,647; p< 0,001).  
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4. 3. 4. MUESTRAS APAREADAS EN LAS MUJERES CON 
ENDOMETRIOSIS 

 
En 37 de las 50 mujeres con endometriosis, se obtuvieron muestras de 

endometrio y tejido endometriósico ectópico simultáneamente. Las muestras 
recogidas en una misma paciente permiten la obtención de datos apareados, que son 
fácilmente comparables y eliminan factores externos de confusión. En este subgrupo 
de 37 pacientes, se confirmaron los resultados obtenidos en el grupo total. Así, por 
ejemplo, en el tejido endometriósico se observaron unos niveles de PAI-1ag 
significativamente mayores (11,57 ± 2,39 ng/mg) en comparación con el endometrio 
eutópico (2,75±0,80 ng/mg).  Se comprobó la existencia de cambios similares para 
el TIMP-1ag. Los niveles antigénicos de TIMP-1ag también fueron mayores en el 
tejido endometriósico (111 ± 21 ng/mg) que el endometrio eutópico de mujeres con 
endometriosis (32 ± 4 ng/mg) (Tabla 4. 4). 

 
 
 

 TEJIDO ENDOMETRIÓSICO ENDOMETRIO  Significación 
estadística 

u-PAag 
(ng/mg) 

0,20±0,02 a 
1,24±0,13 b 

0,53±0,08 
1,65±0,16 

p<0,01 
NS 

PAI-1ag 
(U/mg) 

3,26±0,69 a 

11,57±2,39 b 
0,71 ±0,15 
2,75±0,80  

p<0,01 
p< 0,01 

TIMP-1 ag
(ng/mg) 

35±6 a 
111±21 b 

17±3 
32±4 

p<0,05 
p< 0,01 

 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. 4.  Niveles de uPA ag, PAI-1 ag y TIMP-1 ag de las muestras apareadas en las mujeres con 
endometriosis. En 37 mujeres con endometriosis se obtuvo simultáneamente muestra de endometrio 
eutópico y ectópico. Los datos se expresan como X ± EEM; a) fracción citosólica;  b) fracción citosólica 
más membrana; NS = No significación estadística.    
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4. 4. SISTEMA FIBRINOLÍTICO Y DE LAS METALOPROTEASAS 
EN FUNCIÓN DE LA RECIDIVA DE LA ENDOMETRIOSIS 
 

Se realizó un seguimiento evolutivo de las pacientes con endometriosis para 
identificar los casos en los que se producía una recidiva de la endometriosis tras el 
tratamiento (n=13). En todas ellas se realizó una nueva intervención quirúrgica tras 
el diagnóstico clínico y ecográfico de sospecha de recidiva y se confirmó el 
diagnóstico de endometriosis recidivante con el estudio anatomopatológico. Por 
motivos éticos, aquellas mujeres que no refirieron clínica sospechosa de recidiva 
(n=24), sólo fueron controladas con un seguimiento clínico, ecográfico y bioquímico 
sin confirmación directa de la ausencia de recidiva. 

 
 Se estudiaron los niveles de los activadores fibrinolíticos en el tejido 

endometrial en función de la existencia de recidiva de enfermedad. No se evidenció 
diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos que pudieran sugerir 
la existencia de variaciones en la actividad proteolítica como justificación del 
diferente comportamiento evolutivo de la enfermedad (Tabla 4. 5).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. 5. Niveles de activadores del plasminógeno en extractos de endometrio de mujeres con 
endometriosis en función de la recidiva clínica. No se observan diferencias significativas en los 
parámetros estudiados entre ambos grupos. Los datos se expresan como X ± EEM; a) fracción citosólica;  
b) fracción citosólica más membrana; NS = No significación estadística    

 
 

NO RECIDIVA 
(n=24)  

RECIDIVA DE ENFERMEDAD 
(n=13) 

 
Significación 
estadística 

 
tPAag 

(ng/mg) 
3,63±0,84 a 
10,82±2,36 b 

4,04±0,43 
12,80±2,68 

NS 
NS 

tPAfc 
(U/mg) 0,44±0,12 a 0,33±0,27 NS 

uPAag
 

(ng/mg) 
0,58±0,18 a 
1,90±0,52 b 

0,59±0,22 
1,18±0,14 

NS 
NS 

uPAfc 
(ng/mg) 0,11±0,03 a 0,10±0,03 NS 

uPA-R 
(ng/mg) 

0,61±0,36 a 
3,29±1,87b 

0,64±0,41 
2,92±0,73 

NS 
NS 
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Se analizó el comportamiento de los inhibidores del sistema fibrinolítico en 

función de la existencia de recidiva de la endometriosis. No se observaron 
diferencias significativas entre los dos grupos que pudieran reflejar un estado de 
inhibición proteolítica distinto en función del curso clínico de la enfermedad    
(Tabla 4. 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

NO RECIDIVA 
(n=24)  

RECIDIVA DE ENFERMEDAD 
(n=13) 

 
Significación 
estadística 

 
PAI-1ag 
(ng/mg) 

0,79±0,28 a 
3,72±2,08 b 

0,40±0,19 
1,71±0,30 

NS 
NS 

PAI-1fc 
(U/mg) 1,38±0,86 a 1,50±0,50 NS 

PAI-2ag
 

(ng/mg) 
4,91±2,63 a 
8,66±4,17 b 

16,39±8,41 
20,63±10,78 

NS 
NS 

PAI-3ag 
(ng/mg) 

87±29 a 

263±70 b 
82±37 

258±116 NS 

uPA:PAI-3 
(ng/mg) 

0,21±0,10 a 
0,23±0,10b 

0,15±0,08 
0,20±0,09 

NS 
NS 

 

Tabla 4. 6. Niveles de inhibidores fibrinolíticos en extractos de endometrio de mujeres con 
endometriosis en función de la recidiva clínica. No se observan diferencias significativas en los 
parámetros estudiados entre ambos grupos. Los datos se expresan como X ± EEM; a) fracción citosólica;  
b) fracción citosólica más membrana; NS = No significación estadística.    
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El análisis de la expresión de la MMP-3 y el TIMP-1 se realizó, al igual que 
con los parámetros del sistema fibrinolítico, en función de la recidiva clínica de la 
enfermedad. La expresión de estos componentes del sistema de las metaloproteasas 
fue similar en los dos grupos estudiados, tanto en la fracción citosólica como en la 
fracción total de proteína (Tabla 4. 7). 
 
 
 

 
 

NO RECIDIVA 
(n=24)  

RECIDIVA DE LA ENFERMEDAD 
(n=13) 

 
Significación 
estadística 

 
MMP-3ag 
(ng/mg) 

0,84±0,22 a 
4,25±2,25 b 

0,68±0,20 
3,39±0,75 

NS 
NS 

TIMP-1ag
 

(ng/mg) 
18±6 a 
38±13 b 

21±8 
38±8 

NS 
NS 

 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. 7.  Niveles de MMP-3 y TIMP-1 en extractos de endometrio eutópico de mujeres con 
endometriosis en función de la recidiva de la enfermedad. Los datos se expresan como X ± EEM; a) 
fracción citosólica;  b) fracción citosólica más membrana; NS = No significación estadística.    
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4. 5. SISTEMA FIBRINOLÍTICO Y DE LAS METALOPROTEASAS 
EN OTROS EXTRACTOS TISULARES Y EN EL LÍQUIDO 
PERITONEAL 
 
 4. 5. 1. TEJIDO OVÁRICO  
 
 Las muestras de tejido endometriósico provenían de biopsias de 
endometriomas ováricos que se habían obtenido tras una quistectomía durante el 
procedimiento quirúrgico o habían sido separadas microscópicamente del tejido 
ovárico tras la extirpación del anexo. Se intentó valorar la posible interferencia en 
los resultados de una contaminación de la muestra de endometriosis por tejido 
ovárico no identificado correctamente como tal. Para ello se realizaron cinco 
biopsias de parénquima ovárico obtenido de las piezas de anexectomía en las que se 
analizaron los diferentes componentes del sistema fibrinolítico y de las MMPs. 
 
 La cuantificación de los activadores no mostró diferencias que pudieran 
interferir en los resultados observados. Los valores de la uPAag en tejido ovárico  
(0,37±0,20 ng/ml), fueron muy inferiores a los observados en el tejido 
endometriósico (1,31±0,13 ng/ml). Los niveles de MMP-3 fueron también mucho 
menores (0,06±0,02 ng/ml) que los obtenidos en el tejido endometriósico de las 
pacientes (2,93±0,55 ng/ml). 
 
 Al estudiar los niveles de inhibidores en el tejido ovárico tampoco se 
evidenciaron valores que pudieran influir en las determinaciones en los extractos de 
las muestras consideradas en el estudio. El nivel de PAI-1ag en el tejido ovárico 
(0,53±0,18 ng/ml) fue muy inferior al observado en el endometrio ectópico   
(10,65±1,73 ng/ml). Del mismo modo, los valores de TIMP-1ag en el ovario   
(23,6±8,95 ng/ml) fueron bajos comparados con el tejido endometriósico ectópico 
(94± 4 ng/ml). Así pues, la posible contaminación por tejido ovárico de la muestra 
de endometrioma, influiría a la baja en el nivel de TIMP-1 y PAI-1 detectados. Este 
hecho no modificaría los resultados observados, consistentes en un aumento 
significativo de estos inhibidores en el tejido endometriósico. 
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4. 5. 2. IMPLANTES PERITONEALES 
 
 Se identificaron cinco mujeres con endometriosis inicial (estadios I-II de la 
clasificación revisada AFS, AFSr) en las que se obtuvo muestra de implantes 
endometriósicos peritoneales y de endometrio. Se realizó una confirmación 
histológica de la presencia de endometriosis en todas las lesiones peritoneales 
identificadas en el examen intraoperatorio. 
 
 A continuación, se realizó un análisis preliminar de los niveles antigénicos de 
los componentes del sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas. Se estudiaron 
minuciosamente aquellos parámetros en los que se habían detectado previamente 
diferencias en las muestras de tejido de pacientes con endometriosis avanzada. 

 
Los niveles de uPAag fueron mayores en los implantes endometriósicos 

(estadios I-II) (2,08±0,65 ng/mg) que en los endometriomas (estadios III-IV)  
(1,31±0,13 ng/mg)  (Tabla 4. 8). Sin embargo, los niveles de PAI-1ag fueron 
inferiores en los implantes endometriósicos (1,21±0,72 ng/mg) que en los 
endometriomas (10,65±1,73 ng/mg) (Tabla 4. 8). Este hallazgo es congruente con la 
existencia de una mayor actividad proteolítica en los estadios precoces de la 
enfermedad 

 
Cuando se comparan los resultados en el endometrio de los diferentes grupos, 

se observa que los niveles de uPAag fueron mayores en el endometrio eutópico de 
las mujeres con endometriosis inicial (estadios I-II) (2,83±1,68 ng/mg) que en el 
endometrio de las pacientes con enfermedad avanzada (estadios III-IV)     
(1,65±0,16 ng/mg) y en el endometrio control (1,16±0,08 ng/mg) (Tabla 4. 9).  
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IMPLANTE 
ENDOMETRIÓSICO

(n=5)  

ENDOMETRIOMA 
OVÁRICO 

(n=50) 
Significación 
estadística 

uPAag 
(ng/mg) 2,08±0,65  1,31±0,13 

 
NS  

PAI-1ag 
(ng/mg) 1,21±0,72  10,65±1,73 NS 

PAI-3ag 
(ng/mg) 160±78  179±12 NS 

MMP-3ag 
(ng/mg) 3,13±0,32 2,93±0,55 NS 

TIMP-1ag 
(ng/mg) 90±3 94±4 NS 

Tabla 4. 8.  Niveles de componentes del sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas en las muestras 
de tejido endometriósico: Implantes peritoneales (estadios I-II de la AFSr) vs endometrioma ovárico  
(estadios III-IV de la AFSr). Se observa un aumento en los niveles de uPAag en los implantes 
endometriósicos. Existe además un nivel menor de PAI- ag en los implantes endometriósicos. Los datos 
se expresan como X ± EEM; NS = No significación estadística.    
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Endometrio 

control 
(n=37) 

Endometrio de 
endometriosis I-II

(n=5) 

Endometrio de 
endometriosis III-IV 

(n=37) 
ANOVA I-II vs 

Control 
I-II vs 
III-IV 

III-IV vs 
Control

 uPAag 
 (ng/mg) 

 
1,16±0,08 2,83±1,68  1,65±0,16 

 
<0,02  

 
<0,001  

 
<0,02 

 
NS  

  PAI-1ag 
 (ng/mg) 

 
1,62±0,42  1,40±0,55  2,75±0,80 

  
NS 

 
 NS 

  
NS  NS 

  PAI-3ag 
 (ng/mg) 

 
338±142 317±145 222±33 

 
NS 

 
NS 

 
NS NS 

  MMP-3ag 
 (ng/mg) 

 
2,18±0,35 3,36±1,05  4,00±0,49 

 
NS 

 
NS 

 
NS <0.05 

  TIMP-1ag 
 (ng/mg) 

 
31±3 14±3  32±4 

 
NS 

 
NS 

 
NS NS 

 
Tabla 4. 9.  Niveles de componentes del sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas en el endometrio 
eutópico de mujeres con endometriosis en función del estadio (estadios I-II vs III-IV de la AFSr). Se 
observa un aumento en los niveles de uPAag en el endometrio de las pacientes con endometriosis 
estadios I-II que en el endometrio de mujeres con estadios más avanzado de la enfermedad y en el 
endometrio control. Los datos se expresan como X ± EEM; NS = No significación estadística.   
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 4. 5. 3. LÍQUIDO PERITONEAL 
 
 Los niveles de los diferentes parámetros fibrinolíticos en el líquido peritoneal se 
muestran en la Tabla 4. 10. La concentración total de proteína en dichas muestras fue 
similar en las mujeres con y sin endometriosis.  
 
 El líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis mostró un mayor nivel 
de uPAag (1,89±0,22 ng/ml) en comparación con los controles (1,09±0,15 ng/ml).  Sin 
embargo, no se evidenciaron diferencias estadísticamente significativas en los demás 
parámetros estudiados. Estos hallazgos sugieren que existe un aumento de la actividad 
proteolítica en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis 
 
 Al estudiar los niveles de PAI-1ag y PAI-1fc en el líquido peritoneal, se 
observan valores cuantitativamente mayores en las mujeres con endometriosis que en 
los controles. Sin embargo, no existen diferencias estadísticamente significativas entre 
los grupos, probablemente debido a la menor cantidad de muestras de líquido 
peritoneal en el grupo control. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   

Endometriosis: Fibrinolisis y Metaloproteasas. Resultados     

 
 

107



  
  

 
Mujeres con 

endometriosis
(n=29) 

Mujeres sin 
endometriosis 

(n=13) 
Significación 
estadística 

Proteína total 
(mg/ml) 37,8±3,2 37,6±4,1 NS 

PAI-1ag (ng/ml) 21,7±3,7 13,5±6,0 NS 

PAI-1fc (U/ml) 2,8±1,5 0,4±0,2 NS 

PAI-2 ag (ng/ml) 3,8±0,8 4,9±1,6 NS 

PAI-3 ag (ng/ml) 1677±225 970±252 NS 

tPAag  (ng/ml) 19,2±2,0 28,1±6,6 NS 

tPAfc (U/ml) 0,04±0,01 0,10±0,04 NS 

uPAag
  (ng/ml) 1,89±0,22 1,09±0,15 p<0,05 

MMP-3ag (ng/ml) 86±33 71±12 NS 

TIMP-1ag (ng/ml) 1537±174 1585±269 NS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. 10.  Parámetros fibrinolíticos y de las MMPs en líquido peritoneal de mujeres con y sin 
endometriosis. Los datos se expresan como X ± EEM; NS = No significación estadística.   
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4. 6. INMUNOHISTOQUIMIA 
 
 Las técnicas de inmunohistoquimia se han aplicado a los componentes del 
sistema fibrinolítico en los que se observaron variaciones entre los diferentes 
extractos titulares. De esta manera se pretende localizar el lugar exacto de expresión 
de cada proteína en el tejido estudiado, así como analizar la existencia de posibles 
variaciones de su expresión según el momento del ciclo que no hubieran sido 
detectadas por técnicas cuantitativas.  
 
 Las figuras 4. 9 a 4. 17 muestran los resultados obtenidos al emplear las 
técnicas de inmunohistoquimia con anticuerpos dirigidos contra las proteínas del 
sistema fibrinolítico o relacionadas con él. La detección de un antígeno específico 
ocasiona la aparición de un precipitado de color entre rojo oscuro y marrón en la 
zona donde se localiza, mientras que la tinción del tejido con hematoxilina colorea 
los núcleos de color azul.  
  
 4. 6. 1. ENDOMETRIO DE MUJERES CON  Y SIN ENDOMETRIOSIS  
 
 En la figura 4. 9 se puede observar el resultado obtenido al emplear un 
anticuerpo anti-uPA en el endometrio de mujeres sin endometriosis. El panel A de la 
figura 4. 9 muestra el resultado de utilizar como primer anticuerpo una IgG 
preinmune sobre el endometrio de una mujer con endometriosis. Este procedimiento 
permite calibrar en el tejido analizado el grado de unión inespecífica del segundo 
anticuerpo, que en definitiva es el responsable de la aparición de la señal. El control 
aparece libre de señales inespecíficas. En los paneles B y C de la figura 4. 9 se 
observa una débil señal de uPA en el tejido endometrial, tanto en su componente 
glandular como estromal.  
 
  En la figura 4. 10 se evidencia una mayor expresión por inmunohistoquimia 
de la uPA sobre las glándulas endometriales de endometrio de mujeres con 
endometriosis. El tejido endometrial de estas mujeres muestra una intensa señal 
positiva fundamentalmente en el epitelio de las glándulas endometriales.  
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 El análisis de la señal de uPA mediante técnicas inmunohistoquímicas en 
función de la fase del ciclo se presenta en las figuras 4. 11 y 4. 12. La autenticidad 
de esta señal ha sido corroborada, de nuevo, con el empleo sistemático de controles 
con IgGs no inmunes (Figuras 4. 11 y 4. 12, Panel  A). 
 
 El endometrio proliferativo presenta una arquitectura glandular simple, con 
predominio del tejido estromal. El análisis por inmunohistoquimia del tejido muestra 
una señal de moderada intensidad de uPA a nivel del epitelio glandular con una 
señal focal  a nivel del estroma endometrial (Figura 4. 11).  
 
 El estudio del tejido endometrial en la fase secretora pone de manifiesto un 
predominio del componente glandular con una organización glandular tortuosa y un 
plegamiento interno de sus células. Se evidencia una señal intensa de uPA en las 
células epiteliales de las glándulas endometriales (Figura 4. 12).  
 

 En las figuras 4. 13 y 4. 14 se pueden observar los resultados obtenidos al 
emplear un anticuerpo anti-PAI-1 en el endometrio de mujeres control y el 
endometrio eutópico de las pacientes con endometriosis.  
 
 La figura 4. 13 muestra el endometrio de mujer sin endometriosis. Se utiliza 
un control negativo (Panel A) para descartar la presencia de señales inespecíficas. Se 
observa una señal débil difusa de PAI-1 en el componente estromal y glandular del 
tejido endometrial de la mujer sin endometriosis (Panel B). 
 
 En la figura 4. 14 puede apreciarse mediante inmunohistoquimia la 
localización de PAI-1en cortes de endometrio de mujeres con endometriosis. Se 
observa una señal de PAI-1 a nivel del epitelio glandular y del estroma al utilizarse 
mayores aumentos. 
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Figura 4. 9. Localización de uPA en el endometrio control. Se observa una débil señal tanto en el 
componente glandular como estromal del tejido endometrial. Panel A: Control negativo; Panel B y C: 
Anti-uPA  sobre endometrio eutópico (100x y 400x respectivamente).  
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Figura 4. 10. Localización de uPA en el endometrio eutópico de mujeres con endometriosis. El tejido 
endometrial presenta una señal positiva intensa, fundamentalmente en el epitelio de las glándulas 
endometriales. Panel A (200x) y B (400x).  
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Figura 4. 11. Localización de uPA en el endometrio eutópico de mujeres con endometriosis en fase 
proliferativa. Se  evidencian estructuras glandulares  proliferativas  en el control negativo (Panel A) y se 
identifica una señal de uPA de moderada intensidad a nivel del epitelio glandular con una señal focal a 
nivel del estroma endometrial  (panel B). 
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Figura 4. 12. Localización de uPA en el endometrio eutópico en fase secretora de mujeres con 
endometriosis. Se observan estructuras glandulares en fase  secretora en el control negativo (Panel A) y 
se identifica una señal de uPA intensa a nivel del epitelio glandular del endometrio eutópico de mujeres 
con endometriosis (Panel B). 
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Figura 4. 13. Localización de PAI-1 en el endometrio control. Se observa una señal débil difusa de  
PAI-1 en el componente estromal y glandular del tejido endometrial de las mujeres sin endometriosis.            
Panel A: Control negativo. Panel B: Anti-PAI-1 sobre  tejido endometrial control (Aumento 200x). 
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Figura 4. 14. Localización de PAI-1 en el endometrio eutópico de las mujeres con endometriosis.       
Se identifica la señal de PAI-1 en el epitelio glandular y el estroma, 200x (Panel A) y 400x (Panel B). 
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 4. 6. 2. TEJIDO ENDOMETRIÓSICO  
 
 

 Los resultados obtenidos al emplear las técnicas de inmunohistoquimia en 
extractos de tejido endometriósico se muestran en las figuras 4. 15, 4. 16 y 4. 17. 
Estas preparaciones permiten confirmar la presencia de tejido glandular y estroma 
endometrial en localizaciones ectópicas.   
  
 La figura 4. 15 muestra los resultados obtenidos al emplear un anticuerpo 
anti-PAI-1 en el tejido endometriósico de mujeres con endometriosis.  La expresión 
de PAI-1 es predominante en el componente estromal del tejido endometriósico y 
también en el epitelio glandular.  
 
 En la figura 4. 16 se comparan preparaciones con anticuerpo anti-PAI-1 en el 
control negativo (Panel A) y en el tejido endometriósico de mujeres con 
endometriosis (Panel B). Una vez más, el control negativo (Panel A) permite 
identificar la arquitectura tisular y excluir señales inespecíficas. 
 
 En la figura 4. 17 se comprueba la existencia de una débil señal cuando se 
emplean anticuerpos anti-uPA (Panel A). Sin embargo, si se emplean anticuerpos 
anti-PAI-3 (Panel B) se puede observar con claridad una señal difusa en el 
componente estromal del tejido endometriósico.  
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Figura 4. 15. Localización mediante inmunohistoquimia de PAI-1 en el endometrio ectópico.            
Las flechas indican la posición de la señal positiva. Panel A: Aumento a 200x. Panel B: Aumento a 400x. 

   

Endometriosis: Fibrinolisis y Metaloproteasas. Resultados     

 
 

118



 

       A 

   
 

 
 
 
 
 
 
 
            B 

 
Figura 4. 16. Localización de PAI-1 en el endometrio ectópico. Las flechas indican la posición de la 
señal positiva. Panel A: Control negativo con  IgG no inmune. Panel B: PAI-1 en tejido endometriósico 
(Aumento 100x). 
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Figura 4. 17. Localización de uPA y PAI-3 en el endometrio ectópico. Se comprueba una débil señal de 
uPA (Panel A) que contrasta con la señal intensa de PAI-3 en el componente estromal (Panel B).      
Panel A: Anti-uPA;  Panel B: Anti-PAI-3 (Aumento 100x). 
 
 

   

Endometriosis: Fibrinolisis y Metaloproteasas. Resultados     

 
 

120



 

4. 7.  HIBRIDACIÓN IN SITU 
 

 Las técnicas de hibridación in situ tratan de poner de manifiesto la presencia 
de un mRNA específico a nivel celular. Recientemente estas técnicas han alcanzado 
una sensibilidad suficiente como para poder detectar un escaso número de moléculas 
mRNAs presentes en el citoplasma celular. Este gran avance permite identificar 
células individuales que expresan genes específicos dentro de un tejido. 
 
 Con el objeto de identificar las células responsables de la síntesis de las 
diferentes proteínas analizadas previamente mediante técnicas inmunológicas, se 
desarrollaron una serie de experiencias de hibridación in situ. En las siguientes 
figuras se presentan los resultados obtenidos al emplearlas sobre cortes de tejido 
endometrial embebido en parafina de mujeres con endometriosis y controles. Tras la 
desintegración de los átomos de 35S incorporados en la sonda empleada, el revelado 
de la emulsión fotográfica pone de manifiesto la presencia de precipitados puntuales 
de plata allí donde previamente se ha hibridado la sonda. Estos granos de plata 
adquieren un color verde brillante al ser observados en un microscopio de 
fluorescencia dotado de un filtro del tipo immunogold. El tejido presenta una 
coloración azul en los núcleos y rosada en los citoplasmas como consecuencia de la 
tinción de hematoxilina-eosina aplicada. Finalmente, la detección de los granos de 
plata exige que la luz transmitida a través de la preparación no sea muy intensa, ya 
que en caso opuesto alteraría los colores del tejido. 
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4. 7. 1. ENDOMETRIO DE MUJERES CON  Y SIN ENDOMETRIOSIS  
 
 La expresión del mRNA del PAI-1 en el endometrio control y en endometrio 
eutópico de mujeres sin y con endometriosis queda reflejado en las figuras 4. 18 y  
4. 19.  El tejido endometrial de estas mujeres muestra una débil señal positiva en el 
estroma. Esta señal es de carácter difuso y posee una intensidad similar en todo el 
tejido analizado.  
 
 
 4. 7. 2. TEJIDO ENDOMETRIÓSICO  
 

 En las figuras 4. 20, 4. 21 y 4. 22 se pueden observar los resultados obtenidos 
al estudiar la expresión del mRNA del PAI-1 en el tejido endometriósico de mujeres 
con endometriosis.   
 
 El panel A de la figura 4. 20 muestra la ausencia de señal en el control 
negativo. Se visualiza mRNA de PAI-1 tanto en el epitelio glandular (Panel B) 
como en el estroma del tejido endometriósico de mujeres con endometriosis     
(Panel C). La figura 4. 21 muestra la localización  del mRNA de PAI-1 mediante 
hibridación in situ en el endotelio vascular del endometrioma ovárico             
(Paneles B y C). En la figura 4. 22 la expresión del mRNA de PAI-1 se localiza en 
el estroma del endometrioma (Panel B). 
 

   

Endometriosis: Fibrinolisis y Metaloproteasas. Resultados     

 
 

122



 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
A 

 
   
 
 
 
 
 
 

             
 
 
 
   B 

          B 

          
 
Figura 4. 18. Localización  del mRNA del PAI-1 mediante hibridación in situ en cortes de endometrio 
control. Se observa una débil señal inespecífica de mRNA en el estroma del tejido endometrial 
procedente de mujeres sin endometriosis. Panel A: Control negativo; Panel B: Visualización de 
expresión de mRNA  (Aumento 200x). 
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Figura 4. 19. Localización del mRNA de PAI-1 mediante hibridación in situ en cortes de endometrio 
eutópico. Existe una débil señal positiva en el estroma endometrial. Las flechas indican los lugares de la 
señal positiva. Panel A: Control negativo; Panel B: Visualización de la expresión de mRNA        
(Aumento 200x). 
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Figura 4. 20. Localización del mRNA de PAI-1 mediante hibridación in situ en cortes de 
endometrioma. Las flechas indican los lugares en los que existe una señal positiva. Panel A: Control 
negativo; Panel B: señal del mRNA de PAI-1 en el epitelio glandular; Panel C: Visualización de 
expresión del mRNA de PAI-1  sobre el estroma (Aumento 200x). 
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Figura 4. 21. Localización del mRNA de PAI-1 mediante hibridación in situ en cortes de 
endometrioma. Las flechas indican los lugares en los que existe una señal positiva Panel A: Control 
negativo    (Aumento 200x); Panel B: señal del mRNA de PAI-1 en el endotelio vascular (Aumento 200x); 
Panel C: Visualización de expresión del mRNA de PAI-1 sobre el endotelio vascular y el epitelio 
glandular (Aumento 100x). 
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Figura 4. 22. Localización del mRNA de PAI-1 mediante hibridación in situ en cortes de 
endometrioma. Panel A: Control negativo; Panel B: Visualización de expresión del mRNA de PAI-1  
sobre el estroma y epitelio glandular. 
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5.- DISCUSIÓN 
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La endometriosis es una enfermedad ginecológica benigna pero de 
importante repercusión clínica y cuya etiología permanece todavía desconocida a 
pesar de varias décadas de estudio en este campo. La teoría de la implantación, 
basada en un proceso de menstruación retrógrada, supone la existencia de un tejido 
endometrial con capacidad de adhesión e invasión del tejido peritoneal y ovárico 
debido a su capacidad proteolítica sobre la matriz extracelular (Spuijbroek y col, 
1992; Kobayashi y col, 2000). En el desarrollo de este proceso están implicados el 
sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas. 

 
El sistema fibrinolítico está relacionado con diversos procesos tales como la 

lisis del coágulo de fibrina, la remodelación tisular y la invasión tumoral.               
En relación al sistema reproductivo se ha destacado su papel en los procesos de 
ovulación, fecundación e implantación del embrión, así como en otras situaciones 
patológicas como es la endometriosis (Loskutoff DJ y col, 1991; Estellés A y col, 
1994; Gilabert J y col, 1995b; Andreasen PA y col, 1997; Murphy G y col, 2000; 
Castelló R y col, 2002). 
 

Tal y como se ha expuesto anteriormente, en el presente trabajo se han 
analizado los niveles antigénicos y funcionales de diversos componentes del sistema 
fibrinolítico y de las metaloproteasas. Se ha observado un aumento de los niveles de 
uPA y MMP-3 en el endometrio de las mujeres con endometriosis, al compararlas 
con los controles libres de enfermedad. Por otra parte, existe un mayor nivel de   
PAI-1 y TIMP-1 en el tejido endometriósico de endometriomas ováricos que en el 
endometrio de las mujeres con o sin endometriosis. Se ha sugerido que fragmentos 
de tejido endometrial ectópico poseen la capacidad de adherirse e invadir una 
superficie peritoneal intacta (Witz CA y col, 2001). Los componentes de estos 
fragmentos presentes en el tejido endometrial y endometriósico, entre los que se 
encuentran los activadores del plasminógeno y las MMPs, participarían activamente 
en el establecimiento y remodelado de las lesiones endometriósicas. La alteración de 
la expresión de los activadores del plasminógeno, de las MMPs y de sus inhibidores 
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podría asociarse con un fenotipo celular más agresivo con una mayor capacidad para 
degradar la matriz extracelular peritoneal. 

 
 
En relación al sistema fibrinolítico, hemos observado un aumento en el nivel 

antigénico de la uPA en el endometrio de mujeres con endometriosis en 
comparación con el endometrio de los controles. Estudios previos han sugerido 
igualmente que la mayor concentración de uPA en el endometrio de las mujeres con 
endometriosis podría alterar la degradación del endometrio durante la menstruación 
(Bruse C y col, 1998; Kobayashi H y col, 2000). De esta manera, fragmentos con 
mayor potencial para degradar la matriz extracelular podrían migrar a la cavidad 
peritoneal mediante el fenómeno de menstruación retrógrada y posteriormente 
implantarse en localizaciones ectópicas.  
 
 Estudios previos han encontrado una concentración mayor de uPA antigénica 
en el tejido endometriósico de mujeres con endometriosis (Bruse C y col, 1998).           
Sin embargo, nuestro estudio no ha evidenciado este aumento de uPA en el 
endometrio ectópico. Las diferentes características de las muestras endometriósicas 
podrían explicar la discrepancia en los resultados observados. En el presente estudio 
la mayor parte de las muestras provenían de endometriomas ováricos y las lesiones 
endometriósicas peritoneales fueron estudiadas por separado. Por el contrario, 
estudios previos consideraron conjuntamente los quistes endometriósicos, los 
implantes en la cicatriz de la pared abdominal, o las lesiones peritoneales y 
vaginales (Bruse C y col, 1998). 
 

En el presente estudio se analiza el comportamiento proteolítico del 
endometrio y de los implantes endometriósicos peritoneales de mujeres con estadios 
iniciales de la enfermedad. La obtención quirúrgica del implante peritoneal es un 
proceso dificultoso y supone, en algunas localizaciones, un riesgo de lesión visceral 
o vascular. Por ello, la mayoría de las ocasiones se opta por la fulguración de dichos 
implantes sin obtener muestra para estudio histológico, lo que supone una 
importante limitación en el estudio de estas pacientes. Nosotros hemos analizado 
cinco implantes endometriósicos peritoneales tras realizar una cuidadosa disección 
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endoscópica de los mismos y hemos observado la existencia de un mayor nivel de 
uPA en comparación con el tejido proveniente de los endometriomas ováricos. 
Además, el endometrio de las pacientes con estadios iniciales de la enfermedad 
poseía un nivel más elevado de uPA que el endometrio de mujeres con estadios 
avanzados de la enfermedad (Tabla 4. 9.). Este hecho podría explicar la mayor 
capacidad de implantación a nivel peritoneal de los fragmentos endometriales en los 
estadios iniciales de la enfermedad, lo que es congruente con el hallazgo frecuente 
de lesiones peritoneales activas en estas pacientes. Sin embargo, la escasa cantidad 
de muestra obtenida de los implantes peritoneales supone el principal factor 
limitante para conseguir un número suficiente de muestras que permita detectar 
diferencias significativas. Nuestros resultados sugieren que la expresión de uPA está 
significativamente aumentada en estadios iniciales, mientras que tras el desarrollo 
del quiste endometriósico, esta actividad ya no está aumentada. Una hipótesis 
similar se ha postulado con anterioridad en relación a la expresión de la MMP-2 en 
la endometriosis (Chung HW y col, 2002).   
 

Se ha comprobado la existencia de unos niveles mayores de PAI-1 en el 
tejido endometriósico en comparación con el endometrio ectópico. Estos cambios 
podrían estar implicados en la capacidad de crecimiento e invasión de la lesión 
endometriósica. Las concentraciones mayores de PAI-1 en el tejido endometriósico 
en comparación con el endometrio, también han sido evidenciadas en estudios 
previos (Bruse C y col, 1998). En el presente trabajo, el endometrio de las mujeres 
con endometriosis no mostró aumento en los niveles antigénicos de PAI-1 en 
comparación con los controles. Estos resultados son concordantes con estudios 
previos (Fernandez-Shaw S y col, 1995), donde no se encontraron diferencias en la 
expresión de PAI-1 mediante técnicas de inmunohistoquimia entre el endometrio de 
mujeres con y sin endometriosis. El hallazgo de un nivel elevado de PAI-1 en los 
endometriomas ováricos de nuestro estudio sugiere que su expresión está 
correlacionada con estadios más avanzados de la enfermedad. 

 
El PAI-3 es un inhibidor de proteasas presente en el plasma, la orina, y el 

líquido seminal y folicular. Trabajos previos han sugerido que este inhibidor podría 
estar implicado en la reproducción humana (España y col, 1991; 1993; 1999).  En el 
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presente estudio, se han encontrado unos niveles más bajos de PAI-3 en el tejido 
endometriósico en comparación con el endometrio, sin embargo no se han detectado 
diferencias estadísticamente significativas en los complejos de PAI-3 entre los 
grupos estudiados. Hasta la fecha, no hemos encontrado en la literatura otros 
estudios sobre los cambios en los niveles de este inhibidor en relación con el tejido 
endometrial ni con la endometriosis. Se ha sugerido que el PAI-3 protege a la uPA 
de la inactivación por el PAI-1 (Schwartz BS y España F, 1999).  La disminución en 
los niveles de PAI-3 observada en el tejido endometriósico podría potenciar la 
inhibición de la uPA por PAI-1, que además está incrementado en este tejido y 
contribuye al proceso de implantación de las células endometriales. 

 
En relación al sistema de las MMPs, hemos evidenciado la presencia de 

niveles elevados de MMP-3 en el endometrio de mujeres con endometriosis, que 
podrían potenciar su capacidad invasiva. La migración retrógrada de fragmentos 
endometriales hacia la cavidad peritoneal podría iniciar el proceso de degradación de 
la matriz extracelular y facilitar la invasión tisular. Estos hallazgos han sido 
confirmados en estudios previos (Sillem M y col, 2001). En este sentido, se han 
desarrollado modelos de endometriosis inducida quirúrgicamente en rodeores para 
estudiar el papel de las MMPs en la patogenia de esta enfermedad. En contraste con 
nuestros resultados, en estos modelos se detectó la expresión de mRNA para   
MMP-3 en implantes endometriósicos pero no en tejido uterino eutópico            
(Cox KE y col, 2001). Sin embargo, la inducción de endometriosis mediante 
autotransplante del endometrio del animal no es un proceso espontáneo como en el 
ser humano. Las diferencias observadas en los niveles de MMP-3 en el endometrio 
eutópico, entre nuestro estudio y los estudios animales, podrían explicar el papel de 
esta MMP en la patogenia de la enfermedad. 

 
También hemos constatado un aumento de los niveles de TIMP-1 en el tejido 

endometriósico. Este aumento se ha demostrado previamente en estudios in vitro 
(Sharpe-Timms KL y col, 1995 y 2001). Sin embargo, otros autores han encontrado 
una menor expresión de TIMP-1 en tejido endometriósico en comparación con el 
endometrio (Gottschalk C y col, 2000). Otros estudios han detectado un aumento de 
la secreción de TIMP-1 por parte de las células endometriales de las pacientes con 
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endometriosis (Sillem M y col, 2001). El aumento de TIMP-1 y la inhibición de la 
actividad de MMP que conlleva, explicaría el hallazgo clínico frecuente de un quiste 
endometriósico aislado sin invasión del tejido ovárico circundante. 

 
 
La actividad proteolítica de cada tejido está sometida a una compleja 

regulación por factores hormonales y citoquinas que son variables en cada paciente 
y potencialmente podrían interferir en los resultados observados. Para evitar este 
sesgo de confusión, se analizaron muestras apareadas de endometrio y tejido 
endometriósico procedentes de la misma paciente y obtenidas durante el mismo 
procedimiento quirúrgico. En este subgrupo se confirmó el aumento de activadores 
en el endometrio eutópico y un aumento de los inhibidores en el tejido 
endometriósico.  

 
La separación del tejido endometriósico del tejido ovárico sano se realiza de 

forma macroscópica mediante la exéresis del quiste endometriósico. Sin embargo, el 
plano de disección no es siempre identificable con facilidad lo que supone una 
limitación en la correcta recogida de las muestras. Se estudiaron cinco biopsias de 
ovario para comprobar si el parénquima ovárico produce niveles de alguno de los 
parámetros estudiados que pudieran interferir en los resultados obtenidos.               
Se detectaron niveles de los parámetros estudiados mucho menores en el tejido 
endometriósico, por lo que la contaminación accidental de las muestras por tejido 
ovárico no interferiría con los resultados observados. 

 
La endometriosis es una enfermedad crónica y progresiva, con un 

comportamiento clínico diferente en cada paciente. En el presente estudio se ha 
evaluado la existencia de recidiva de la enfermedad tras la cirugía para identificar 
posibles factores proteolíticos tisulares predictores de un comportamiento clínico 
más agresivo. El análisis de los diversos componentes del sistema fibrinolítico y de 
las MMPs en función de la recidiva de la enfermedad no encontró ningún cambio 
significativo. Posiblemente existan otros factores implicados en la recidiva, como 
pueda ser la técnica quirúrgica empleada o la vía de acceso.  
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Cuando analizamos el líquido peritoneal, encontramos un aumento en los 

niveles de uPA en las pacientes con endometriosis (estadios III y IV) en relación a 
las mujeres sin la enfermedad. Por el contrario, no se observan diferencias en el 
resto de los parámetros fibrinolíticos estudiados. En la literatura existen resultados 
contradictorios en relación a la actividad fibrinolítica en el líquido peritoneal de las  
mujeres con endometriosis. Algunos autores han encontrado un aumento en la 
concentración de tPA y uPA en el líquido peritoneal de las mujeres con 
endometriosis (Astedt B y Nordenskjold F, 1984). Por el contrario, otros estudios no 
han observado diferencias en la actividad fibrinolítica del líquido peritoneal, 
sugiriendo que las alteraciones proteolíticas podrían estar presentes en el endometrio 
ectópico y no ser detectables en el líquido peritoneal (Batzofin JH y col, 1985; 
Duselman GA y col, 1988). Además, se ha evidenciado un aumento de los niveles 
de uPA en el líquido peritoneal en los casos de adherencias pélvicas y una 
disminución de los niveles de PAI-2 en estadios iniciales de endometriosis sin 
síndrome adherencial asociado (Edelstam G y col, 1998). En consecuencia, el 
aumento del nivel de uPA en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis 
traduciría una activación del sistema proteolítico en un intento de limitar el proceso 
de neoformación de adherencias. 

 
En el presente trabajo se han empleado técnicas de inmunohistoquimia en 

aquellos componentes del sistema fibrinolítico en los que se observaron variaciones 
entre los diferentes extractos tisulares (uPA, PAI-1 y PAI-3). Se ha pretendido 
localizar el lugar de expresión de cada proteína en el tejido, así como analizar la 
existencia de posibles variaciones de la misma. Con relación a la uPA se ha 
observado un aumento de su expresión en el epitelio glandular del endometrio de las 
mujeres con endometriosis que confirma los resultados obtenidos con técnicas de 
ELISA. En contraposición con estos hallazgos, Fernandez-Shaw y col (1995), no 
demostraron variaciones de la expresión de uPA en el endometrio de las mujeres con 
endometriosis por inmunohistoquimia.   
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En cuanto a la expresión inmunohistoquímica de los inhibidores 
fibrinolíticos, el PAI-1 presenta una señal más intensa en el tejido endometriósico, lo 
que se correlaciona con los resultados obtenidos por técnicas de ELISA. Esta señal 
se localiza en el estroma, en el epitelio glandular y en el endotelio de los vasos del 
tejido endometriósico. El estudio por hibridación in situ evidencia una expresión del 
mRNA del  PAI-1 en aquellos lugares en donde se expresó la proteína.  Por otra 
parte, el PAI-3 se expresa de una manera difusa en el estroma del tejido 
endometriósico. Aunque se ha sugerido un papel potencial de este inhibidor en la 
génesis del cáncer de algunos tejidos regulados hormonalmente (Palmieri D y col, 
2002), no hay trabajos previos en relación al PAI-3 y la endometriosis, por lo que se 
requerirán otros estudios para delimitar el papel del mismo en esta enfermedad.  

 

Este trabajo analiza los niveles antigénicos y funcionales de diferentes 
componentes del sistema de activación del plasminógeno y de las MMPs en 
endometriosis. Sin embargo, la cantidad de tejido disponible es limitada y los 
métodos convencionales requieren cantidades relativamente grandes de material. Por 
otra parte, la proteína representa sólo un aspecto de la alteración en la expresión de 
los genes celulares. Por ello, estamos llevando a cabo la cuantificación de los niveles 
de mRNA utilizando un método de RT-PCR cuantitativo en tiempo real que 
previamente se ha puesto a punto y se ha validado en nuestro laboratorio (Castelló R 
y col,  2002). Los resultados preliminares muestran una correlación entre los niveles 
de mRNA de los componentes estudiados y los niveles antigénicos. 

 
La esterilidad asociada con estadios avanzados de endometriosis podría ser 

explicada por la distorsión anatómica causada por la enfermedad en el tracto 
reproductivo femenino. Sin embargo, la esterilidad asociada a la endometriosis 
mínima o moderada y su impacto negativo en la implantación embrionaria tras 
técnicas de reproducción asistida, plantea la necesidad de identificar otros 
mecanismos fisiopatológicos (Simón y col, 1994; Arici y col, 1996). En esta línea, la 
existencia de un estado proteolítico aumentado en el endometrio de mujeres con 
endometriosis podría tener un papel etiopatogénico relevante en esta enfermedad y 
explicar su menor capacidad fértil. En la actualidad, nuestro grupo de trabajo, está 
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realizando un estudio para identificar el papel del sistema fibrinolítico y de las MMPs 
en el fallo implantatorio de las mujeres con endometriosis, con el objetivo de mejorar 
la aplicación de las diferentes técnicas de reproducción asistida en estas pacientes.  

 
La existencia de un disbalance proteolítico a nivel endometrial, peritoneal y 

en el tejido endometriósico plantea nuevas líneas de investigación encaminadas a la 
aplicación de terapias que corrijan esta alteración. En este sentido, se ha demostrado 
que la administración intraperitoneal de TIMP-1 en modelos de experimentación 
animal, previene el desarrollo de la enfermedad  (Bruner KL y col, 1997). Además, 
se ha detectado un nivel menor de TIMP-1 en el líquido peritoneal en los estadios 
iniciales de la enfermedad (Szamatowicz J y col, 2002) y un aumento del mismo tras 
la terapia con análogos de la GnRH (Sharpe-Timms KL y col, 1998b).  En nuestro 
trabajo no se han evidenciado cambios en el nivel de TIMP-1 en el líquido 
peritoneal de las mujeres con estadios avanzados de la enfermedad. El ambiente 
peritoneal de estas mujeres es diferente al de los estadios iniciales, posiblemente 
debido a la presencia de endometriomas en el ovario o a la existencia de implantes 
peritoneales inactivos con una menor capacidad proteolítica. Nuestros resultados 
sugieren que las líneas de investigación encaminadas al estudio de un posible valor 
terapéutico de los TIMPs administrados intraperitonealmente, serían justificables 
desde el punto de vista del comportamiento proteolítico de la enfermedad.  

 
Existen resultados controvertidos en relación a la contribución del sistema 

fibrinolítico en la formación de adherencias peritoneales y el desarrollo de implantes 
endometriósicos. La administración intraoperatoria de tPA ha demostrado ser capaz 
de prevenir la formación de adherencias, sin interferir con el proceso de 
cicatrización peritoneal (Evans DM y col, 1993; Tsuji K y col, 1996; Lai HS y col, 
1998). Sin embargo, en el presente estudio hemos evidenciado un nivel mayor de   
uPA en el líquido peritoneal de mujeres con estadios avanzados de la enfermedad, 
donde se asocia con frecuencia a un síndrome adherencial. Queda por determinar si 
el aumento de la actividad fibrinolítica en el líquido peritoneal es la manifestación 
secundaria a la neoformación de adherencias peritoneales, o se produce para 
contribuir a limitar el desarrollo de las mismas una vez se ha lesionado el peritoneo. 
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Nuestros resultados nos permiten especular en la secuencia de 
acontecimientos que llevaría a la implantación y la formación del quiste 
endometriósico. El aumento inicial de la actividad enzimática (uPA y MMP-3) 
observada en el endometrio de mujeres con endometriosis podría aumentar la 
adhesión del tejido endometrial a la superficie ovárica y peritoneal, así como 
facilitar la invasión de la matriz extracelular. Este proceso podría desencadenar la 
formación de la lesión endometriósica inicial. Una vez formado el quiste 
endometriósico ovárico se produce un aumento de los niveles de inhibidores (PAI-1 
y TIMP-1), sin detectarse un aumento en la actividad proteolítica. La razón por la 
cual esta actividad proteolítica se limita a los estadios iniciales de la enfermedad es  
todavía desconocida, pero este comportamiento podría explicar, tal y como se ha 
referido anteriormente, la formación del quiste endometriósico sin invasión del 
tejido ovárico circundante. 
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6.- CONCLUSIONES 
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1.- El endometrio de las mujeres con endometriosis posee una mayor capacidad 

proteolítica mediada por un aumento de los niveles proteicos de uPA y 

MMP-3. Este hecho podría contribuir al mayor potencial invasivo de las 

células endometriales y a la formación de la lesión endometriósica inicial. 

 

2.- La mayor expresión de inhibidores, PAI-1 y TIMP-1, en el quiste 

endometriósico sugiere que se trata de una lesión con una baja actividad 

proteolítica.   

 

3.- La disminución del nivel antigénico de  PAI-3 en el tejido endometriósico, en 

comparación con el endometrio de mujeres sin endometriosis, podría 

potenciar la inhibición de la uPA por el PAI-1 y contribuir a la disminución 

en su actividad proteolítica. 

 

4.- La ausencia de datos significativos en el análisis de los diversos componentes 

del sistema fibrinolítico y de las metaloproteasas en función de la recidiva de 

la enfermedad refuerza la posibilidad de que existan otros factores 

implicados en la recidiva. 

 

5.- El aumento de uPA en el líquido peritoneal de las mujeres con endometriosis en 

estadios avanzados, refleja una mayor actividad proteolítica que podría 

producirse para limitar el desarrollo de adherencias peritoneales una vez se 

ha lesionado el peritoneo. 

 

6.- Por técnicas de inmunohistoquimia se ha confirmado que la mayor expresión de 

uPA, en el endometrio de las pacientes con endometriosis, está localizada en el 

epitelio glandular. La hibridación in situ permite detectar una expresión focal 

del mRNA de PAI-1 en el estroma, el epitelio glandular y el endotelio de los 

vasos del endometrioma ovárico. 
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7.- Los resultados del presente estudio sugieren que el aumento de activadores en 

el endometrio de mujeres con endometriosis podría contribuir al potencial 

invasivo de las células endometriales, fundamentalmente en los estadios 

precoces de la enfermedad. El aumento de inhibidores y la disminución de la 

actividad proteolítica observados en el tejido endometriósico podría explicar el 

frecuente hallazgo clínico del quiste endometriósico aislado sin invasión del 

tejido ovárico circundante. 

 

8.- La existencia de un disbalance proteolítico a nivel endometrial, peritoneal y en 

el tejido endometriósico podría abrir nuevas líneas de investigación 

encaminadas a la aplicación de nuevas terapéuticas que corrijan esta alteración 

en los estadios iniciales de la enfermedad. 
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