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Elevation of oxidative stress biomarkers in patients with endometriosis.
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RESUMEN

Introduccion y objetivos: La endometriosis es una de las principales patologias ginecoldgicas que afecta a
mujeres en edad reproductiva. Existen muchas teorias en cuanto a su fisiopatologia destacando las alteraciones
genéticas y epigenéticas, los desbalances hormonales y otros factores como la inflamacién crénica y el estrés
oxidativo; pero en realidad, su origen continia siendo desconocido.

Estudios recientes han implicado al estrés oxidativo y la consecuente generacion de radicales libres de oxigeno
en la fisiopatologia de la entidad mediante la generacion de inflamacion crénica pélvica. El objetivo de este
estudio es corroborar que existen vias de estrés oxidativo que se encuentran alteradas en estas pacientes.
Métodos: Se realizard un andlisis de marcadores de estrés oxidativo en plasma sanguineo, entre ellos los
niveles de proteinas carboniladas y el cociente glutation oxidado/glutation reducido (GSSG/GSH), comparando
los resultados en pacientes con endometriosis (n=19) versus un grupo control (n=11).

Resultados: existe un incremento de las proteinas carboniladas en las pacientes con endometriosis (p < 0,041).
No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas en relacion al cociente GSSG/GSH o a los niveles
de GSH.

Conclusién: existe evidencia para relacionar al estrés oxidativo con la fisiopatologia de la endometriosis, sin
poder determinar a dia de hoy que vias de oxidacién estan implicadas.

PALABRAS CLAVE: Endometriosis, estrés oxidativo, glutation, antioxidantes, especies reactivas de oxigeno.
ABREVIATURAS: Glutation reducido (GSH), glutation oxidado (GSSH), cociente glutatién oxidado/glutation

reducido (GSSG/GSH), especies reactivas de oxigeno (ROS), , peréxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx), glutatién reductasa (GRXx).
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ABSTRACT

Introduction and objectives: Endometriosis is one of the main gynecological pathologies that affects women of
reproductive age. There are many theories regarding its physiopathology highlighting genetic and epigenetic
alterations, hormonal imbalances and other factors such as chronic inflammation and oxidative stress; but
actually, its origin continues to be unknown.

Recent studies have implicated oxidative stress and the consequent generation of oxygen free radicals in the
physiopathology of the entity through the generation of chronic pelvic inflammation. The objective of this study
is to corroborate that there are oxidative stress pathways that are altered in these patients.

Methods: An analysis of oxidative stress biomarkers in blood plasma will be carried out, including carbonylated
protein levels and the oxidized/ reduced glutathione ratio (GSSG / GSH), comparing the results in patients with
endometriosis (n = 19) versus a control group ( n = 11).

Results: there is an increase of carbonylated proteins in patients with endometriosis (p <0.041). There were no
statistically significant differences in relation to the GSSG/ GSH ratio or GSH levels.

Conclusion: there is evidence to relate oxidative stress to the pathophysiology of endometriosis, without being
able to determine to date which oxidation pathways are involved.

KEY WORDS: Endometriosis, oxidative stress, glutathione, antioxidants, oxygen free radicals.

ABBREVIATIONS: Reduced gluthatione (GSH), oxidized glutathione (GSSH), oxidized / reduced glutathione
ratio (GSSG/GSHreactive oxygen species (ROS), peroxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx),

glutathione reductase (GRXx).

INTRODUCCION

La endometriosis es una enfermedad cronica
definida por la presencia de estroma y glandulas
endometriales funcionantes fuera de la cavidad
uterina. Afecta entorno al 5-10% de mujeres en edad
reproductival y entre los sintomas mas comunes
destaca el dolor pélvico crénico, incluyendo la
dismenorrea y la dispareunia.

El diagnostico definitvo de la entidad es
anatomopatoldgico, no obstante, la combinacion de
sintomas, signos y hallazgos por imagen sugestivos
de la enfermedad pueden ayudarnos a establecer un
diagnostico de presuncion. Hoy en dia no se
considera necesario un diagndstico histologico para
diagnosticar la enfermedad y/o tratarlal. Aunque no
existen marcadores patognomonicos de la entidad, el
CA-125 puede estar elevado, no obstante, no es un
marcador que se deba solicitar de rutina. El algoritmo
ROMA, combina los marcadores bioquimicos CA-125
y HE-4, y el estatus pre o postmenopausico de la
mujer con masa pélvica, y se emplea principalmente
para la deteccion de canceres de ovario. Su papel en
el diagnostico de endometriosis no esta definido, sin
embargo podria verse elevado en pacientes con la
entidad como consecuencia de la elevacion del CA-
125.

Dentro de su
alteraciones

fisiopatologia destacan las
genéticas y epigenéticas?, los

desbalances hormonales y otros factores como la
inflamacién crénicay el estrés oxidativo.

El estrés oxidativo se ha definido como el
desequilibrio entre antioxidantes y especies reactivas
de oxigeno (ROS), que actlan como agentes
oxidantes. Debido a los efectos dafiinos de estas
especies, los organismos aeroébicos han desarrollado
diferentes mecanismos para mantener la estabilidad
celular. Dentro de ellos disponemos de enzimas
antioxidantes como glutation peroxidasa. En las
células, el glutatién se encuentra principalmente en
estado reducido (GSH) y, en mucha menor
proporcion, en su estado oxidado (GSSG). Cuando
existe un incremento de radicales perdxido, la
glutation peroxidasa evita su oxidacién gracias a la
accion de GSH, surgiendo de dicha reaccién redox un
incremento de GSSG y agua*.

En pacientes con endometriosis los niveles de
GSH en suero podrian estar disminuidos®S.

Figura 1.

Por otro lado, la elevacion en plasma de proteinas
carboniladas constituye también un importante
marcador de este proceso, ya que los grupos
carbonilo se producen como consecuencia de la
interaccion de las ROS con los residuos de
aminoacidos de las proteinas intracelulares, las
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cuales serén liberadas al medio extracelular como
consecuencia del dafio celular.

Actualmente se acepta que el estrés oxidativo
debe estar implicado en la fisiopatologia de la
endometriosis causando una respuesta inflamatoria
generalizada en la cavidad peritoneal®910 No
obstante los datos publicados aiun no son
concluyentes, y no esta claro si la endometriosis
constituye uno de los factores causales de estrés
oxidativo o si aparece como consecuencia del
incremento del mismo.

El objetivo principal de nuestro estudio consiste en
detectar y describir como se comportan dos potentes
marcadores de estrés oxidativo, y el marcador tumoral
ROMA en pacientes con endometriosis, comparando
dichos resultados con los de un grupo control, libre de
enfermedad.

MATERIAL Y METODOS

En el afio 2016 se inici6 el reclutamiento de
mujeres para la formacién de una seroteca de
pacientes con endometriosis. Se incluyeron todas
aquellas pacientes en edad fértil con diagndstico
clinico o anatomopatolégico de endometriosis.
Entendemos por diagnéstico clinico la presencia de
sintomatologia tipica de endometriosis junto con
hallazgos por imagen altamente sugestivos de la
entidad. Se excluyeron todas aquellas pacientes con
diagndstico dudoso o] con resultados
anatomopatolégicos no concluyentes.

En 2017, con una muestra de 19 pacientes se
decide realizar un primer analisis mediante un estudio
de casos y controles. Como grupo control (n=11) se
seleccionaron mujeres en edad fértil sin patologia
ginecoldgica conocida, en las que se solicitd una
analitica sanguinea rutinaria por otro motivo
ginecoldgico. Todas las pacientes fueron informadas
previamente de los objetivos del estudio y firmaron el
correspondiente consentimiento informado.

En las pacientes incluidas en el estudio se
evaluaron diferentes factores como fueron el grado de
enfermedad endometridsica, asi como la presencia de
factores de riesgo de estrés oxidativo (factores de
riesgo cardiovascular, tabaquismo o indice de masa
corporal elevado). Mediante la extraccion de una
analitica sanguinea, se evaluaron los niveles en
plasma de GSH, GSSG, proteinas carboniladas, HE-
4y CA-125, con la combinacion de estos dos Ultimos
se calcul6 en indice ROMA.

Para la determinacion del CA-12.5 y el HE4 se
emplearon los autoanalizadores Architect-i2000 de

Abbott®. Ambos ensayos utilizan la tecnologia CMIA
(inmunoandlisis quimioluminiscentes de
microparticulas).

La determinacion de GSSG, GSH y proteinas
carboxiladas se realizaron con determinacion
espectrofotométrica utilizando los Kit Cayman
Chemicals. El almacenamiento de la muestra se
realizé en equipos de -80 °C.

Las variables cualitativas se resumen mediante
recuentos y porcentajes, mientras que para las
variables cuantitativas se recurre a la media y la
desviacion tipica. Para comprobar la normalidad se
realiza el test de Shapiro-Wilks, y en funcion del
resultado se utiliza la correspondiente prueba
paramétrica (test t de Student) o no paramétrica (U de
Mann-Whitney). Todos los contrastes se han
realizado con un nivel de significacién de 0.05. Todos
los andlisis se realizaron con el software IBM SPSS
v25.

Tabla 1.
RESULTADOS

Los resultados iniciales obtenidos vienen
resumidos en la siguiente tabla (tabla 2); se aprecio
una elevacion del indice ROMA de manera
estadisticamente significativa (p 0,025) en pacientes
con endometriosis respecto el grupo control.

No existen diferencias estadisticamente
significativas en relacién a los niveles de GSH en
pacientes con endometriosis vs grupo control (p>
0,05). Derivado de este primer resultado, tampoco
encontramos diferencias entre los dos grupos en
cuanto al incremento del cociente GSSG/GSH.

En cuanto a la concentracion de proteinas
carboniladas, se ha visto un incremento significativo
(p < 0,041) de sus niveles en las pacientes con
endometriosis en comparacion con el grupo control.

No ha sido posible evaluar la repercusién de otros
factores de estrés oxidativo, como el tabaco o la
obesidad, en la génesis o gravedad de Ila
endometriosis debido a la escasa incidencia de los
mismos en la muestra.

Tabla 2.

DISCUSION

La elevacion del indice ROMA observada en
mujeres que sufren endometriosis podria estar
justificada por el aumento del CA-125, el cual pese a
no ser un marcador especifico de la enfermedad, se
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emplea en muchas ocasiones en el cribado inicial de
estas pacientes1112,

Existen numerosos intentos por entender los
mecanismos de establecimiento y desarrollo de la
endometriosis, y la forma en la que el estrés oxidativo
se encuentra involucrado en todo el proceso. La
capacidad antioxidante parece estar reducida en
mujeres con la enfermedad!314, aunque no estan
totalmente claras qué vias estan afectas. Se cree que
la glutatién peroxidasa juega un papel importante, no
obstante todavia es dificil demostrarlo, principalmente
podria ser debido a la heterogeneidad entre los
estudios y las muestras que se consideran.

Coincidiendo pues con varios estudios que
analizaron los niveles de GSH tanto en sangre como
en liquido peritoneall>1617 no se ha visto que sus
niveles estén mas elevados en la muestra control.
Aunque si es cierto que en otros grupos de
investigacion, si defienden su papel. Romao et al8
postulan que niveles de GSH < 137,8 nMol/l podrian
ser predictores de moderada o severa endometriosis
(S 93,7 %, E 54,5%), ya que significaria una alta
actividad de la glutation peroxidasa y una elevacion a
cambio de GSSH. Esto se traduce en que los niveles
de GSH en suero podrian estar correlacionados
inversamente con los estadios de la endometriosis, ya
que es posible que los niveles séricos mas bajos de
glutatién estén relacionados con un mayor consumo
de este antioxidante debido a una mayor produccion
de ROS asociada con la gravedad de la enfermedad.

Por otro lado, los marcadores de dafio celular
secundario a estrés oxidativo, como son las proteinas
carboniladas, si parecen estar elevados en pacientes
con endometriosis. Lo que corrobora que existe un
proceso inflamatorio que induce la activacion de
macréfagos trayendo como consecuencia la lesién de
los lipidos de membranas y la oxidacion de proteinas,
y como fin ultimo, la muerte celular.

CONCLUSION

A dia de hoy, existe suficiente evidencia cientifica
que implica al estrés oxidativo como una pieza clave
en la fisiopatologia de la endometriosis. No obstante,
la existencia de gran diversidad de marcadores
bioquimicos hace dificil establecer de forma precisa
las vias implicadas en el proceso, de hecho todavia
no esté claro el mecanismo oxidativo principalmente
implicado en el mismo.

A la diversidad de marcadores se une la existencia
de multiples factores de confusién, como pueden ser
el tabaquismo, obesidad, factores de riesgo

cardiovascular u otras entidades que puedan activar
por otras vias los mecanismos de estrés oxidativo.

A pesar de la escasa n del estudio, los resultados
obtenidos son un aliciente para continuar con esta
linea de investigacion. Podemos afirmar que existe
dafio celular en las pacientes con endometriosis, y
esto se demuestra con la elevacién de las proteinas
carboniladas en las pacientes. Sin embargo, todavia
no se conocen los mecanismos implicados.

Nuestros datos coinciden con otros estudios en la
dudosa implicacion del glutation, lo que daria pie a la
necesidad de analisis de otras vias de estrés
oxidativo.

El interés de este estudio piloto y la consecuente
creacion de una seroteca de pacientes radica en
establecer un campo de investigacion basado en la
busqueda de marcadores de estrés oxidativo,
prooxidantes o antioxidantes que puedan favorecer el
diagnostico temprano y el seguimiento de las mujeres
con endometriosiss..
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Leyenda: peréxido dismutasa (SOD), glutatiéon peroxidasa (GPx), glutatién reductasa (GRx

TABLAS

FIGURA 1

TABLA 1

Edad Media 34,77 30,17
Tabaco Si 6 (31,59%) 0
No 13 (68,41%) 14 (100%)
Alcohol Si 2 (10,53%) 1 (9,09%)
No 17 (89,43%) 13 (90,91%)
IMC Media 22,98 22,56
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Parametro

TABLA 2

Estadistico

Prueba T Student

Controles Casos
(n=11) (n=19)

Indice ROMA

Media

3,918 8,311

Varianza

2,200 48,924

T Student

P

el
0,025

GSH

2,688 | 2,832
2,714 | 2,863

9149 | 004

>0,05

%GSSG/GSH

| 49,66 | 50,016
_344s | 19919

-0,286

0,389

Proteinas
carboniladas

9,432 13,537

28,581 19,723

-1,832
0,041




