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RESUMEN 

La endometriosis es una enfermedad inflamatoria benigna que se caracteriza por 

la presencia  y  crecimiento  de  tejido  endometrial  fuera  de  la cavidad uterina 

(ectópico), cuya etiología y fisiopatología permanece aún sin aclarar. Se ha 

demostrado que el endometrio eutópico de mujeres con endometriosis exhibe 

alteraciones moleculares, indicando que el defecto primario se encontraría en 

este tejido. Por otro lado, la desregulación del sistema inmune permite que las 

células endometriales que han llegado a la cavidad pélvica escapen de la 

vigilancia inmune, se implanten y proliferen, lo que favorece la formación de las 

lesiones ectópicas endometriales. Las células Natural Killer (NK) son linfocitos 

que participan en la inmunovigilancia y poseen un receptor de activación 

denominado NKG2D, el cual interactúa con diferentes ligandos (NKG2DL) 

expresados por células bajo estrés celular. Las interleuquinas (IL)-10 e IL-12 

juegan un rol importante en la función inmunoreguladora, la cual involucra a 

macrófagos, linfocitos T y NK. Los niveles de NKG2DL, IL-10 e IL-12 en células 

endometriales del endometrio eutópico de mujeres con endometriosis no han sido 

estudiados hasta la fecha. Por lo tanto, en este trabajo, propusimos la siguiente 

hipótesis: “Durante el ciclo menstrual, en el endometrio eutópico de mujeres con 

endometriosis, los niveles de los ligandos del receptor NKG2D, activadores de las 

células Natural Killer (NK), se encuentran disminuidos, así como las citoquinas  

IL-10 e IL-12, lo que contribuye a la alterada respuesta inmunológica descrita en 

esta patología”. Para ello, se caracterizaron los niveles transcripcionales y la 

presencia de los ligandos MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 y de IL-10 e 

IL-12 en el endometrio eutópico de mujeres con y sin endometriosis durante el 
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ciclo menstrual, así como se evaluó el efecto del estradiol y prostaglandina E2 en 

células endometriales aisladas de pacientes y controles, simulando el 

microambiente estrogénico e inflamatorio descrito en el endometrio de las 

pacientes con endometriosis. Se evaluaron los niveles de mRNA por RT-PCR y 

los niveles proteicos por inmunohistoquímica (IHQ) y citometría de flujo. Se 

detectó la expresión de todos los NKG2DL estudiados, tanto al nivel de mRNA 

como proteico, en ambos grupos de endometrios durante el ciclo menstrual, 

encontrándose que los niveles de MICA aumentaron en la fase secretora media y 

tardía en el grupo control, pero su expresión no presentó diferencia significativa 

durante el ciclo menstrual de las pacientes. En contraste, la expresión de MICB 

aumentó en la fase secretora inicial, disminuyendo fuertemente al final del ciclo 

en las mujeres con endometriosis. Los niveles de mRNA de ULBP-3 fueron 

significativamente mayores en el endometrio eutópico de las pacientes 

comparado al grupo control durante la fase secretora media, mientras que los 

niveles de ULBP-2 aumentaron gradualmente hacia las etapas finales del ciclo 

menstrual en ambos grupos, y los niveles de ULBP-1 no se modificaron durante 

el ciclo menstrual. Muy bajos niveles de mRNA de IL-12p40 fueron detectados en 

el endometrio control durante el ciclo menstrual, a diferencia del endometrio de 

fase secretora media de endometriosis, cuyos niveles fueron significativamente 

mayores que el grupo control. Por el contrario, la proteína IL-12 fue localizada en 

forma focal, aumentando su presencia solamente en el endometrio control 

secretor tardío. En forma similar, los niveles de la proteína IL-10 aumentaron 

significativamente en el compartimiento estromal control de la fase secretora 

tardía, y disminuyó en endometriosis en comparación al grupo control. En células 
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epiteliales aisladas de ambos grupos, se detectaron, al nivel proteico y 

transcripcional, los NKG2DL estudiados, encontrándose disminuidos en 

endometriosis comparados al grupo control. La presencia de estradiol y/o 

prostaglandina no modificó el nivel de mRNA de ningún ligando estudiado. En 

síntesis, hemos caracterizado, por primera vez, la expresión de los NKG2DL 

MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 en el endometrio normal y patológico 

durante el ciclo menstrual. El aumento sostenido de los niveles de MICA y ULBP-

2  hacia la fase secretora tardía sugiere una mayor activación de células NK en el 

tejido pre-menstrual normal que coincide con una reducida expresión de MICB en 

endometriosis. Por otro lado, la expresión diferencial de ULBP-3 e IL-12 en los 

endometrios secretores de endometriosis, además de la fuerte disminución en la 

expresión de IL-10 en la fase secretora tardía, podrían estar favoreciendo la 

implantación ectópica de los debris endometriales que arriban a la cavidad 

pélvica. Estos resultados sugieren que los ligandos del receptor NKG2D, 

principalmente MICA y ULBP-2, como también IL-10 e IL-12, jugarían un papel 

importante en las etapas finales del ciclo menstrual, período en que el endometrio 

experimenta una exhaustiva remodelación, preparándose para la acogida 

embrionaria o, en su defecto, para su eliminación a través de la menstruación. 

Las diferencias observadas en el endometrio de mujeres con endometriosis 

podrían explicar, al menos en parte, la infertilidad, como también la capacidad del 

tejido menstrual de escapar a la inmunovigilancia, como ha sido descrito en estas 

pacientes. 
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SUMMARY 

Endometriosis is a benign inflammatory disease characterized by the presence and 

growth of endometrial tissue outside the uterus (ectopic), whose etiology and 

pathophysiology still remains unclear. It has been shown that the eutopic 

endometrium of women with endometriosis exhibits molecular alterations, indicating 

that the primary defect would be present in this tissue. On the other hand, 

deregulation of the immune system allows the endometrial cells that have reached 

the pelvic cavity to escape immune surveillance, which favors their implantation and 

proliferation, resulting in ectopic endometrial lesions. Natural Killer (NK) cells are 

innate lymphocytes that participate in immune surveillance. They express the 

activating receptor NKG2D, which interacts with different ligands (NKG2DL) on 

nucleated cells under cell stress. Interleukin (IL)-10 and IL-12 play a role in the 

immune regulatory function involving macrophages, T lymphocytes and NK cells. To 

date, the levels of NKG2DL, IL-10 and IL-12 on endometrial cells of the eutopic 

endometrium of women with endometriosis have not been described. Therefore, here 

we proposed the following hypothesis: "During the menstrual cycle, in the eutopic 

endometrium of women with endometriosis, the ligands of the NKG2D receptor, which 

activate natural killer (NK) cells, are decreased, as well as the cytokines IL-12 and IL-

10, which contribute to the altered immune response described in this pathology". For 

this purpose, the transcriptional levels and the presence of MICA, MICB, ULBP-1, 

ULBP-2 and ULBP-3 ligands and IL-10 and IL-12 were characterized in the eutopic 

endometrium of women with and without endometriosis during the menstrual cycle. 

We also evaluated the effect of estradiol and prostaglandin E2 in isolated endometrial 

cells from patients and controls, simulating the estrogenic and inflammatory 
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microenvironment described in the endometrium of patients with endometriosis. The 

mRNA levels were evaluated by RT-PCR and the presence of proteins was assessed 

by immunohistochemistry (IHC) and flow cytometry. Both, mRNA and protein of all 

NKG2DL studied were detected in both groups of endometria during the menstrual 

cycle. MICA levels increased in the mid and the late secretory phases only in the 

endometrium of control individuals, although its expression did not show significant 

difference during all phases of the menstrual cycle in patients with endometriosis. In 

contrast, MICB expression increased in the early secretory phase and fell sharply in 

the late secretory phase only in the endometrium of women with endometriosis. The 

mRNA levels of ULBP-3 were significantly higher in the eutopic endometrium from 

patients compared to controls during the mid-secretory phase. In addition  the mRNA 

levels of ULBP-2 gradually increased towards the end of the menstrual cycle, while 

ULBP-1 did not change during the menstrual cycle in both groups of individuals. Very 

low levels of IL-12p40 mRNA were detected in the control endometrium during the 

menstrual cycle, which differed from the mid secretory phase in the endometrium of 

women with endometriosis, which presented significantly higher IL-12p40 messenger 

levels than the control group. In contrast, IL-12 protein levels were focally localized in 

the endometrial tissue, and its expression increased significantly only in the late 

secretory control endometrium. Similarly, the IL-10 protein increased significantly in 

the late secretory phase in the control stromal and epithelial compartments, whereas 

its levels reduced significantly in endometriosis compared to the control group in the 

same menstrual cycle phase and tissue compartments. IL-10 mRNA levels were not 

detected in any endometrium. We detected the expression of all NKG2DL studied 

both, at the mRNA and protein levels, in epithelial cells isolated from the endometrium 
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of both groups However, the transcripts and protein levels of these ligands were 

decreased in endometriosis compared to the control group. The presence of estradiol 

and/or prostaglandin did not affect the level of mRNA of any ligand studied. In 

summary, we have characterized, for the first time, the expression of the NKG2DL 

MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2 and ULBP-3 in normal and pathological endometrium 

during the menstrual cycle. The sustained increase in MICA and ULBP-2 expression 

towards the late secretory phase suggests a greater activation of NK cells in the 

healthy premenstrual tissue, which coincides with a reduced expression of MICB in 

endometriosis. On the other hand, the differential expression of ULBP-3 and IL-12 

observed in the secretory endometrium of women with endometriosis, in addition to 

the sharp decline in IL-10 expression observed in the late secretory phase in these 

patients, may favor the ectopic implantation of endometrial debris that reach the 

pelvic cavity. These results suggest that NKG2D receptor ligands, mainly MICA and 

ULBP-2, as well as IL-10 and IL-12 play an important role in the final stages of the 

menstrual cycle, during which the endometrium undergoes extensive remodeling 

preparing for embryo implantation or otherwise for disposal through menstruation. 

The results obtained herein in relation to the endometrium of women with 

endometriosis may partially explain infertility, as well as the ability of the menstrual 

tissue to escape immune surveillance, as described in these patients. 
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1. INTRODUCCION 

 

ENDOMETRIOSIS 

La endometriosis es una patología ginecológica benigna que se caracteriza por la 

presencia y  crecimiento  de tejido endometrial en lugares ectópicos y es la causa más 

común de dolor pélvico.  Afecta entre un 10-20% de mujeres en edad reproductiva y en 

un 30-50% de mujeres con infertilidad (D’Hooge et al., 2003, Baston et al., 2014), 

mientras que, en mujeres con dismenorrea, la incidencia de endometriosis es de un 40-

60% (Farquhar, 2000).  

A pesar que numerosos estudios han investigado este desorden ginecológico 

(Guarnaccia, 1997), el conocimiento de su etiología y fisiopatología permanece sin 

aclarar. Algunas teorías existentes intentan explicar el mecanismo involucrado en el 

desarrollo de la patología, siendo una de ellas la “Teoría de la Menstruación 

Retrógrada” (Sampson, 1927) la que sugiere que las células endometriales que se 

desprenden durante la menstruación pasan a través de la tuba uterina a sitios 

ectópicos, y, una vez allí, se implantan y multiplican en las cavidades abdominal o 

pélvica. Sin embargo, este tipo de menstruación es un fenómeno que ocurre 

normalmente en las mujeres en edad reproductiva, y sólo en algunas de ellas, por 

causas aún no establecidas, el tejido endometrial se implanta en localizaciones 

ectópicas, dando origen a la endometriosis (Olive y Schwartz, 1993; Dmowsky et al., 

1994). La discrepancia entre la incidencia de menstruación retrógrada y la ocurrencia 

de endometriosis puede ser explicada por la presencia de factores “permisivos” que 

promoverían la implantación y crecimiento de células endometriales (Melega et al., 

1991).  
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Diagnóstico de endometriosis 

El diagnóstico preciso de esta patología se logra a través de la visualización directa de 

los implantes endometriósicos (patrón de oro) mediante procedimientos quirúrgicos 

invasivos, como laparoscopía y, en menor grado, por laparotomía, donde, además, es 

posible tomar una muestra del tejido afectado para su análisis histopatológico. Debido a 

que la etiología de la endometriosis aún no se ha establecido, y su diagnóstico es 

invasivo, numerosos potenciales factores han sido investigados, incluyendo citoquinas, 

hormonas, moléculas de adhesión y factores de crecimiento, entre otros, en suero, 

plasma y/u orina de las pacientes, la composición bioquímica y celular del líquido 

peritoneal, la respuesta inmune local y sistémica y las características del endometrio 

eliminado de la cavidad uterina (Arici et al., 1997). Algunas investigaciones han 

resaltado la importancia del análisis molecular de la biopsia endometrial como una 

potencial herramienta de diagnóstico debido a la expresión diferencial de moléculas en 

el endometrio eutópico de mujeres con y sin endometriosis (Al-jefout et al., 2009; Bokor 

et al., 2009; Fassbender et al., 2012). 

 

Endometrio eutópico 

Se ha demostrado que el endometrio eutópico de mujeres con endometriosis presenta 

alteraciones, mostrando diferencias bioquímicas y moleculares al compararlo con el 

endometrio de mujeres sanas (Kao et al., 2003; Johnson et al., 2004; Hudelist et al., 

2005), lo que ha llevado a los investigadores a plantear que el defecto primario se 

encontraría en el endometrio eutópico de mujeres con endometriosis. 

Entre los mecanismos alterados podemos señalar la disminución de la apoptosis de las 

células endometriales eutópicas y ectópicas, lo que puede contribuir al desarrollo de los 



3 

 

implantes (Vigano et al., 2004; Johnson et al., 2005). Por otro lado, se ha visto que la 

respuesta a esteroides y el contenido de sus receptores en el endometrio eutópico de 

endometriosis presentan expresión diferente al compararlo con endometrio control 

(Attia et al., 2000, Ulukus et al., 2006).  

Las hormonas esteroidales ejercen su acción a través de la unión a su receptor nuclear 

en la célula blanco. La acción del estradiol, por ejemplo, es mediada por los receptores 

alfa y beta (RE-yRE-en tanto, la acción de la progesterona es mediada por los  

receptores A y B (RP-A y RP-B). El endometrio humano normal expresa en forma 

predominante RE-mientras los receptores de progesterona RP-A y RP-B se 

expresan en forma temporal y espacial definidas, co-expresándose ambas isoformas en 

el epitelio y estroma durante la fase proliferativa, desapareciendo en el epitelio y 

perdurando principalmente la isoforma RP-A en el estroma  durante la fase secretora 

del ciclo menstrual (Ulukus et al., 2006). En endometriosis, cambios en las razones de 

los receptores REREy RP-A/RP-B han sido descritos tanto en tejidos como en 

células aisladas (Attia et al., 2000, Ulukus et al., 2006), evidenciándose una reducida 

respuesta a la progesterona en el endometrio eutópico y ectópico de estas pacientes 

(Brauner-Tran et al., 2002).                                                                                                                  

Esta resistencia a la acción protectora de la progesterona estaría dada principalmente 

por el aumento del RP-A, el cual tiene una función represora sobre el RP-B, el cual 

activa la expresión de numerosos genes blanco de la progesterona (Vigano et al., 

2004), Entre estos genes, la enzima 17HSD tipo 2, que cataliza la conversión de 

estradiol a estrona, se expresa deficientemente en los implantes endometriósicos, por 

lo que habría una elevada concentración de estradiol requerido para el crecimiento y 

mantención de los implantes en la cavidad peritoneal (Attia et al., 2000, Ulukus et al., 
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2006). Además, en las mujeres con endometriosis, tanto en el endometrio eutópico 

como en el ectópico se ha descrito la producción local de estrógenos mediada por la 

enzima P450Arom (aromatasa), la cual cataliza la conversión de andrógenos a 

estrógenos, lo que contribuye a mantener un ambiente estrogénico en estas pacientes 

(Noble et al., 1996; Johnson et al., 2004; Bulun 2009).  

Otros factores que favorecen la invasión de las células endometriales al peritoneo son 

modulados por las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs) y por los 

inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMPs), esenciales para la remodelación 

cíclica que ocurre en el endometrio normal durante el ciclo menstrual (Osteen et al., 

1994; Salamonsen et al., 1997; Collette et al., 2004). En las pacientes con 

endometriosis, la expresión de MMPs está aumentada, mientras que la expresión de 

TIMPs se encuentra disminuída (Liu et al., 2002; Vigano et al., 2004; Collete et al., 

2004). Además, el ambiente peritoneal es altamente angiogénico en estas pacientes 

esencial para el crecimiento y viabilidad de los explantes endometriales ectópicos, 

(McLaren et al., 1996). Entre los factores relacionados con inflamación  y regulación 

inmune en endometriosis, se han reportado la interleuquina 1 beta (IL-1), el factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-), y prostaglandina E2 (PGE2) (Vigano et al., 

2004).  

 

Endometriosis e Inmunidad 

La endometriosis es considerada una enfermedad pro-inflamatoria con elevadas 

concentraciones de citoquinas y factores de crecimiento presentes en el líquido 

peritoneal y con un aumentado número de macrófagos activos peritoneales, pero con 

disminuida capacidad fagocítica (Lebovic et al., 2001; Vigano et al., 2004). En este 
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contexto, es preponderante la citoquina pleiotrópica factor de necrosis tumoral-alfa 

(TNF-α), que se expresa en células epiteliales y estromales endometriales durante el 

ciclo menstrual. En mujeres con endometriosis, el incremento en los niveles de TNF- 

en el líquido peritoneal, producto del aumento de la actividad de los macrófagos 

peritoneales, mediaría el desarrollo y mantención de la patología participando en la 

proliferación de las células endometriales, en la estimulación de la adherencia de las 

células estromales, en la invasión tisular por la regulación de MMPs y en la 

angiogénesis por la inducción de IL-8 (Vigano et al., 2004). Además, este factor estaría 

directamente correlacionado con el estado de la enfermedad, específicamente con la 

endometriosis moderada (Vigano et al., 2004; Ulukus et al., 2006).  

En la eliminación del tejido endometrial en la cavidad peritoneal participa el sistema 

inmune, proceso que presenta una serie de alteraciones en las pacientes con 

endometriosis, lo que les confiere a las células endometriales de endometriosis la 

habilidad para escapar de la inmunovigilancia (Baston et al., 2014). Estas alteraciones 

afectan a diferentes componentes de la inmunidad, como la molécula de adhesión 

intercelular (ICAM-1), cuyo clivaje está aumentado en las células endometriales 

eutópicas y en los implantes endometriósicos de mujeres con endometriosis, 

incrementando la concentración de la forma soluble de la proteína (sICAM-1) en el 

suero y fluido peritoneal. ICAM-1 normalmente se une al antígeno de superficie de 

leucocitos LFA-1 activando a la célula. La forma soluble  sICAM-1, compite por la unión 

a este antígeno de superficie, lo cual es crítico para el reconocimiento del sistema 

inmune (Somogliana et al. 1996, Ulukus et al. 2006; Pino et al., 2009).  

También se ha descrito una disminuida actividad citotóxica de las células Natural Killer 

(NK) en  la  cavidad  peritoneal (Ulukus et al. 2006), y la  inducción de apoptosis en cé-
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lulas del sistema inmune a través de mecanismos que involucran a Fas-Fas ligando 

(FasL), ya que se ha encontrado una expresión incrementada de FasL por diferentes 

citoquinas y factores de crecimiento en las células endometriales secretadas que han 

migrado hacia la cavidad peritoneal. FasL, al unirse a Fas, localizado en las células del 

sistema inmune, gatilla la muerte de estas células por apoptosis (García-Velasco et al. 

2002; Ulukus et al. 2006).  

Los datos disponibles en la literatura sugieren una asociación entre endometriosis y 

alteraciones en la inmunidad mediada por células (Dmowski et al., 1994). Hallazgos in 

vitro proporcionaron evidencias que la eliminación de células endometriales por el 

sistema inmune sería responsable de la protección contra el crecimiento de células 

endometriales en sitios ectópicos (Vigano et al., 1991, 1994; Oosterlynck et al., 1991, 

1992; Ho et al., 1995).                                       

Una hipótesis propuesta para la etiología de la endometriosis sostiene que existirían 

fallas en el sistema de inmunovigilancia, como defectos en la actividad de células NK, 

macrófagos y linfocitos T. Esto afectaría la capacidad de remoción de células 

endometriales, con ausencia o disminución en la eliminación de fragmentos de tejido 

endometrial y debris menstruales que migran hacia la cavidad peritoneal vía 

menstruación retrógrada, generándose focos endometriósicos incipientes (Seli y Arici, 

2003).  

 

Células Natural Killer (NK) 

Las células NK forman un subgrupo dentro de los leucocitos, que, de acuerdo a sus 

características histológicas, a la expresión de marcadores linfoides en su superficie  y 

por su origen desde el precursor celular de la línea linfoide en médula ósea, han sido 
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clasificadas como linfocitos. Además, las NK fueron descritas como linfocitos efectores 

citolíticos que, semejante a los linfocitos T citotóxicos, pueden directamente inducir la 

muerte de células tumorales e infectadas por virus en ausencia de sensibilización 

antigénica, y son consideradas componentes de la inmunidad innata debido a que no 

presentan receptores de superficie celular antígeno-específicos (Vivier et al., 2011).  

Diversas actividades funcionales han sido asociadas con las células NK, incluyendo la 

citotoxicidad “natural” (inmediata) y la capacidad de producción rápida de citoquinas 

(TNF- e Interferon-) y quimioquinas (IL-8), las cuales ayudan a generar y sostener un 

ambiente inflamatorio. Estas células también producen citoquinas inmunosupresoras 

(IL-10) y factores de crecimiento. Las NK participan en un sistema de defensa temprana 

con diferentes funciones efectoras, las que incluyen la lisis de células blanco, y/o el 

reclutamiento de células hematopoyéticas (neutrófilos y macrófagos), activando células 

dendríticas (DCs) y linfocitos (T y B) (Di Santo et al., 2007; Watzer et al., 2005). 

La citotoxicidad mediada por las células NK y la producción de citoquinas afectan a 

células dendríticas, macrófagos y neutrófilos y dotan a las células NK con funciones 

reguladoras que modulan las respuestas celulares antígeno- específicas de linfocitos T 

y B. Por otro lado, las células NK requieren de la estimulación de varios factores, tales 

como IL-15, IL-12 o IL-18 (Guia et al., 2008; Chaix et al., 2008), que permiten 

desarrollar su potencial efector y su interacción con otros componentes de la respuesta 

inmune. Aún más, las células NK son peculiares en su capacidad para invadir el útero, 

y contribuyen al mantenimiento del embrión en la cavidad endometrial (Moffett-King, 

2002).  

En cuanto a su regulación, la función de las células NK es controlada por un balance 

entre señales negativas y positivas transmitidas por receptores de inhibición y 
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activación, expresados en su superficie celular. Receptores de inhibición, tales como el 

receptor celular humano killer tipo-Ig, han sido bien estudiados (Parham P., 2005), y 

dentro de los receptores de activación, NKG2D es el receptor de activación mejor 

caracterizado de las células NK, el cual ha mostrado ser importante para gatillar la 

citotoxicidad de estas células (Wei et al., 2010). 

 

Receptor NKG2D 

El miembro D del grupo 2 de Natural-Killer (NKG2D), identificado como un receptor de 

activación de NK del tipo lectina (Bauer et al., 1999), inicia una respuesta citolítica 

mediada por perforina, jugando un rol clave en la muerte celular mediada por las 

células NK (Hayakawa et al., 2002; Lopez-Larrea et al., 2008). 

El receptor NKG2D pertenece a la familia de proteínas transmembrana tipo II 

semejante a lectinas tipo-C y funciona como un receptor activador y co-estimulador. 

Este es codificado por un gen en el cromosoma 12 en humanos, ubicado dentro del 

complejo de genes de células NK. NKG2D es expresado como homodímero en células 

NK, y subtipos de linfocitos T CD4+ y CD8+ (Raulet  DH., 2003). 

La asociación de moléculas adaptadoras (DAP10 en humanos, DAP10 y DAP12 en 

ratones) con NKG2D es esencial para la señalización intracelular y se considera 

importante para su expresión en la superficie celular (Wu et al., 1999; Gilfillan et al., 

2002). DAP10 es una proteína transmembrana tipo I con residuos de ácido aspártico 

conservados en su región transmembrana que interactúan con la carga positiva de 

residuos de arginina en la región transmembrana de NKG2D. Las señales de 

transducción a través de DAP10 se logran por el motivo intracelular YxxM que fosforila 

tirosinas, uniéndose al complejo receptor vía PI3K/Grb-2-Vav (Phillips et al., 1999; 
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Upshaw et al., 2006).  Cada homodímero de NKG2D se ensambla sobre la superficie 

celular con 2 dímeros de DAP10, formando una estructura hexamérica (Garrity et al., 

2005), lo cual probablemente sirve para reducir los niveles de ligandos requeridos para 

inducir la transducción de señales. Una vez activado, el complejo hexamérico 

fosforilado NKG2D-DAP10 puede unirse potencialmente a múltiples proteínas 

adaptadoras, tal como la subunidad p85a del fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K) (Raulet 

et al., 2003). La activación de PI3K iniciada por NKG2D lleva a la fosforilación de la vía 

MAPK requerida para la función de citotoxicidad (Huang et al., 2002). Diferentes 

estímulos (IL-15, IL-12, IFN) pueden influenciar la activación y expresión de proteínas 

en la vía de señales NKG2D-DAP10 (Bustelo, 2001). 

La exposición crónica a los ligandos del receptor NKG2D (NKG2DL) es capaz de 

mediar la disminución y reducción de la citotoxicidad mediada por NKG2D (Oppenheim 

et al., 2005; Couder et al., 2005). La secreción de citoquinas y la citotoxicidad mediada 

por NKG2D resulta del fino equilibrio entre los receptores de activación e inhibición, y 

este balance define las respuestas inmunes mediadas por células NK las que pueden 

detectar moléculas inducidas en condiciones de estrés celular (Bottino et al., 2005).  

 

Ligandos del receptor NKG2D  

La existencia de un mecanismo fisiológico de citotoxicidad mediada por células NK 

hacia células endometriales autólogas ha sido reportado como defectuoso en pacientes 

con endometriosis y se correlaciona con la severidad de la enfermedad (Mazzeo et al., 

1998). En sangre periférica de mujeres control y con endometriosis no se han visto 

diferencias en los porcentajes de células NK (Garzetti et al., 1993; Iwasaki et al., 1993; 

Zhang et al., 2006; Hassa et al., 2009), pero su actividad citolítica en la cavidad 



10 

 

peritoneal está disminuida, pese a que su número no muestra alteración y  la expresión 

del receptor inhibidor de células NK (KIR) está aumentada en mujeres con 

endometriosis, lo que podría explicar su disminuida actividad. (Oosterlynck et al., 1991; 

Ulukus et al., 2006) 

Por otro lado, el receptor NKG2D interactúa con varios ligandos (NKG2DL) que son 

expresados en baja cantidad en la mayoría de los tejidos, pero son sobre-expresados 

bajo estrés celular, como, por ejemplo, en respuesta al daño al DNA (Raulet y Guerra, 

2009). Para lograr un blanco específico, NKG2D se une a una variedad de ligandos, 

que, en humanos, son la molécula A relacionada a cadena MHC de clase I (MICA), 

secuencia B polipeptida-relacionada a MHC clase I (MICB), y  UL-binding proteins 1–6 

(ULBP1-6)], las cuales pueden ser expresadas en cualquier tipo de célula bajo estrés 

(Li et al., 2001; Cosman et al., 2001; Chalupny et al., 2003; Bacon et al., 2004; Serrano 

et al., 2011; Courtney et al., 2014). Por lo tanto, estas proteínas generalmente no son 

expresadas en células normales, pero pueden ser inducidas por estrés celular, 

transformación tumoral e infecciones virales y baterianas (Vivier et al., 2002; Watzl C. 

2003; Burgess et al., 2008; Venkataraman et al., 2007). Sin embargo, el patrón de la 

expresión de estos ligandos de activación de células NK no se conoce en el endometrio 

normal ni patológico.      

                                                                                                    

Menstruación y estrés celular 

El oxigeno, necesario para la mantención de la vida celular, genera especies reactivas 

del oxigeno (ROS), tales como radical superóxido, radical hidroxilo y peróxido de 

hidrógeno, los cuales tienen efectos perjudiciales sobre la célula, incluyendo daño a 
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proteínas, DNA y peroxidación lipídica, que primariamente afecta la función y estructura 

de la membrana celular (Fridovichi I, 1983; Slater T., 1984). 

Dado que ROS son generados, y la enzima antioxidante superoxido dismutasa (SOD) 

es altamente expresado en células epiteliales y estromales en el endometrio, es posible 

que ROS y SOD jueguen importantes roles como reguladores locales de la función 

endometrial, en procesos tales como la decidualización y la menstruación (Sugino et al., 

1996).  

En el útero, la progesterona secretada por el cuerpo lúteo provoca la decidualización 

del endometrio, lo cual es necesario para una implantación exitosa. Sin embargo, 

cuando no ocurre fecundación después de la ovulación, el endometrio es eliminado, 

inducido por el descenso de la progesterona, lo que es necesario para preparar el 

endometrio para el próximo ciclo. Por otra parte, la actividad de SOD en el endometrio 

aumenta desde la fase proliferativa, alcanzando su máximo en la fase secretora media 

(día 19-23 del ciclo) (Sugino et al., 1996). En la menstruación participan una variedad 

de sustancias bioactivas, tales como prostaglandinas (PG), proteinasas y citoquinas. 

PG es bien conocida como factor responsable de eliminación endometrial (Baird et al., 

1996; Marbaix et al., 1996). Hay vasoconstricción de los vasos sanguíneos seguida de 

vasodilatación en el endometrio previo a la menstruación. Las concentraciones de PG 

aumentan hacia la fase secretora tardía (día 24-28 del ciclo endometrial), siendo 

mayores en la menstruación; además, se ha reportado que la producción de PG es 

regulada por ROS (Sugino et al., 2001). 

En el endometrio humano, las actividades de SOD disminuyen y los niveles de peróxido 

lipídico (que participan en la generación de ROS) aumentan en la fase secretora tardía 

justo antes de la menstruación. Estudios demostraron que el peróxido de hidrógeno 
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estimula la producción de PG en células endometriales humanas. Por lo tanto, se ha 

observado una cerrada relación entre SOD, ROS y PG en la regulación de la 

menstruación (Sugino et al., 2001). 

 

Citoquinas IL-12 e IL-10 

IL-12 es una citoquina pleiotrópica con diferentes funciones celulares: efectos 

estimulatorios sobre células NK, linfocitos T, inducción de la expresión de citoquinas,  

incluyendo IFN- y generación de linfocitos Th1 secretores de IFN- (Trinchieri y 

Gerosa, 1996) y aumento de la citotoxicidad mediada por células (Stern et al., 1990; 

Gately et al., 1992; Schmitt et al., 1994; Langrish et al., 2004). La producción de IL-12, 

mayoritariamente por macrófagos, es un evento clave durante las respuestas de 

inmunidad innata (Trinchieri, 1998); además, induce la secreción de IFN- lo que 

resulta en el aumento de la fagocitosis, producción de óxido nítrico, y un aumento 

explosivo de ROS, con consecuente aumentado de la  actividad citotóxica y destrucción 

de patógenos. El IFN- es una citoquina que regula una variedad de eventos 

inmunológicos de crucial importancia en el desarrollo de la inmunidad innata y 

adquirida. Está involucrada en la activación de macrófagos, proliferación y función de 

linfocitos T, y aumento de la actividad citotóxica de las células NK. Los linfocitos T y NK 

son las células capaces de producir IFN- en respuesta a una variedad de estímulos.  

IL-12 aumenta la citotoxicidad mediada por células NK dependiente de NKG2D por 

inducción de una más eficiente activación de las cascadas de señales gatilladas por 

este receptor (Girart et al., 2007). A su vez, IFN- regula positivamente la producción de 

IL-12 para amplificar la respuesta inflamatoria, así se necesitan reguladores negativos 

de IL-12 para controlar y prevenir la destrucción de las células propias (Trinchieri G., 
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1998). Dado que IL-10 es un fuerte inhibidor de la secreción de IL-12 por 

monocitos/macrófagos (D’Andrea et al., 1993), su producción por las células NK puede 

representar una retroalimentación negativa a la sobre-expresión de IL-12. IL-10 e IL-12 

son dos importantes citoquinas que regulan las células T (Kennedy et al., 1994). La 

citoquina IL-12 puede cambiar linfocitos Th hacia el fenotipo predominante Th1, 

mientras que IL-10 puede cambiar hacia el fenotipo predominante Th2, que favorece 

mecanismos de inmunosupresión en relación a las actividades de NK. Las células NK 

tratadas con IL-12, exhiben aumentado reconocimiento de células endometriales 

(Mazzeo et al., 1998). 

Así, ambas IL-12 e IL-10 pueden jugar un importante rol en la función 

inmunoreguladora involucrando macrófagos, linfocitos T y NK en el tejido endometrial 

eutópico y ectópico (Yang et al., 1997).  

 

Infertilidad en endometriosis 

Los estudios sobre tasa de embarazos son controversiales; algunos indican que 

serían similares a los de grupos de pacientes con factor tubárico o estériles de causa 

desconocida, e independientemente del grado de la endometriosis (Olivennes et al., 

1995; Huneeus et al., 2000), aunque otros señalan un menor índice de gestaciones 

(Chillik et al., 1985; Arici et al., 1997), especialmente en los estadios III y IV de la 

enfermedad (Chillik et al., 1985; Matson et al., 1986).  

Como potenciales responsables del fracaso reproductivo asociado a la endometriosis 

se han postulado diferentes factores: factores mecánicos/anatómicos en los grados 

III y IV de la enfermedad; factores endocrinos, tales como foliculogénesis deficiente, 

anovulación, síndrome de luteinización folicular, defectos luteínicos e 
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hiperprolactinemia; factores inmunológicos (aumento del volumen de líquido 

peritoneal, aumento del  número  y  actividad  de  los  macrófagos  peritoneales  así   

como  de  las   prostaglandinas  y  citoquinas), los cuales tendrían efectos citotóxicos 

para el espermatozoide, ovocito, la fecundación y fases iniciales del desarrollo 

embrionario; y factores en la implantación con reducción de la receptividad 

endometrial (disminución de la expresión de integrinas) y aumento de los abortos 

preclínicos por el componente de desequilibrio de prostaglandinas y citoquinas  

(Cochery-Nouvellon et al., 2009; Courtney et al., 2014), asociado a la presencia de 

endometrio ectópico. 

Además del rol fundamental de las células NK en la defensa del hospedero, estas  

células también apoyan la vascularización uterina asociada al embarazo. La actividad 

de células NK es regulada por la integración de señales derivadas de receptores de 

activación e inhibición. Esto sugiere que en orden a establecer un embarazo exitoso, 

el status de activación debe estar sobre cierto umbral (Riley et al., 2008). Las células 

uNK son un subtipo celular único, no observado en otros tejidos, demostrando que 

estas especiales células NK son inactivas en el endometrio antes de la concepción y 

simplemente esperan el embarazo (Manaster et al., 2008). Las células NK deciduales 

(dNK) están presentes en la interfaz materno fetal durante la gestación, y se cree que 

ellas son importantes para el embarazo normal (Croy et al., 2006; Manaster et al., 

2008). Modelos murinos sugieren que las células NK son importantes para la normal 

implantación y desarrollo embrionário, a través de la producción de Interferon 

gamma. Ratones deficientes de células NK uterinas (uNK), aunque fértiles, muestran 

sitios anormales de implantación, teniendo incompleta ampliación de los vasos 

sanguíneos y significativa patología decidual (Croy et al., 2006).                                                      
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En resumen, en el endometrio ocurren reacciones que generan estrés celular y también 

hay presencia de moléculas mediadoras de estrés, las que estarían participando en la 

regulación de la respuesta inmune, como, por ejemplo, podrían estar favoreciendo la 

expresión de ligandos de activación del receptor NKG2D durante las etapas tardías del 

ciclo menstrual, lo que llevaría a un perfil de tipo Th1, con producción de IL-12 e IFN-. 

La disminución de estrés estaría relacionada a respuestas Th2, con liberación de la 

citoquina inmunosupresora IL-10, como ocurre en el embarazo (respuesta que quizás 

podría estar ocurriendo también en endometriosis).  

En base a estos antecedentes, el objeto de esta investigación fue estudiar la presencia 

de los ligandos de activación de NKG2D  (MICA, MICB, ULBP1, ULBP2, y ULBP3) en 

células endometriales, y la expresión de citoquinas inmunomoduladoras IL-12 e IL-10 

en endometrio eutópico de mujeres con endometriosis a través de las distintas fases del 

ciclo menstrual, y observar si existían diferencias en la presencia de estas moléculas 

que pudiesen entregar antecedentes sobre el escape inmune que se ha observado 

ocurre con el tejido eutópico que sale a la cavidad pélvica y otras localizaciones en 

estas pacientes. 

 

 



16 

 

 

2. HIPÓTESIS 

 “Durante el ciclo menstrual, en el endometrio eutópico de mujeres con 

endometriosis, los ligandos del receptor NKG2D, activadores de las células 

Natural Killer (NK), se encuentran disminuidos, así como las citoquinas IL-12 e  

IL-10, lo que contribuye a la alterada respuesta inmunológica descrita en esta 

patología”.  

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo General: 

- Caracterizar ligandos de activación de células NK y citoquinas 

inmunomoduladoras en endometrio eutópico de mujeres con endometriosis 

durante el ciclo menstrual. 

 

3.2. Objetivos Específicos: 

1.   Conocer el perfil de expresión de los transcritos y detectar la presencia, al 

nivel proteico, de los ligandos de NKG2D MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 y 

ULBP3 en endometrio eutópico de mujeres con y sin endometriosis en las 

distintas fases del ciclo menstrual. 

 
2.   Analizar, a nivel transcripcional y/o proteico, la expresión de las citoquinas   

IL-12 e IL-10 durante el ciclo menstrual en el endometrio eutópico de mujeres 

con y sin endometriosis. 
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3. Detectar los niveles de expresión de los ligandos del receptor NKG2D MICA, 

MICB, ULBP1, ULBP2 y ULBP3 en células epiteliales y estromales aisladas 

de endometrios provenientes de mujeres con y sin endometriosis. 

 

4.   Estudiar el efecto de un microambiente estrogénico y pro-inflamatorio sobre 

los niveles de mRNA de los ligandos del receptor NKG2D en células 

endometriales epiteliales incubadas con estradiol y prostaglandina E2. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

Este proyecto se desarrolló en el Laboratorio de Biología Molecular del Instituto 

de Investigaciones Materno Infantil (IDIMI) dentro del marco del Proyecto 

Fondecyt 1120074 y en el Programa Disciplinario de Inmunología, Instituto de 

Ciencias Biomédicas (ICBM), ambos de la Facultad de Medicina de la 

Universidad de Chile. 

 

4.1.  Muestras 

En este estudio, las muestras de tejido endometrial eutópico se obtuvieron 

 de  mujeres que acudieron al servicio de Ginecología y al Policlínico de Infertilidad 

del Hospital Clínico San Borja Arriarán (HCSBA), Campus Centro de la Facultad de 

Medicina,  Universidad de Chile, quienes firmaron un consentimiento informado 

aprobado por los comités de ética de la Universidad de Chile y del Servicio de Salud 

Metropolitano Central (Anexo 1). 

 

4.2. Criterios  

4.2.1. Criterios de Inclusión 

Los grupos de estudio incluyeron a mujeres en edad reproductiva entre 20 y 45 años 

sometidas a esterilización tubaria vía laparoscópica o a histerectomía por indicación 

ginecológica benigna de causa no endometrial (controles), o a cirugía laparoscópica 

diagnóstica de  endometriosis (pacientes).  

4.2.2. Criterios de Exclusión 

Como criterio de exclusión, para este estudio, se consideraron la existencia de 

enfermedades neoplásicas, endocrinas o infecciones al momento de tomar la 
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muestra o mujeres con tratamientos hormonales o que hicieron uso de 

anticoncepción hormonal dentro de 3 meses previos al ingreso al estudio.  

 

4.3. GRUPOS DE ESTUDIO 

4.3.1. Controles 

Mujeres eumenorreicas, sin patologías reproductivas, sometidas a esterilización 

tubaria por laparoscopía o a histerectomía por indicación ginecológica benigna no 

endometrial (n=41).  

 

4.3.2. Pacientes con Endometriosis 

Mujeres sometidas a laparoscopía diagnóstica para endometriosis peritoneal u 

ovárica confirmada quirúrgicamente (n=40). La etapificación de la endometriosis se 

sub-dividió en endometriosis mínima-leve (I-II, puntaje 1-16) y moderada-severa (III-

IV, puntaje >16), según los criterios de la Sociedad Americana de Medicina 

Reproductiva (ASRM, 1997). 

 

4.4. Tejido endometrial y procesamiento 

Biopsias de endometrio de pacientes y controles se obtuvieron durante la cirugía 

laparoscópica mediante Pipelle de Cornier desde el fondo del útero. Los tejidos se 

transportaron y mantuvieron a 4ºC en tampón fosfato salino (PBS 1X estéril) hasta su 

procesamiento. Posteriormente, el tejido se lavó varias veces con PBS frío para 

remover la sangre y mucosidades y se fraccionó de la siguiente forma: 
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a) Un trozo de tejido se fijó en formaldehído al 3,5% para ser incluido en parafina y 

obtener cortes histológicos que se utilizaron para técnica inmunohistoquímica y 

para realizar fechaje endometrial (dating).  

b) Algunos trozos de tejido endometrial se transfirieron a criotubos y se congelaron 

en nitrógeno líquido para luego ser almacenados a -80°C (tejido para extracción 

de RNA).  

c) Un trozo de tejido se utilizó para obtener dos fracciones celulares, una 

correspondiente a células endometriales estromales (ESC) y la otra a células 

endometriales epiteliales (EEC). La obtención y cultivo de estas células se 

detalla en la Sección 4.6.  

El estadío del ciclo menstrual de las muestras de endometrio se clasificó 

histológicamente, según el criterio de Noyes (Noyes et al. 1950) por un anátomo-

patólogo experimentado (Tabla 1).  

                                                                                                                                 

Tabla 1. Clasificación de los estadíos del ciclo menstrual. 

Fase del Ciclo Rango de Días 

Proliferativo Pro: día 6 – 14 

Secretor Inicial SI: día 15 – 18 

Secretor Medio SM: día 19 – 23 

Secretor Tardío ST: día 24-28 

 

4.5.  Obtención y cultivo de células estromales (ESC) y epiteliales (EEC) 

Para la obtención de células estromales y epiteliales, fragmentos de la biopsia en-

dometrial se cortaron con bisturí repetidas veces hasta obtener un homogenizado de 
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consistencia pastosa, el cual se sometió a digestión enzimática con colagenasa tipo I 

(1 mg/mL; Worthington Biochemical Corp., Freehold, NJ, EEUU), en 10 mL de medio 

DMEM (Dulbecco’s  Modified  Eagle´s  Medium, Sigma. Co., St Louis, MO, EEUU)  y 

10 L de DNAsa I (25 g/mL; Sigma) en baño termorregulado a 37º C con agitación 

horizontal por 60 minutos, según se describe en Johnson et al. (2004). 

Transcurrido el tiempo señalado, se dejó decantar el tejido digerido por 10 minutos y 

se obtuvo un sedimento mayoritariamente consistente de glándulas endometriales y 

una suspensión con predominio de células estromales. Se recogió el sobrenadante 

cuidadosamente y se filtró a través de 2 filtros con malla de nylon de 100 y 40 m de 

tamaño del poro (Becton Dickinson Co., Franklin Lakes, NJ, EEUU) para excluir 

restos de glándulas remanentes.  

En seguida, se centrifugó la suspensión celular a 1830 x g por 10 minutos, 

obteniendo un pellet de células estromales, el cual se lavó dos veces con medio libre 

de enzima, y finalmente, se resuspendió en 1mL de medio de cultivo (medio 

DMEM/F12 suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% (Invitrogen Life 

Techonologies, Bethesda, MD, EEUU), Glutamax (2 mM, Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA),  Penicillina - Estreptomicina (100  IU/mL- 0.1 mg/mL (Invitrogen), Fungizona 

(0,25 ug/mL) (Invitrogen), ácido ascórbico (2,5 ug/ml) (Sigma), insulina (0,1 IU/mL) 

(ActrapidR, Novo Nordick A/S, Dinamarca).   

El sedimento glandular se lavó 2 veces con medio libre de enzima y se incubó duran-

te 40 minutos en frasco de cultivo de 75 cm2 (20 minutos por cada lado) para permitir 

la adhesión de células estromales contaminantes.  

Ambos tipos de células se sembraron en frasco de cultivo de 75 cm2 con 10 mL de 

medio de cultivo en un incubador al 5% de CO2 y 37ºC hasta alcanzar una confluen-
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cia del 80%. Durante este proceso, los medios de cultivo se renovaron cada 72 ho-

ras. Luego, las células se suspendieron con tripsina-EDTA (5 mg/mL-3,7 mg/mL, 

respectivamente) (Invitrogen), se contaron y una parte de ellas (2 x 106 células) se 

suspendió en SFB con 10% de Dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma) y se mantuvieron a 

-80ºC por 48 h y posteriormente se almacenaron en nitrógeno líquido hasta su uso. 

El resto de las células se resembraron 250.000 células/pocillo en placas de cultivo 

celular de 6 pocillos (35 mm de diámetro) (Costar/Corning, NY, MA, EEUU). Para los 

estudios de mRNA, se dejaron crecer las células hasta alcanzar 80% de confluencia, 

y  luego se privaron de  SFB por 24 horas al incubarlas con DMEM definido (DMEM, 

0.1% p/v albúmina sérica bovina (BSA) (Sigma),  25 mmol/L  HEPES  (Sigma), 2 

mmol/L Glutamax (Invitrogen), 100 IU/mL penicilina, 5 mg/mL estreptomicina (Invitro-

gen), para posteriormente realizar los tratamientos a estudiar: 10-8 mol/L Estradiol 

(E2) (Sigma) o 10-8 mol/L Prostaglandina (PGE2) (Sigma), como se indica en Castro 

et al. (2015).                                                  

La pureza de las células estromales y epiteliales aisladas se evaluó mediante 

inmunocitoquímica utilizando anticuerpos monoclonales (mAb) contra vimentina, ci-

toqueratina y CD45 como se describió previamente (Pino et al., 2009) arrojando una 

pureza > 95% para ambos tipos celulares.  

 

4.6. METODOLOGIAS 

4.6.1. Detección de mRNA de MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 y ULBP3. 

Extracción de RNA a partir de tejido ex vivo y cultivos celulares.  

Procedimiento: Un trozo de biopsia endometrial, almacenado a -80 ºC, se transfirió 
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a un tubo eppendorf de 1,5 mL. A cada tubo (tejido ex vivo) o pocillo de placa (cultivo 

celular),  se  le  agregó  un  total  de  1000 uL  de TRIZOL (Invitrogen)-glicógeno (25 

ug/mL, Chemicon Co) que contiene fenol y guanidinio isotiocianato el que ayuda a 

mantener la  integridad  del  RNA durante el proceso. Se incubó a  temperatura  

ambiente  por 5 minutos y se agregaron 200 ul de cloroformo (Merck) por muestra 

para separar el RNA de los otros componentes celulares. Se agitó manualmente por 

15 segundos y luego se procedió a incubar a temperatura ambiente por 2-3 minutos, 

se centrifugó a 14800 x g por 5 minutos a 4ºC para lograr la separación de las 

diferentes fases: la fase inferior que contiene el DNA, la fase superior acuosa el RNA 

y en la interfase las proteínas.  

Se recuperó el sobrenadante, se precipitó el RNA con 500 uL de isopropanol frío, se 

agitó manualmente por 5 segundos y se incubó a temperatura ambiente por 10 

minutos. Se centrifugó a 14800 x g por 10 minutos a 4ºC, y después de descartar el 

sobrenadante, se lavó el pellet, con 500 uL de etanol frío al 70% (p/v H2O tratada con 

DEPC (Sigma), inhibidor de RNAsas), se agitó y se centrifugó a 5800 x g por 5 

minutos a 4ºC. Se descartó el sobrenadante, y el pellet en el fondo del tubo se secó 

ligeramente en concentrador al vacío a 60 ºC por 30-60 segundos.  

Luego se suspendió en 10 uL de agua estéril tratada con DEPC se incubó por 10 

minutos a 55ºC y finalmente se mantuvo durante 60 minutos en hielo. Con el objetivo 

de eliminar la posible contaminación con DNA genómico, el RNA total se trató con 

rDNAsa1 (DNA-free Ambion. Inc, Austin, TX, EEUU) en presencia de buffer de 

DNAsa1 y de RNAsa out (Ambion)  por 25 minutos a 37ºC. Luego, se agregaron 4 uL 

de reactivo de inactivación de DNAsa1, se incubó a temperatura ambiente (con 

mezcla ocasional) por 2 minutos, se centrifugó a 10000 x g por 2 minutos a 4ºC y se 
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transfirió el sobrenadante a un tubo nuevo. Se agregaron 10 uL de agua DEPC al 

pellet, y se repitió este paso para recuperar más RNA.  

Las  muestras  se  cuantificaron  en espectrofotómetro  Nanodrop® (Nano Drop ND-

1000 Spectophotometer, Wilmington, EEUU), determinándose la absorbancia a 260 

nm, 280 nm, la razón 260/280 y la concentración en ng/dL. La absorbancia a 260 nm 

indica la concentración de RNA y a 280 nm la contaminación con proteínas. Se 

utilizaron sólo las muestras con razón 260/280 > 1,80. La integridad del RNA se 

confirmó por electroforesis en agarosa-formaldehído al 1,2 % (p/v). El RNA total se 

guardó a -80ºC hasta su uso.  

 

4.6.2. Síntesis de cDNA. 

Procedimiento: El DNA complementario (cDNA) se sintetizó a partir de 2 μg de RNA 

total purificado,  los que se incubaron con 0,5 uL de random primer (150 ng/ul, 

Invitrogen), a 70ºC por 10 minutos seguida de una incubación en hielo por al menos 

1 minuto. Posteriormente, se añadieron 8 uL de mezcla de reacción  para  la  

transcripción  reversa  (4 uL  de 5X buffer  Revertaid, 2 uL de dNTP 10 mM, 1 uL de 

RNAse Out, 1 uL de H20 DEPC), se agitó en vórtex, se precipitó por spin, y se incubó 

a 25ºC en termociclador por 5 minutos. Luego se agregó 1 uL de la enzima 

transcriptasa reversa RevertAid H Minus M-Mul V (Fermentas) por tubo y se inició el 

programa de transcripción reversa (10 minutos a 25ºC, 60 minutos a 42ºC, 10 

minutos 70ºC finalizando a 4ºC). Posteriormente, las muestras se colocaron en hielo 

y se guardaron a – 80ºC hasta su uso. 
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4.6.3. Técnica de Amplificación en Cadena de la Polimerasa.  

RT-PCR: La amplificación génica de MICA, MICB, ULBP1, ULBP2 y ULBP3, e IL-12 

se realizó con 1 ul de cDNA utilizando partidores específicos para cada gen de 

interés (Tabla 2) en las condiciones indicadas en la Tabla 3. Los productos 

amplificados se visualizaron en un gel de agarosa al 1,0 % (p/v) con GelRed Nucleic 

Acid Gel Stain (Biotium). La densidad óptica de las bandas se capturó con la cámara 

KODAK Eletrophoresis Documentation y Análisis System (EDA 290) y evaluada con 

el programa computacional Carestream 5.0 Image Analysis. Cada gen amplificado se 

normalizó con la amplificación del gen constitutivo de rRNA 18S. 

Tabla 2. Partidores específicos de genes que amplifican para ligandos de 
NKG2D e Interleuquina. 

Nombre Secuencia Gen amplificado 

MICA-Forward 5`-TGTAAGAAGAAAACATCAGCT-3` 
MICA 

MICA-Reverse  5`-ATAGGTCAGGAAACTGAGGCAC-3` 

MICB-F 5`-TCACGGGTTTCATTCAGTTGGC-3` 
MICB 

MICB-R 5`-ACAGCACCATGAGGTTGTAACG-3` 

ULBP1-F   5`-ACGGAGCTCCAGGTCTACAATG-3` 
ULBP1 

ULBP1-R   5`-GTGGTTCAGGTCTGGACTTAGG-3` 

ULBP2-F   5`-CTCTCCTTCCATCAAGTCTC-3` 
ULBP2 

ULBP2-R   5`-TGGTCCAGGTCTGAACTTAG-3` 

ULBP3-F   5`-CCGACGCTCACTCTCTCT`-3 
ULBP3 

ULBP3-R   5`-TGTTTTCCCCAGGCATCTGT-3` 

IL-12-F (p40) 5`- CCAAGAACTTGCAGCTGAAG-3` 
IL-12 

IL-12-R (p40) 5`- TGGGTCTATTCCGTTGTGTC-3` 

 
 
 



26 

 

Tabla 3. Condiciones para amplificación génica por RT-PCR. 
 

GEN Nº Ciclos Temperatura Concentración 
Mg++ (uM) 

Tamaño  

MICA 31 58º C 2,0 uM 248 bp 

MICB 34 58º C 3,0 uM 166 bp 

ULBP-1 34 58º C 1,0 uM  161 bp 

ULBP-2 34 58ºC 3,0 uM 186 bp 

ULBP-3 34 57º C 3,0 uM 198 bp 

IL-12p40 34 58º C 2,5 uM 355 bp 

 

 

4.6.4. Inmunohistoquímica (IHQ).  

Procedimiento: Se realizó técnica inmunohistoquímica para evaluar la presencia y 

localización de los ligandos de NKG2D: MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2, ULBP-3 y 

para las citoquinas IL-12 e IL-10 en cortes de tejido endometrial de 5 μm incluidos en 

parafina. El material de estudio se obtuvo de endometrios eutópicos de mujeres con 

y sin endometriosis en las distintas etapas del ciclo menstrual. Los cortes se 

desparafinaron con 2 lavados secuenciales con xilol de cinco minutos cada uno y se 

hidrataron con una batería de alcoholes (100%, 90%, 85%, 70%, 50%) y agua 

destilada por 5 minutos cada uno. Posteriormente, se colocaron en una vaporera a 

100ºC con Citrato de Na+ (10 mM, pH 6,0) por 30 minutos para exposición de los 

sitios antigénicos. Los cortes se dejaron enfriar al menos durante 1 hora y se lavaron 

en H2O destilada, quitando el exceso de líquido sin dejar que se secaran.  

Bloqueo: Para el bloqueo de la peroxidasa endógena se agregó peróxido de 

hidrógeno al 3% diluido en H2O destilada por 15 minutos a temperatura ambiente.   

Se bloquearon los sitios de unión inespecífica con PBS-BSA al 2% durante 45 
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minutos a temperatura ambiente.  

Anticuerpos: Posteriormente, los cortes histológicos se incubaron con los distintos 

anticuerpos (50-100 L de las diluciones de los anticuerpos dependiendo del tamaño 

del corte) (Tabla 4) durante 1 hora a 37ºC en cámara húmeda; como control negativo 

el anticuerpo se reemplazó por PBS-BSA al 1%. Luego se lavaron con H2O destilada 

durante 5 minutos, y con PBS por 5 minutos. A continuación se incubaron con el 

anticuerpo secundario biotinilado durante 30 minutos a temperatura ambiente, y 

nuevamente se lavaron con H2O destilada seguido de lavado con PBS por 5 minutos.  

Revelado: Se aplicó estreptavidina-peroxidasa (kit Vector) por 30 minutos a 

temperatura ambiente, se lavaron las placas con H2O destilada por 5 minutos, y PBS 

por 5 minutos y luego se agregó el cromógeno Diaminobencidina [DAB] (kit 

Cromógeno DAB + Sustrato, Vector) (20 L para 1 mL) durante 8 minutos a 

temperatura ambiente en oscuridad. Se lavaron con H2O destilada durante 5 

minutos, se eliminó el exceso de agua, y se dejaron secar las placas.  

Contraste y Montaje: Los cortes se tiñeron con hematoxilina de Harris durante 40 

segundos, se lavaron en abundante agua corriente, se dejaron en agua destilada 

durante 5 minutos, se secaron para luego aplicar medio de montaje Entellan (Merck).  

Evaluación: El análisis de la positividad de las muestras se realizó en un 

microscopio óptico Olympus (CRX) con cámara adosada con la que se obtuvieron 12 

fotografías por corte de endometrio con el programa ImageProPlus v6.3, utilizando 

como herramienta la Intensidad de Densidad Óptica (IOD) promedio para la 

evaluación  semicuantitativa.  
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4.6.5. Citometría de Flujo.  

Para evaluar la expresión de  ligandos de NKG2D: MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2, y 

ULBP-3 se realizó citometría de flujo con células estromales (ESC) y epiteliales 

(EEC) de cultivo de primer pasaje de endometrio eutópico, las cuales se mantuvieron 

congeladas en nitrógeno líquido con solución de Dimetilsulfóxido (DMSO) al 10% en 

SFB como se indicó en 4.5.  

Se descongelaron las células, colocando los viales en baño termorregulado a 37ºC 

por 1 minuto. Luego   se  traspasó  el  contenido  a  un  tubo  cónico  completando a 

10 mL de volumen total con medio de cultivo y se centrifugó a 400 x g por 10 minu-

tos. Se eliminó  el  sobrenadante, se agregó 1 mL  de  medio  de cultivo  y se  les  

realizó recuento a las células endometriales con tinción vital (Azul Tripan), obtenien-

do en todos los casos recuentos sobre 70% de células vivas. Se cultivaron las célu-

las en frascos  de  75 cm2  hasta  llegar  a  confluencia,  momento  en   que  las  célu-

las  endometriales adherentes se recuperaron del frasco de cultivo a través de ras-

pado suave con rastrillo.  

Luego se transfirieron las células a un tubo de 15 mL y se agregaron 10 mL de 

medio de cultivo DMEM con 10% de SFB. Se mantuvieron entre 25 y 37ºC, hasta el 

momento de realizar el protocolo de citometría. Se centrifugaron las células a 400 g 

por 10 minutos, se eliminó el sobrenadante y se fijó con paraformaldehído (PFA) al 

2% (p/v) en PBS, manteniendo la concentración de 100.000 células/100 L de 

fijador. Las suspensiones celulares se transfirieron a placas de poliestireno de 96 

pocillos con fondo en V (100.000 células/pocillo), y se incubaron en hielo por 30 

minutos. Se lavaron 3 veces con PBS-SFB al 2% agregando 200 L de solución de 

lavado por pocillo seguido de centrifugación a 400 x g por 3 minutos a 4ºC,  se 
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eliminó el sobrenadante por inversión de la placa y se agregaron, por separado, los 

anticuerpos monoclonales primarios purificados dirigidos contra los ligandos MICA, 

MICB, ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3.      

Incubación con Anticuerpo Primario:  

Se  agregaron 25 L  de  cada  anticuerpo primario por pocillo (dilución 1/25) (Tabla 

4) y se incubaron las células por 40 minutos a temperatura ambiente. Luego de agre-

gar la solución de lavado y centrifugar a 400 g por 3 minutos a 4ºC (3 veces)  se  el i-

minó  el sobrenadante  y se agregó el  anticuerpo secundario, un anti-IgG de  ratón  

conjugado a  FITC (dilución 1/50),  colocando 25 L por pocillo incubando 30 minutos 

a 4ºC en oscuridad.  

Luego de 3 lavados y eliminación del sobrenadante, se resuspendieron las células en 

100 L de PFA al 2%.  Finalmente,  se  analizaron  las  suspensiones celulares 

usando  el  citómetro FACSCalibur (BD Biosciences - Immunocytometry Systems),  

los datos se  adquirieron  con el  programa CellQuest (ambos de Becton-Dickinson, 

EEUU) y se analizaron con el software FlowJo v8.7 (Tree Star, Inc, EEUU). Las 

células muertas se excluyeron de acuerdo a sus características de tamaño [side 

scatter (SSC)] y granularidad [forward scatter (FSC)]. Se recolectaron y analizaron un 

promedio de 20.000 eventos por muestra. 
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Tabla 4. Anticuerpos utilizados en IHQ y Citometría de Flujo: 

Anticuerpo Características 

Anti-human MICA R&D Systems. Ac. Monoclonal de ratón.  

Nº Cat. MAB1300. Dilución IHQ: 1/100.  

Anti-human MICB R&D Systems. Ac. Monoclonal de ratón.  

Nº Cat. MAB1599. Dilución IHQ: 1/100. 

Anti-human ULBP-1 R&D Systems. Ac. Monoclonal de ratón.  

Nº Cat. MAB1380. Dilución IHQ: 1/100. 

Anti-human ULBP-2 R&D Systems. Ac. Monoclonal de ratón.  

Nº Cat. MAB1298. Dilución IHQ: 1/100. 

Anti-human ULBP-3 R&D Systems. Ac. Monoclonal de ratón.  

Nº Cat. MAB1517. Dilución IHQ: 1/100. 

Anti-human IL-10 Abcam. Ac. Policlonal de conejo.  

Nº Cat. Ab34843. Dilución IHQ: 1/550.  

Anti-human IL-12 R&D Systems. Ac. Policlonal de cabra.  

Nº Cat. AF-219-NA. Dilución IHQ: 1/100. 

 

4.6.6. Análisis hormonal:  

El estradiol, progesterona, testosterona y androstenediona se midieron por 

radioinmunoensayo (RIA) competitivos y específicos para cada uno de ellos 

(Diagnostic System Laboratories, Webster, Texas, USA). Los CV intraensayos 

fueron 4,1%, 4,8%, 5,3% y 4,2% e interensayo de 6,7%, 7,2%, 8,1% y 8,9%, 

respectivamente. 

 

4.7. Análisis estadístico y tamaño muestral:  

 El tamaño muestral para este estudio se calculó empleando un alfa de 0,05 y un po-

der estadístico de 80% (beta=0,20). Se consideraron desviaciones estándar del re-
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porte de Kyama et al. (2008) con el interés de establecer una diferencia entre las 

medias de los grupos de al menos 11%. En estas condiciones, el tamaño muestral 

necesario por grupo resultó ser de 4 sujetos. Como los grupos en estudio son dos y 

el ciclo menstrual tiene 4 categorías, el tamaño muestral se estimó en 32 sujetos to-

tales, 16 para el grupo control y 16 para el grupo con endometriosis. 

Todos los datos fueron analizados con el software estadístico Prism 4.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA, EEUU). Para las variables de tipo continuo, 

los resultados fueron evaluados estadísticamente mediante el tests de Mann-

Whitney U o de Kruskal-Wallis H seguido del test de Dunn, para una distribución 

no paramétrica (previamente determinada según el test de Kolmogorov-Smirnoff). 

El valor de p inferior al 5% (p < 0,05) fue considerado como significativo.      
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5. RESULTADOS 

5.1.  Características clínicas, antropométricas y hormonales  

La Tabla 5 muestra la concentración plasmática de hormonas esteroidales en ambos 

grupos de mujeres en una muestra sanguínea obtenida previo a la cirugía, además,  

los rangos y promedios de edad e índice de masa corporal. Solamente el 28% de las 

mujeres con endometriosis presentaron paridad a diferencia del 78% en las contro-

les.  Los estadíos del grado de endometriosis se distribuyeron en forma relativamente 

similar con un ligero predominio de endometriosis de mayor severidad. 

 

Tabla 5. Antropometría, concentraciones hormonales y características de la 
endometriosis 

 

 

 

Sujetos 

Endometriosis (n=40) Control (n=41) 

Fases del Ciclo Menstrual 

Proliferativa  
(Folicular; n=10) 

Secretora 
(Lútea; n=30) 

Proliferativa  
(Folicular; n=10) 

Secretora 
(Lútea; n=31) 

Estradiol (pg/mL) 102 ± 19 124 ± 12 100 ± 25 98 ± 13 

Progesterona (ng/mL) 1,1 ± 0,2 7 ± 0,6 2.5 ± 1.0 4,9 ± 0,8 

Androstenediona (ng/mL) 2,1 ± 0,3 2,8 ± 0,2 1,7 ± 0,5 1,5 ± 0,1 

Testosterona (ng/mL) 0,5 ± 0,1 0,6 ± 0,1 0,4 ± 0,1 0,4 ± 0,1 

Edad (años) 34,0 ± 6,0 (22-46) 38,1 ± 5,8 (25-45)     

IMC (Kg/m
2
) 24,9 ± 1,0 (18-38) 26,9 ± 1,0  (19-37)  

Paridad (uno o más hijos) 28% 78% 

Estadíos de la Endometriosis  
(ASRM, 1997) 

I/II (mínimo/leve)             45%  

III/IV (moderado/severo)  55% 

En una muestra única de sangre se determinaron las concentraciones plasmáticas como se indica en Materiales y 

Métodos. Los resultados están expresados como promedios ± error estandar.  
Valores normales: Androstenediona : 0,85-2,75 ng/mL y Testosterona : <0,60 ng/mL. 
Fase Folicular: Estradiol 30-100 pg/mL, Progesterona: 0,15-0,7 ng/mL. Periovulatoria: Estradiol : >200 pg/mL; 
Fase Lútea : Estradiol : 70-300 pg/mL ; Progesterona : 2-12,5 ng/mL.   
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5.2. Detección de ligandos del receptor de activación NKG2D de células Natural 

Killer en tejido endometrial exvivo 

 

5.2.1 Niveles  de mRNA de MICA y MICB 

Los niveles del mRNA  MICA y MICB fueron detectados en los endometrios exvivo de 

mujeres controles y pacientes durante el ciclo menstrual.  

La  expresión  de MICA aumentó 80% en la fase secretora media  y 100% en la tar-

día comparado  con la fase  proliferativa  solamente  en  el grupo control y aunque en 

endometriosis también se detectó el mRNA de estos ligandos con un patrón similar, 

no se encontraron diferencias significativas entre las diferentes etapas del ciclo 

menstrual (Figura 1A). 

En el grupo control, el nivel del mRNA de MICB fue constante en las distintas etapas 

del ciclo menstrual. Por el contrario, en endometriosis los niveles de mRNA de MICB 

aumentaron en la etapa secretora inicial disminuyendo fuertemente en la fase secre-

tora tardía al compararlo con la fase proliferativa (p < 0,05).  No  se  encontraron  di-

ferencias entre ambos grupos de endometrios estudiados (Figura 1B).  

 

5.2.2. Presencia y localización de la proteína de MICA y MICB  

La proteína de MICA y MICB fue detectada por IHQ en ambos compartimientos tanto 

para el grupo control como de endometriosis (Figura 2).  La marca positiva café fue 

homogénea. 
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NIVELES mRNA MICA Y MICB 

         

        

Figura 1. Aumento del nivel de mRNA de MICA (A) en endometrio control  y variación 
de MICB (B) en endometrio eutópico de endometriosis durante el ciclo menstrual. Se 

muestran geles representativos de las amplificaciones de los genes MIC y  rRNA 18S y las 
gráficas de los resultados obtenidos de endometrios de mujeres con y sin endometriosis 
después de normalizarlos con rRNA 18S. MICA aumentó significativamente durante el ciclo 
menstrual en el grupo control, en tanto, MICB, aumentó en la etapa secretora inicial disminu-
yendo marcadamente en la etapa tardía solamente en el grupo de endometriosis.   
El n  muestral  se indican en cada figura. De izquierda a derecha las barras representan las  
distintas fases del  ciclo  menstrual  (PRO= proliferativo; S= secretor). (Barras azules: control; 
barras rojas: endometriosis). *p < 0,05. 

 

A 

B 
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DETECCION PROTEICA DE MICA y MICB EN ENDOMETRIO  

 

 

                        

 

Figura 2. Presencia de MICA y MICB en estroma y epitelio de endometrio control y eu-
tópico de endometriosis en fase secretora. Visualización de la presencia de la inmunotin-
ción positiva para MICA y MICB en los compartimientos epitelial y estromal en endometrios 
exvivo de fase secretora en grupo control y de endometriosis. La inmunotinción fue homogé-

nea y de ubicación citoplasmática. Flechas negras indican marca positiva. Microfotografía 
400x.  *: Barra de 100 um 

 

 

 

 

100  um * 
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5.2.3  Niveles  de mRNA de ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 

Los niveles de mRNA  de ULBP-1  fueron  constantes y reducidos durante el ciclo 

menstrual en los endometrios de controles y pacientes y no se observaron diferen-

cias significativas entre ambos grupos de estudio (Figura 3A). 

 

Con respecto a ULBP-2, sus  niveles de  mRNA  aumentaron 100% desde la fase 

proliferativa hacia la tardía en ambos grupos de endometrio (p< 0,05) sin mostrar di-

ferencias significativas entre ellos (Figura 3B). 

 

Para ULBP-3, la  expresión  fue constante a través del ciclo menstrual en ambos 

grupos, observándose una disminución en la fase secretora media sólo en el control, 

siendo esto  significativo  al  compararlo  con el grupo de endometriosis (p< 0,05) 

(Figura 4). 

 

5.2.4. Presencia y localización de la proteína de ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3  

La proteína de los ligandos ULBP-1, ULBP-2  y ULBP-3  de NKG2D fue detectada 

por IHQ en el endometrio eutópico durante el ciclo menstrual en ambos grupos de 

estudio (Figura 5). 

La  inmunotinción  positiva fue de aspecto homogéneo en el caso de ULBP-1 y 

ULBP-2. En el caso de ULBP-3, las células positivas tenian marca de aspecto granu-

lar. En los 3 casos la marca mostró ser citoplasmática. 
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NIVELES mRNA ULBP-1 y ULBP-2  

        

        

Figura 3. El nivel de mRNA de ULBP-2 (B) aumenta en la fase secretora tardía. ULBP-1 
(A) no varía durante el ciclo menstrual. Se muestran geles representativos de las amplifi-
caciones de los genes ULBP y de rRNA 18S y las gráficas de los resultados obtenidos de 
endometrios de mujeres con y sin endometriosis después de normalizarlos con rRNA 18S. 
La expresión de ULBP-2 mostró variación durante el ciclo menstrual aumentando sus niveles 
en la fase secretora tardía. De izquierda a derecha, las barras representan las distintas fases 
del  ciclo  menstrual (PRO= proliferativo; S= secretor inicial, medio y tardío). (Barras azules: 
control; barras rojas: endometriosis). *p < 0,05 

A 

B 
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NIVELES mRNA ULBP-3    
 

              

Figura 4. El nivel de mRNA de ULBP-3 disminuye en la fase secretora media en el en-
dometrio control. Se muestran los geles representativos de las amplificaciones de los ge-
nes ULBP-3 y de rRNA 18S por RT-PCR y las gráficas de los resultados obtenidos de endo-
metrios de mujeres con y sin endometriosis después de normalizarlos con rRNA 18S. Se 
observó una disminución en los niveles de ULBP-3 en el grupo control en la fase secretora 
media, variación no observada en el grupo de endometriosis. 
De izquierda a derecha las barras representan las  distintas fases del  ciclo  menstrual 
(PRO= proliferativo; S= secretor inicial, medio y tardío). (Barras azules: control; barras rojas: 
endometriosis). *: p < 0,05 
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DETECCION PROTEICA DE ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 EN ENDOMETRIO  

                 

 

                   

                                         

Figura 5. Presencia de ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 en estroma y epitelio de endometrio 
control y eutópico de endometriosis. Visualización de la presencia de inmunotinción 

positiva para ULBP-1, ULBP-2 y ULBP3 en los compartimientos epitelial y estromal, de grupo 
control y de endometriosis. Las microfotografías corresponden a endometrios en fase 
secretora. Flechas negras indican marca positiva. Microfotografía 400x.  *: Barra de 100 um 

 
 
                                                                                                                                   

100  um * 
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5.3.  Detección de citoquina IL-12 en endometrio eutópico exvivo.  

5.3.1. Nivel del mRNA de IL-12  

Muy bajos niveles del mRNA de IL-12p40 fueron detectados en el endometrio control 

presentando un patrón constante durante el ciclo menstrual, a diferencia de los 

niveles observados en el endometrio de mujeres con endometriosis durante la fase 

secretora media que presentó un aumento de 200% al compararlo con el control (p< 

0,05) (Figura 6).   

    

5.3.2. Presencia y localización de la proteína de citoquina IL-12 

Se detectó la proteína de IL-12 por IHQ en el endometrio eutópico durante el ciclo 

menstrual en el compartimiento estromal y epitelial en ambos grupos de estudio. 

(Figura 7). La inmunotinción de apariencia homogénea fue focal observándose en 

grupos de células o en células aisladas. (Figura 8).  

 

Se evaluaron los campos con células positivas en ambos grupos en estudio y se 

observó en el grupo control un aumento en la presencia de campos con presencia de 

células positivas en la fase secretora tardía, siendo un 300% mayor al compararlo 

con el grupo de endometriosis. (Figura 9). 
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NIVELES mRNA IL-12 p40  
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Figura 6. El nivel  del  mRNA  de IL-12 aumenta en endometrio eutópico de endometrio-
sis en fase secretora. Se muestra gel representativo de las amplificaciones de los genes IL-

12 y de rRNA 18S por RT-PCR y las gráficas de los resultados obtenidos en endometrios de 
mujeres con y sin endometriosis después de normalizarlos con rRNA 18S. Se observó au-
mento significativo en los niveles de la citoquina en endometrios del grupo endometriosis de 
fase secretora media al compararlo con el grupo control.  
El n muestral se indican en cada figura. De izquierda a derecha las barras representan las  
distintas fases del  ciclo  menstrual (PRO= proliferativo; S= secretor). (Barras azules: control; 
barras rojas: endometriosis). *p < 0,05. 
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DETECCION PROTEICA DE IL-12 EN ENDOMETRIO EUTOPICO  

 

                                                                                                                                                                                

Figura 7. Presencia de IL-12 en estroma y epitelio de endometrio control y 
eutópico de endometriosis. Visualización de la presencia de inmunotinción positiva 

para IL-12 en los compartimientos epitelial y estromal de los grupos control y de 
endometriosis. Las microfotografías corresponden a endometrios a lo largo del ciclo 
menstrual. La tinción es homogénea y ubicada en el citoplasma. Flechas negras 
indican marca positiva Microfotografía 400x. *Barra de 100 um 
 

 

100  um * 
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DETECCION PROTEICA DE IL-12 EN ENDOMETRIO EUTOPICO  

 

            

           

 

Figura 8. Presencia de IL-12 en cèlulas del estroma de endometrio eutópico.   

(A) Control Negativo. (B) Presencia de inmunotinción positiva para IL-12 en un grupo de 
células localizadas en el estroma endometrial; corte seriado de (A). (C) Visualización con 
mayor aumento de células aisladas positivas (Microfotografía 1000x). (D) Amplificación del 
grupo de células positivas de la microfotografía (B)  
Amplificación A y B: (200x); C y D: (1000x)  *: Barra de100 um.       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A C 
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DETECCION PROTEICA DE IL-12 EN ENDOMETRIO EUTOPICO  

 
 
Figura 9. El porcentaje de células positivas para IL-12 aumenta en fase secretora tardía 
en el endometrio control. La grafica muestra el cálculo de los campos positivos en el grupo 
control y de endometriosis. Se observó un marcado aumento en la cantidad de células 
positivas en el grupo control en la fase secretora tardía, lo cual no se vio en el grupo con 
endometriosis. El n muestral se indica en la figura. De izquierda a derecha las barras 
representan las distintas fases del ciclo menstrual (PRO=proliferativo; S=secretor). (Barras 
azules: control; barras rojas: endometriosis). **p < 0,005 

. 
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5.4. Detección de citoquina IL-10 en endometrio eutópico ex vivo. 

5.4.1.  Presencia y localización de la proteína de citoquina IL-10  

El mRNA de IL-10 no amplificó en ninguna de las condiciones utilizadas en los 

endometrios obtenidos de mujeres con y sin endometriosis, por lo que no fue posible 

su análisis en esta tesis.  

La proteína de la citoquina IL-10  se  localizó en  los compartimentos epiteliales y 

estromales a través del ciclo menstrual en endometrios de mujeres controles y con 

endometriosis teniendo una mayor intensidad en el epitelial que en el estromal.  

(Figura 10). La marca resulto ser homogénea y citoplasmática, también se observo 

positividad en células del endotelio.  

El análisis de la positividad se realizó en 12 fotografías por endometrio con el pro-

grama IMageProPlus v6.3, utilizando como herramienta la Intensidad de Densidad 

Óptica (IOD) para la evaluación semicuantitativa. 

No se encontró diferencia significativa en las células epiteliales controles o de las 

pacientes a lo largo del ciclo menstrual; sin embargo, el IOD fue menor 150% en la 

fase secretora media y tardía comparado al control (p< 0,005). (Figura 11A). 

 En las células estromales, se observó un incremento del IOD para IL-10 hacia la 

fase secretora tardía en el grupo control; por el contrario, las células estromales de 

endometriosis no modificaron el patrón de IOD durante el ciclo menstrual. Al 

comparar  ambos grupos se encontró una diferencia de 131% y 288% mayor en las 

fases  secretoras  media y tardía del grupo de endometriosis comparado al control 

(p<0,0001). (Figura 11B). 
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DETECCION PROTEICA DE IL-10 EN ENDOMETRIO EUTOPICO 

 

 

        

Figura 10. Presencia de IL-10 en estroma y epitelio durante el ciclo menstrual en endo-
metrio control y eutópico de endometriosis. Localización de la inmunotinción positiva en 

los compartimientos epitelial y estromal. Se observó positividad en células endometriales a lo 
largo del ciclo menstrual en ambos grupos de estudio. Microfotografía 400x. *: Barra de 100 
um 
 

 

  

100  um * 
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EVALUACION CELULAS POSITIVAS IL-10 EN ENDOMETRIO 

         

           

n: Pro= 3; 4  SI= 4; 5  SM= 5; 5 ST= 4; 5 

 

Figura 11. El IOD de IL-10 en glándulas y estroma es mayor en endometrio control que 
en endometrio eutópico de endometriosis en fase secretora media y tardía. Gráfica de 

los resultados obtenidos con el programa IMageProPlus v6.3 por evaluación con herramienta 
IOD en endometrios de mujeres con y sin endometriosis. (A) En las glándulas se observó 
positividad en los dos grupos estudiados durante el ciclo menstrual, siendo mayor la presen-
cia en el grupo control y significativo en S. Medio y Tardío. (B) En el compartimiento estro-
mal, la proteína IL-10 fue constante en endometriosis y aumentó durante el ciclo en el grupo 
control. De izquierda a derecha las barras representan las  distintas fases del  ciclo  mens-
trual. IOD= intensidad de densidad óptica. Pro = proliferativo; S= Secretor. (Barras azules: 
control; barras rojas: endometriosis). *p<0,05; **p<0,005; ***p< 0,0001.    

 

A 

B 
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5.5.  Detección de ligandos de NKG2D en células endometriales aisladas. 

5.5.1. Detección proteica de MICA y MICB por citometría de flujo 

El estudio de células endometriales aisladas permitió confirmar la presencia proteica 

de los ligandos MICA, y MICB, tanto en células epiteliales (EEC) como en células 

estromales (ESC) en ambos grupos de endometrio, control y endometriosis (Figuras 

12 y 13). 

 

En el caso del porcentaje de células positivas para MICA y MICB, no se encontró 

diferencias entre los grupos en estudio en ninguno de los compartimientos celulares 

para las moléculas analizadas (Figura 12).  

 

Se observó  una  mayor intensidad  en la media de fluorescencia (MFI) en EEC con-

troles para MICA (5,7 veces) con respecto a las EEC de las pacientes (p<0,005), no 

encontrándose diferencia significativas en el caso de MICB (Figura 13A). 

 

En  células estromales  no  se encontraron  diferencias  para MICA y MICB  en la 

intensidad media de fluorescencia al comparar entre los grupos de estudio (Figura 

13B).  

 



49 

 

 PORCENTAJE CELULAS POSITIVAS:  

A) CELULAS EPITELIALES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B)  CELULAS ESTROMALES 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 12. Porcentaje de células positivas para MICA y MICB  en células endometriales. 

Células epiteliales (EEC) (A) y células estromales (ESC) (B) de endometrios provenientes de 
mujeres con (pacientes) y sin endometriosis (controles) expresan las moléculas. Dot plots 

obtenido por citometría de flujo. Se muestran histogramas representativos y el promedio ± 
EE de los resultados de los porcentajes de células positivas correspondientes a  controles y 
pacientes.  
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INTENSIDAD EN LA MEDIA DE FLUORESCENCIA (MFI):  

A) CELULAS EPITELIALES 

 

B)  CELULAS ESTROMALES 

 
 
Figura 13. Las células epiteliales del endometrio de mujeres con endometriosis presen-
tan menores niveles de MICA. Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) para MICA y MICB 
en células endometriales. Células epiteliales (EEC) (A) y células estromales (ESC) (B) pro-
venientes de endometrios de mujeres con y sin endometriosis fueron incubadas con los anti-
cuerpos indicados y evaluadas por citometría de flujo. Las células epiteliales del endometrio 
de mujeres con endometriosis presentan menores niveles de MICA. Se muestran los histo-
gramas representativos y el promedio ± EE de los resultados de los porcentajes de células 
positivas. *p<0,05; **p<0,005.     
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5.5.2. Niveles de mRNA de MICA y MICB  

Debido a que solamente las células epiteliales (EEC) mostraron diferencia 

significativa entre los grupos control y pacientes por citometría de flujo, se estudio 

en este tipo celular los niveles de mRNA de los ligandos del receptor NKG2D 

MICA y MICB por RT-PCR.  

 

La expresión del mRNA de ambos ligandos de NKG2D fue  detectada  en  las 

células  epiteliales de ambos grupos.   

 

Los niveles de mRNA de MICA y MICB en las células en condición basal fueron 

mayores en el grupo control al compararlo con el grupo de pacientes, siendo esta 

diferencia significativa en el caso de MICB (200%) (p < 0,05) (Figura 14). 

 

Al simular un microambiente estrogénico y/o pro-inflamatorio al incubar las células en 

presencia de E2 y PGE2, no se observaron diferencias entre ambos grupos.  

Se observó que la diferencia encontrada en la condición basal entre ambos grupos 

se redujo en todos los ligandos, aunque no fue significativamente diferente respecto 

al basal correspondiente (Figura 15).  
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NIVELES de mRNA EN CELULAS EPITELIALES 

 

 
Figura 14. El nivel de mRNA de MICB es mayor en células epiteliales aisladas de en-
dometrio control.  Niveles de mRNA de MICA y MICB en células epiteliales aisladas por 
RT-PCR.  Células epiteliales de endometrios de mujeres con y sin endometriosis en condi-
ción basal. Se observó presencia de ambos ligandos en células aisladas con un mayor nivel 
de MICB en células controles. Se muestra gel representativo. Los resultados son el promedio 
± EE de n= 3 controles y n= 3 pacientes. *p<0,05.     
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NIVELES de mRNA EN CELULAS EPITELIALES 

 

 

Figura 15. E2 y PGE2 no modifican los niveles de mRNA de MICA y MICB. Células epite-
liales de endometrios de mujeres con y sin endometriosis fueron incubadas con E2 (10-8 
mol/L) y PGE2 (10-8 mol/L) por 24h como se indica en Materiales y Métodos. Se observó 
presencia de ambos ligandos en las células estimuladas, no encontrándose diferencia signi-
ficativa en las células con los diferentes estímulos. Se muestra gel representativo. Los resul-
tados son el promedio ± EE de n=3 controles y n=3 pacientes. *p<0,05.                                                                                                                     
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5.5.3  Detección proteica de ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 por citometría de flujo  

En células  endometriales  aisladas  confirmó la  presencia proteica de los ligandos 

ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3, tanto en el compartimiento de células epiteliales (EEC) 

como en el de células estromales (ESC) en ambos grupos de estudio, control y en-

dometriosis (Figuras 16 y 17). 

 

El porcentaje de células positivas para  ULBP-1,  ULBP-2  y  ULBP-3  fue similar en-

tre  las células epiteliales y estromales aisladas de mujeres controles y pacientes (Fi-

gura 16). 

 

Sin embargo, al evaluar la MFI de ULBP-2 y ULBP-3, no así ULBP-1, fue  4,2 y 3,8 

veces mayor en las células epiteliales control al compararlo con las de endometriosis 

(p<0,005; p<0,05; respectivamente) (Figura 17A). 

 

No hubo diferencias en ESC para ninguno de los ligandos estudiados (Figura 17B). 
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PORCENTAJE CELULAS POSITIVAS: ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 

A) CELULAS EPITELIALES 

 

B)  CELULAS ESTROMALES 

 

Figura 16. Porcentaje de células positivas para ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 en células 
endometriales. Células Epiteliales (EEC) (A) y Células Estromales (ESC) (B) provenientes 

de endometrios de mujeres con (pacientes) y sin (controles) endometriosis fueron incubadas 
con los anticuerpos indicados y evaluadas por citometría de flujo. Se muestran los histogra-
mas representativos y el promedio ± EE de los resultados de los porcentajes de células posi-
tivas correspondientes a n=2-4  controles y n=4-3 pacientes.  
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INTENSIDAD MEDIA DE FLUORESCENCIA (MFI): ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3  
A) CELULAS EPITELIALES 

 

B)  CELULAS ESTROMALES 

 
 
Figura 17. Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) para ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 en 
células endometriales. Células epiteliales (EEC) (A) y Células estromales (ESC) (B) prove-
nientes de endometrios de mujeres con (pacientes) y sin (controles) endometriosis fueron 
incubadas con los anticuerpos indicados y evaluadas por citometría de flujo. En células epite-
liales controles se muestran los histogramas representativos y el promedio ± EE de los resul-
tados de los porcentajes de células positivas correspondientes a n=2-4  controles y n=4-3 
pacientes. *p<0,05; **p<0,005.     
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5.5.4. Niveles de mRNA de ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3  

Debido que solamente las células epiteliales (EEC) mostraron diferencia 

significativa entre los grupos control y pacientes por citometría de flujo, se estudio 

este tipo celular los niveles de mRNA de los ligando del receptor NKG2D por     

RT-PCR.  

En  las células  epiteliales  de ambos grupos se detectó la expresión de los 

mRNAs de ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3. 

Los niveles de mRNA de ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 de las células en condición ba-

sal fueron mayores en el grupo control al compararlo con el grupo de pacientes, 

siendo  esta diferencia  significativa en  el  caso  de ULBP-2 (50%) y UBP-3 (300%) 

(p<0,05) (Figura 18). 

En el caso de las células con los distintos tratamientos, no se observaron diferencias 

entre ambos grupos,  pero  los  niveles  de mRNA mostraron una tendencia a ser 

mayores en el grupo control.  

Al simular un microambiente estrogénico y/o pro-inflamatorio al incubar las células en 

presencia de E2 y PGE2, la diferencia observada en la condición basal entre ambos 

grupos se redujo en todos los ligandos, aunque no fue significativamente diferente 

respecto al basal correspondiente (Figura 19). 
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 NIVELES de mRNA ULBP EN CELULAS EPITELIALES 

 

 

 

 
Figura 18. Los niveles de mRNA de ULBP-2 y ULBP-3 son mayores en endometrio de 
mujeres control.  Niveles de mRNA de ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3 en células epiteliales 

aisladas por RT-PCR. Células epiteliales de endometrios de mujeres con y sin endometriosis 
en condición basal. Se observó presencia de los tres ligandos en células aisladas, 
observándose mayor nivel en células controles, siendo esto significativo en el caso de ULBP-
2 y ULBP-3 al compararlo con el grupo de endometriosis. Se muestra gel representativo. Los 
resultados son el promedio ± EE de n=3 controles y n= 3 pacientes.  
*p<0,05.     
 

 

 

 

 

 

 



59 

 

NIVELES de mRNA ULBP EN CELULAS EPITELIALES 

 

 

FIGURA 19. E2 y PGE2 no modifican los niveles de mRNA de ULBP-2 y ULBP-3. Efecto 

de E2 y PGE2 sobre los niveles de mRNA de ULBP-2 y ULBP-3 en células epiteliales. Célu-

las epiteliales de endometrios de mujeres con y sin endometriosis fueron incubadas por 24 h 

con E2 (10-8 mol/L) y PGE2 (10-8 mol/L) como se indica en Materiales y Métodos. Se mues-

tran geles representativos. Los resultados son el promedio ± EE de n= 3 controles y n= 3 

pacientes. *p<0,05. 
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6. DISCUSION 

 

Como se dijo previamente, la endometriosis es una enfermedad invasiva, con diag-

nóstico también invasivo y cuya patogénesis aún no está claramente entendida. Den-

tro de las alteraciones que presentan las pacientes, la infertilidad está fuertemente 

asociada. 

Por otra parte, la expresión anómala de numerosos genes en el endometrio eutópico 

de mujeres con endometriosis ha sido ampliamente reportada, permitiendo que este 

tejido sea un modelo interesante de estudiar. La caracterización parcial de este tejido 

ha contribuido a aumentar el conocimiento de esta enfermedad al contrastarlo con 

endometrio de mujeres sin la patología, lo que ha permitiría buscar blancos molecula-

res para un adecuado diagnóstico y posibles tratamientos.  

El endometrio, durante el ciclo menstrual, es un sitio crítico de sucesos reproductivos 

tales como la implantación y la menstruación, siendo ambos eventos de carácter in-

flamatorio por lo que la inmunidad es un blanco importante de estudio. La heteroge-

neidad de los tipos de células presentes en el endometrio humano incluye a diversas 

células inmunes que estarían involucradas en funciones reproductivas y/o reacciones 

inmunológicas (Giuliani et al., 2014). Además, estos elementos celulares inmunes 

cumplen un papel importante en la producción de moléculas que participan en la regu-

lación de múltiples procesos y han sido involucradas en la etiología de la endometriosis 

al presentar  fallas en algunos elementos de la  respuesta inmune, causando el escape 

de la inmunovigilancia del tejido endometrial  ectópico (Seli y Arici, 2003; Baston, 2014).  

Respecto a los ligandos de NKG2D estudiados en esta Tesis, existe información y 

resultados respecto a expresión y respuesta en patologías como la leucemia y otros 
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tipos de tumores, en el que se reveló que la alteración en la interacción entre ligando-

receptor, reducía marcadamente la actividad de células NK, afectando la lisis celular 

(Hilpert et al., 2012), no habiendo información respecto a endometrio normal y de 

endometriosis.  

Como resultados de esta tesis, por primera vez se caracterizan los ligandos de 

NKG2D, MICA, MICB, ULBP-1, ULBP-2 y ULBP-3, en el endometrio normal y patoló-

gico durante el ciclo menstrual. Los datos muestran que estos ligandos y las citoqui-

nas IL-10 e IL-12 se expresan normalmente en este tejido y que esta expresión varía 

en forma cíclica indicando una regulación mediada por las hormonas esteroidales 

ováricas. Sin embargo, la incubación de células epiteliales aisladas con E2 no modifi-

có significativamente los niveles de mRNA de ninguna de las moléculas analizadas; 

el reducido número de muestras analizadas y el análisis solamente de células endo-

metriales epiteliales y no de las estromales podría estar explicando estos resultados 

negativos. La diferente expresión de MICB entre los grupos estudiados con una mar-

cada disminución en la fase secretora tardía en el caso de la endometriosis, podría 

favorecer el escape a la regulación inmune. La reducción de los niveles de ligandos 

de activación se relaciona con una menor activación de células NK provocando es-

cape inmune (Sundqvist et al., 2012). Será entonces importante evaluar lo que está 

ocurriendo a nivel proteico en el endometrio eutópico de ambos grupos. 

El estudio del sistema inmune durante la ventana de implantación y el embarazo re-

sulta de mucho interés, pues el embrión debe escapar de los mecanismos inmunes 

para sobrevivir. De acuerdo a ello, se ha visto que el número de los receptores 

NKG2D disminuye en sangre periférica, además que aumentan las formas solubles 

de los ligandos MIC, el cual es un mecanismo para evadir la inmunovigilancia de los 
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NK (Mincheva-Nilsson et al., 2006; Hilpert et al., 2012). Es por ello que es muy in-

teresante el hallazgo de la mayor expresión de los mRNA de ULBP-3 y de IL-12, am-

bos activadores de las células NK, en los endometrios eutópicos de fase secretora 

media de mujeres con endometriosis, lo que podría traducirse en diferencias protei-

cas que afectarían la ventana de implantación o el reconocimiento como extraño al 

embrión temprano impidiendo su adecuada implantación y provocando su elimina-

ción. Los diferentes patrones observados entre los niveles de mRNA y la proteína de 

IL-12 sugieren una posible secreción de esta citoquina por parte de las células en-

dometriales, por ello, la medición de la concentración de IL-12 en homogeneizado 

endometrial sería necesaria para confirmar esta propuesta.  

La endometriosis se ha vinculado con menores tasas de embarazo en mujeres que 

fueron sometidas a procedimientos de fertilización de baja y alta complejidad (Hune-

eus et al., 2000). Sin embargo, los mecanismos específicos que causan estas bajas 

tasas de embarazo aún son poco comprendidos, y hasta la fecha, el tratamiento más 

común para tratar la infertilidad es la remoción quirúrgica del tejido endometriótico 

(Lu et al., 2013). Además, fallas en la implantación embrionaria, aborto recurrente y 

endometriosis han sido correlacionados con fallas en la regulación de citoquinas 

(Tamura et al., 2011, 2014). Los resultados de IL-10 obtenidos en esta Tesis mues-

tran elevados y constantes niveles en el compartimiento glandular en el endometrio 

de mujeres control, independiente de la fase del ciclo menstrual. Además, en el es-

troma endometrial estos niveles se incrementan fuertemente en las fases media y 

tardía bajo el predominio de la progesterona. Todo esto sugeriría que, durante el pro-

ceso de implantación e invasión embrionaria participaría IL-10 disminuyendo las se-

ñales inmunes. A diferencia de lo encontrado en las células controles donde la canti-
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dad de esta citoquina es marcadamente mayor desde la fase secretora media, en 

mujeres con endometriosis, los constantes y disminuidos niveles de IL-10 en ambos 

compartimientos celulares, podrían explicar la infertilidad descrita en esta patología 

(D’Hooghe et al., 2003; Kao et al., 2003). Ha sido reportado que IL-10 modula la re-

sistencia a estímulos inflamatorios regulando negativamente la expresión de citoqui-

nas proinflamatorias, protegiendo el sitio de implantación de la respuesta inmune ma-

terna, mostrando un aumento en sus niveles en los embarazos exitosos (Sarah et al., 

2007; Vigano et al.; 2002). 

Por otra parte, la marcada diferencia de IL-10 en la fase secretora tardía entre los 

endometrios de mujeres con y sin endometriosis implicaría que la respuesta inmune 

es distinta en ambos tipos de endometrio dada su característica inmunosupresora. 

Así el tejido endometrial en endometriosis, en una etapa no concepcional, al ser eli-

minado y llegar a la cavidad pélvica por menstruación retrógrada, al activarse la res-

puesta inmune tendría menor contenido de IL-10 y por ende, menor respuesta inmu-

nosupresora. Esto induciría la actividad de los macrófagos, la secreción de citoquinas 

pro-inflamatorias y metaloproteinasas que favorecen la implantación y mantención 

ectópica como también la inflamación crónica descrita en esta enfermedad. En rela-

ción a ello, la aplicación de IL-10 a ratones a los que se les ha inducido endometrio-

sis, reduce el tamaño y el peso de las lesiones al compararlo con el grupo sin trata-

miento (Neri et al., 2011) indicando un posible rol que IL-10 tendría en la etiopatoge-

nia de la endometriosis. 

La detección de los ligandos de NKG2D en células epiteliales y estromales aisladas 

de endometrios de mujeres con y sin endometriosis confirma que la expresión protei-

ca corresponde a estos tipos celulares y no a leucocitos infiltrados endometriales. 
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Además,  resulta muy interesante que las células epiteliales de cultivo, que son ex-

traídas mediante raspado de placa, lo cual podría traducirse en stress celular, mues-

tre en el caso de células provenientes de endometrios controles mayor intensidad en 

la expresión proteica para los ligandos de activación MICA, ULBP-2 y ULBP-3 al 

compararla con las células epiteliales de endometriosis, reflejando una menor res-

puesta de estas últimas ante una situación de stress. Esto concuerda con reportes 

que indican que estos ligandos pueden ser expresados por células estresadas y de 

esta forma activar al  receptor de activación NKG2D de células NK humanas (Bauer  

et al., 2006). Este comportamiento que se observa en las células controles, ocurriría 

deficientemente en las células provenientes de endometrios de endometriosis, lo cual 

podría explicar la viabilidad y capacidad invasora de los debris menstruales en la ca-

vidad pélvica de estas pacientes.  

Las diferencias encontradas hasta ahora pueden indicar que: 1) la preparación del 

endometrio en la etapa de ventana implantacional estaría alterada en el endometrio 

de endometriosis, considerando que el sistema inmune juega un rol muy importante 

para el éxito de la implantación embrionaria y en la mantención del embarazo; 2) en 

endometriosis, la disminución de IL-10 en el endometrio de fase secretora tardía, que 

será eliminado como debris menstrual, podría favorecer la formación de lesiones en-

dometriales ectópicas, y 3) en este mismo contexto, los menores niveles de los li-

gandos en células endometriales aisladas de las pacientes permitiría el escape a la 

inmunovigilacia. En conjunto, estos resultados confirman la hipótesis de una respues-

ta inmunológica alterada en el endometrio eutópico de mujeres con endometriosis y 

la posible implicancia en su etiopategenia de los factores inmunológicos estudiados.  
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7. CONCLUSION 

Estos resultados sugieren que los ligando del receptor de activación NKG2D, 

principalmente MICA y ULBP-2 como también las IL-10 e IL-12 jugarían un papel 

importante en las etapas finales del ciclo menstrual, período en que el endometrio 

experimenta una exhaustiva remodelación preparándose para la acogida 

embrionaria o en su defecto, para su eliminación a través de la menstruación. Las 

diferencias observadas en el endometrio de mujeres con endometriosis podrían 

explicar, en parte, la infertilidad como también la capacidad del tejido menstrual 

de escapar a la inmunovigilancia como ha sido descrito en estas pacientes. 
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