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La endometriosis es un proceso patoldgico frecuentemente
invalidante y recidivante que ha suscitado, desde el inicio de su conocimiento
hasta nuestros dias, la atencién de gran numero de ginecdlogos, fisiélogos,

patdlogos, embridlogos, bidlogos, inmunélogos, epidemidlogos y genetistas.

Su interés radica en tres hechos fundamentales: La enorme
frecuencia con la que prevalece en la poblacién, las importantes repercusiones
que entrafia su padecimiento y el desconocimiento de los aspectos etiopatogénicos
y fisiopatolégicos que imposibilita la adopcién de una terapedtica que resuelva,

de forma permanente, la enfermedad.

Para el ginecdlogo constituye un reto especial porque a la
inclinacién por desentrafiar lo desconocido, une la necesidad diaria de encontrar
una solucién eficaz para sus pacientes. Quizds se trate de la patologia
ginecoldgica que mas reflexiones suscite, que mas decepciones provoque y que

maés interés despierte.

Como consecuencia de todo ello, las investigaciones sobre esta
enfermedad han sido incesantes. El niimero de publicaciones aumenta en
progresion geométrica y nuevos hallazgos estdn abriendo caminos importantes en
el conocimiento de este proceso. Pero las palabras enigmadtica, misteriosa,
oscura, controvertida, elusiva y frustrante todavia figuran entre los calificativos
que utilizan la mayoria de los trabajos al referirse a la endometriosis.

Ciertamente, ain se ignoran muchas cosas.

Pocas cuestiones en la enfermedad son undnimemente aceptadas. La
mayoria de ellas permanecen sujetas a debate permanente. Revisaremos a
continuacion, profundizando en los temas controvertidos, los conocimientos

actuales sobre los aspectos basicos de la endometriosis humana.
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ENDOMETRIOSIS HUMANA

( :oncepto

Se define la endometriosis como un proceso morboso que se
caracteriza por la presencia de endometrio (glandulas y estroma) en lugares
distintos a la cavidad uterina. Este endometrio ectdpico puede mantener un mayor
o menor grado de diferenciacién y, por lo tanto, una mayor o menor similitud

histoldgica y funcional con el endometrio eutdpico (1).

A este concepto clasico de la enfermedad habria que afiadir alguna
matizacién. Se ha de dotar a la definicién de la idea de permanencia y desarrollo.
Una laparoscopia realizada en el momento de la menstruaciéon permitiria
identificar, debido a la menstruacion retrograda, glandulas y estroma
endometriales en la cavidad peritoneal en un gran nimero de mujeres. Eso,

obviamente, no es una endometriosis.

Aunque la diferenciacién hace referencia a la igualdad histologica,
las células endometriales ectdpicas pueden presentar diferencias histoldgicas
(receptores hormonales), funcionales (secrecién de proteinas) y antigénicas (
codificacién genética de moléculas de superficie), con las células endometriales

eutdpicas (2, 3).

El concepto de endometriosis ha permanecido definido de esta
manera durante muchos afios. Sin embargo, recientemente, debido a los datos
proporcionados por la laparoscopia, algunos grupos de investigadores han
propuesto un modelo diferente que distingue entre endometriosis como entidad
fisiologica y lesién endometriésica como enfermedad. El desarrollo de esta
hipétesis pertenece al grupo belga encabezado por Koninckx (4). Ellos postulan
que las lesiones superficiales sutiles y no pigmentadas, como las vesiculas blancas

0 rojas, las lesiones en llamarada y las polipoideas son las lesiones iniciales de
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la endometriosis. Estas lesiones aparecerian de forma intermitente en una gran
proporcion de mujeres. Los mecanismos de defensa peritoneales funcionando
adecuadamente controlarian y eliminarian dichas alteraciones en la mayoria de
las pacientes. En algunas, el remodelado de estas lesiones daria lugar a formas
superficiales tipicas que pueden ser consideradas como cicatrices mas que como
implantes. Cuando los mecanismos inmunolégicos presentan algin tipo de
deficiencia, cualitativa o cuantitativa, temporal o permanente, congénita o
adquirida, el remodelado no se produce y la endometriosis progresa hacia
lesiones peritoneales profundas y endometriomas ovéricos. Ambas situaciones son
las que se consideran como auténtica enfermedad endometriésica que se asocia
regularmente con sintomatologia y cuya resolucion espontdnea ya no es posible.
Por tanto, existiria una forma superficial fisiolgica que no precisaria tratamiento
y una forma profunda, auténtica enfermedad endometriésica, en que la
intervencidén terapefitica seria necesaria. La idea de que en la misma
endometriosis pareceria como si se englobaran procesos patolégicos distintos ha

sido sefialada también por otros autores (5).

Se distinguen, en orden a su localizacion, dos formas de
endometriosis. La endometriosis interna o adenomiosis que consiste en la
permanencia de tejido endometrial en el espesor del miometrio, y la
endometriosis externa en la que el endometrio se situa fuera del utero. Debido
a las radicales diferencias en todos los aspectos entre una y otra, ambas
modalidades han pasado a considerarse como entidades distintas. Asi, cuando
hablemos de endometriosis de aqui en adelante, nos referiremos a la
endometriosis externa. En la adenomiosis, por razones no bien aclaradas, el
endometrio crece en profundidad y atravesando los haces musculares del
miometrio se desarrolla en su espesor. Para poder hablar de adenomiosis la
distancia que debe existir entre el endometrio normal y los focos de tejido
endometrial en en el espesor del miometrio es variable. Unos exigen un campo
microscopico de gran aumento; otros dos campos de bajo aumento; otros opinan
que al menos debe haber 2-3 mm, y otros finalmente opinan que los focos de
endometrio ectdpico deben profundizar al menos un tercio del espesor del

miometrio (6).
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Historia

La revisién de la historia de la medicina es a menudo considerada
como un ejercicio académico, importante s6lo para estudiantes o estudiosos de
la disciplina. Aunque eso pudiera ser verdadero en términos generales, no es el
caso de la endometriosis. La historia de la endometriosis no estd cerrada; y
permanecerd abierta hasta que se conozcan con exactitud su etiopatogenia,

fisiopatologia y tratamiento eficaz.

Aunque acreditados autores especulen que la enfermedad ha
multiplicado su prevalencia con el desarrollo de la civilizacién (7, 8), hay
motivos para pensar que la enfermedad existe desde siempre en la mujer. El
principal argumento en favor de esta hipétesis lo constituye el conocido hallazgo
de la presencia de esta enfermedad, de forma esponténea, en primates superiores
que viven en un entorno salvaje, alejado de la civilizacion (9). La exhibicién de
una determinada caracteristica en dos especies filogenéticamente contiguas hace

suponer su permanencia en todos los eslabones evolutivos intermedios.

El Papiro de Ebers, que data del afio 1600 A.C., contiene 47
diagndsticos especificos con encantamientos y recetas, reflejo de las ensefianzas
y practicas de Imhotep. La traslacion literal de su texto revela lo siguiente: "Si
tu examinas a una mujer que tiene dolor en un lado de su regién hipogdstrica,
entonces tu dirds que ello es debido a un desorden en su menstruacién. Después
tu prepararas para ella cebolla triturada mezclada con serrin de pino y vendaras
su region hipogéstrica con ésto”. Aunque este dolor debido a "desorden de la
menstruacién" podria ser ocasionado por un variado numero de causas, ;, No
podria ser debido a una endometriosis en una mujer de la antigiiedad?. Se
pudiera pensar que la prescripci6n sefialada constituye la primera conocida para

el tratamiento de la endometriosis (10).

Se han recogido en escritos de las culturas Griega y Romana, asi

como de los pueblos Europeos que continuaron a estas, referencias de
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complicaciones ginecologicas que cursaban con dismenorrea e infertilidad (11).

Acostumbran los tratados sobre el tema a atribuir la primera
descripcion escrita de lo que sin duda era una endometriosis a Von Rokitansky.
Este autor en 1860 describid una forma infiltrante de la enfermedad que
denominé "adenomyomata" (10). Pero la auténtica primera resefia de este
proceso la realiz Cruveilhier, quién en 1835 en su libro de anatomia humana
escribié sobre la existencia de quistes en los anejos, utero y vagina, formados a

lo largo del curso de remanentes Wolfianos y Miillerianos (12).

En 1883, Diesterweg (13), publico el caso de una mujer operada en
dos ocasiones, dos afios antes, por "pélipos" de la pared posterior uterina. El
mayor de ellos tenia el tamafio de un pufio. Estos tumores contenian quistes
llenos de sangre y revestidos por un epitelio ciliado. Fue la descripcion
histologica més precoz de la enfermedad, pero el autor no identificé este epitelio

como similar al de la cavidad uterina.

Detalladas descripciones de la estructura de los denominados por
Rokitansky "Adenomyomata" fueron hechas por Von Recklinghausen en 1893,
1895 y 1896 (14, 15, 16). El fue el primero en distinguir entre adenomyomatas
uterinos y extrauterinos. Sin embargo, desde su punto de vista, sélo los casos

situados en la pared uterina poseian glandulas derivadas de la mucosa uterina.

Iwanoff reclamé para si el mérito de haber sido el primero en
describir un adenomioma. En los comentarios de un caso publicado por €l en
1898 (17), sefialé que con mucha anterioridad habia realizado una publicacién en
Rusia con una evaluacién microscépica de las glandulas encontradas en un mioma
quistico. Desafortunadamente, no aporté la referencia de su temprana
publicacion. Iwanoff ademés puntualizé que las glindulas encontradas en su

tumor derivaban del epitelio seroso (Metaplasia serosa).

El término "quiste de chocolate" fue empleado por Breus en 1894

para describir una tumoracién situada en el fondo de saco de Douglas entre la
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cara posterior del ttero y la anterior del recto (12).

En la Universidad Johns Hopkins de Baltimore, a finales del siglo
pasado, trabajaba como asociado W.W. Rusell. A este autor se le atribuye la
primera comunicacién de una endometriosis ovarica. Sefial¢ el caso de una mujer
premenopatsica, operada de un adenocarcinoma quistico del ovario izquierdo,
que presentaba multiples adherencias entre €l ovario derecho y la cara posterior
del ligamento ancho. Pese a que a simple vista no noté nada anormal en dicho
ovario, que era de tamafio normal, se quedd aténito cuando en el examen
microscopico encontrd areas que eran un prototipo exacto de las glandulas y del
tejido conectivo interglandular uterinos. No obstante, en contraste con la
precision de su descripcién histolégica, considerd que el tumor era debido a la
presencia de porciones aberrantes del conducto Miilleriano en el ovario (18).
Otras comunicaciones de endometriosis ovarica siguieron a ésta (19-25). Todas
ellas tienen la caracteristica comtin de no haber reconocido la similitud de su
epitelio con el epitelio uterino, o haber atribuido su presencia a origen Wolfiano
o0 a la prencia de restos Miillerianos en el epitelio germinal del ovario (Teoria

embriolégica de Waldeyer).

El otro ilustre patélogo a quién se ha relacionado de forma universal
con esta enfermedad, ademds de defender la teoria que lleva su nombre sobre la
histogénesis de este padecimiento, describié probablemente el primer caso de
endometriosis secundaria. Meyer presentd el caso de una paciente a quién se
sometié a una segunda laparotomia debido la apariciéon de grandes dolores
pélvicos siguiendo a una ventrofijacién uterina. Pudo encontrar glandulas
epiteliales alrededor de las ligaduras de seda empleadas en el procedimiento
inicial. Meyer entonces, con asombrosa claridad, elabord su teoria de la
"Heterotopia epitelial" o metaplasia inflamatoria del epitelio celémico. Considerd
que los implantes endometridsicos eran una invasién epitelial de los tejidos que
presentaban un infiltrado inflamatorio. De este modo se trataba de una especie
de proceso curativo, resultado final de una inflamacién pélvica. También
concluy6 que dicha "Heterotopia epitelial” podia realizarse con epitelio distépico

(inmaduro o embrionario) o con epitelio ortotépico (maduro) (26). La enorme
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autoridad de este autor, decano de los patdlogos de la época, tuvo una gran
trascendencia. Hasta la aparicién de la publicaciéon de Sampson en 1921, fue la
teoria sobre la histogénesis de la endometriosis mayoritariamente aceptada. Aun
muchos afios después, incluso en nuestros dias, esta teoria nunca demostrada

tiene sus defensores entre ciertos patélogos (27).

La descripcion mads ilustrativa y mas préxima a la enfermedad como
la conocemos hoy la realizé Smith en 1920 (28). Menciona una mujer con
dismenorrea severa, presencia de adherencias y una masa blanda fijada en el
fondo de saco; el escape de un fluido con aspecto de chocolate durante la
liberacion de las adherencias del ovario, la presencia de numerosos pequefios
quistes en el ovario conteniendo material oscuro y una destacable desaparicion
del dolor tras la cirugia de exéresis. De nuevo fallé en el examen histoldgico; su

diagndstico fue quiste hemorragico del ovario.

El origen y naturaleza de los elementos glandulares encontrados en
los "Adenomyomata" centré la controversia en la historia temprana de la
enfermedad. Hay pocas dudas respecto a que el primer cientifico que llam¢ la
atencion sobre el hecho de que las inclusiones glandulares encontradas en los
"Adenomyomata" derivaban de la membrana mucosa del utero, fue T.S. Cullen
(29).

T.S. Cullen (1868-1953) naci6 en Bridgewater, Ontario (Canadd).
Hijo de un clérigo, se gradud en medicina en 1890 en la Universidad de Toronto,
e hizo el internado en el Hospital General de Toronto. Kelly, que habia pasado
unas vacaciones pescando en Canada, realiz6 una operacién en Toronto en la que
tuvo a Cullen de ayudante, quién qued6 tan impresionado por la habilidad de
Kelly que en 1891 hizo su segundo internado en el servicio del Dr. Howard
Kelly en el Johns Hopkins, donde fue profesor de ginecologia clinica hasta 1939.
En su haber se encuentra la primera descripcién de la hiperplasia endometrial
clinica y patoldgica y en 1922 describi6 el signo que ha pasado a la posteridad
con su nombre (coloracién azulada del ombligo debida a la presencia de sangre

en la cavidad peritoneal. Por ejemplo en pancreatitis 0 rotura de un embarazo
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ectdpico). Publicé un libro "The Umbilicus and its diseases" y numerosos
articulos. Sus primeras observaciones sobre los "Adenomyomata" las hizo en
1894 y las publicé en 1896. Cullen mencioné que cerca de 100 casos de

"Adenomyomata" habian sido descritos antes de su publicacién (30).

Fue el trabajo de Cullen el que forzé a algunos investigadores a
reconocer que los "Adenomyomata" contenian epitelio uterino, estroma y
glandulas. En 1903, este autor publicé 19 casos mas (31). Mediante un cuidadoso
examen consiguié determinar que en la mayoria de los casos las glandulas
derivaban del epitelio de revestimiento de la cavidad uterina. En 1919 Cullen
leyé un resumen en el Congreso anual de la Sociedad Médica del estado de
Nueva York, en el cual sefiald, una vez mas, que todos los "Adenomyomata"
consisten en una matriz de musculo no estriado y tejido fibroso con grupos
glandulares o gléndulas aisladas, a veces en contacto con el musculo o
generalmente en un estroma caracteristico. Estas gldndulas recuerdan en cada
caso particular a aquellas encontradas en la mucosa del cuerpo del utero. El
predijo que pronto se tendria una idea completa de la histogénesis de los
"Adenomyomata" (32). Eso ocurrié solo dos afios después cuando Sampson
publico en 1921 sus observaciones y dibujé el cuadro completo que Cullen habia
invocado.

Como indican Benagiano y Brosens (29), es costumbre considerar
a Sampson como ¢l descubridor de 1a endometriosis; y verdaderamente su trabajo
sobre los endometriomas ovéricos aportaron la primera teoria demostrable sobre
la etiopatogenia de la enfermedad. Pero es, sin embargo, un engafio de la historia
que la gran contribucion de Cullen al conocimiento de esta entidad nosografica

sea ordinariamente ignorada por todos.

Entre los afios 1921 y 1927 J.A. Sampson, un ginecélogo dedicado
a la practica privada en Albany (Nueva York), realizé tres publicaciones que
sentaron las bases de la llamada teoria implantativa (33, 34, 35). En estos
articulos ya usé el término endometriosis, recordando que las dos mejores

expresiones para denominar a esta enfermedad eran la de Mullerianosis, sugerida
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por Bailey, y la de endometriosis que propuso Blair Bell.

En el enunciado de su hipétesis se mostréd convencido de que la
menstruacién retrograda era la causa mas frecuente de las lesiones
endometridsicas. Sefialé que la sangre refluida contenia fragmentos endometriales
y, menos frecuentemente, de la mucosa tubdrica que podrian implantarse en la
superficie peritoneal. También contenido menstrual podria pasar a la cavidad

libre desde lesiones endometridsicas previas o rotura de endometriomas ovaricos.

Respecto a la teoria metaplasica de Iwanoff-Meyer, admiti6 la
posibilidad de que éso ocurriese en alguna ocasién, aunque €l nunca pudo
comprobarlo. Manifesté sus dudas respecto a que una mucosa tipica uterina

pudiera formarse exclusivamente por metaplasia celémica.

Argumenté su teoria en base a hechos observados que resumié de

la siguiente manera:

1. La estructura histolégica y funcional de los implantes endometriosicos es

similar a la de la mucosa uterina.

2. Ocurre en mujeres durante su vida menstrual y no en hombres.

3. Se ha observado en intervenciones quirirgicas la existencia de menstruacién

retrograda y la presencia de epitelio y estroma endometriales en ella.

4. Se ha encontrado en lugares declives dentro de la pélvis; zonas a donde caeria

la sangre refluida a través de las trompas. Frecuentemente es bilateral.

5. Las lesiones a menudo estan en diferentes estados de desarrollo, lo que sugiere

la presencia de implantaciones repetidas.

6. La relacién de los implantes entre si, indica que unos pueden derivar de otros

0 que ambos tienen el mismo origen.
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7. Las trompas son habitualmente permeables, y aunque no lo fuesen, esto podria

deberse a una oclusion posterior al inicio de la enfermedad.

8. El estudio histolégico de peritonitis bacterianas no ha podido demostrar que

este estimulo infeccioso-irritativo cause lesiones endometridsicas.

9. Los depésitos endometriales son habitualmente multiples y se encuentran
esparcidos, sugiriendo que la irritacién quimica de la sangre menstrual sola no

es la responsable.

10. Se ha observado endometriosis en cicatrices de cesareas, apoyando la

contaminacién del campo con tejido uterino.

11. Se ha conseguido crear endometriosis experimental por autotrasplante de

mucosa uterina.

Con relacién a los endometriomas, postuld su origen en la invasion
de quistes o foliculos rotos por contenido menstrual refluido. El hecho de que
estos endometriomas alcanzasen los mayores tamaiios lo relacioné con el hecho
de que el ovario fuese un huesped mejor adaptado para su desarrollo. Pensé que
el ovario era un huesped incubador intermedio, de modo que al romperse
contribuiria a la diseminacién y a la adherencia del ovario a los o6rganos

adyacentes.

La teoria implantativa de Sampson gané popularidad con los afios,
a medida que sus argumentos iban siendo demostrados. El propio Meyer en su
autobiografia sefiala: "No debemos olvidar el impulso que nos di6 la teoria de
Sampson de la endometriosis. En el trabajo de un hombre, son mas importantes
los estimulos y las perspectivas que crea en otros, que las concepciones propias
que establece. Es verdad que yo ahora he cambiado mi pensamiento con respecto

a la cuestion de la endometriosis" (36).

No obstante, los afios siguientes al enunciado de la teoria
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implantativa vinieron marcados por apasionadas discusiones entre los partidarios
de esta teoria y los defensores de la teoria metaplasica. Fueron famosas las
disputas entre Novak y Sampson. Novak apuntd que el material menstrual
expulsado era necrdtico, debido a la accion de enzimas proteoliticas, y sus
constituyentes estaban autolisados. No existia posibilidad de que las células del

contenido menstrual vivieran y crecieran por ellas mismas (37).

Aunque Sampson nunca renuncid a su creencia acerca del origen
transtubarico de la endometriosis, acosado por los ataques de eminentes
cientificos, resumi6 pronunciando la famosa y célebre afirmacién: "Si fragmentos
de mucosa mulleriana transportados con la sangre menstrual a la cavidad
peritoneal estin siempre muertos, la teoria de la implantacion, tal y como ha sido
presentada por mi, también estard muerta y debe ser enterrada y olvidada. Pero
si alguno de estos fragmentos estan, incluso ocasionalmente, vivos, la teoria de

la implantacién también estara viva".

Por la misma época en que Sampson daba a conocer sus ideas,
Halban elaboraba la hipétesis de la endometriosis como enfermedad con
capacidad metastasica (38). Se baso para ello en los hallazgos de Werthein,
Meyer y é1 mismo, que encontraron endometriosis en ganglios linfaticos
parametriales, inguinales y sacros. Otros autores también postularon que la
enfermedad podria utilizar los vasos venosos para diseminarse; y el hallazgo
posterior de focos de endometriosis en pulmones y otros 6rganos distantes de la

pélvis vino a confirmarlo (39).

El avance en el conocimiento de esta enfermedad durante los afios
siguientes continu¢ a través de dos caminos diferentes. Por un lado se realizaron
estudios, en la mujer y experimentales, para tratar de comprobar la veracidad de
las teorias sobre la histogénesis de 1a enfermedad. Por otro lado se investigd en
el campo terapeutico, pués en el terreno clinico ya se habia comprobado la

persistencia e insidiosidad de las lesiones en las pacientes que las padecian.

Siguiendo el camino de la histogénesis, Watkins en 1937 (40) aspird
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el contenido del fondo de saco de Douglas mediante culdocentesis, en pacientes
que estaban menstruando, y encontré células rojas, leucocitos, células
endometriales y material amorfo. Era obvio que c€lulas endometriales habian
atravesado las trompas de Falopio hasta la cavidad peritoneal en un

desplazamiento antiperistaltico y anticiliar.

El crecimiento de tejido endometrial humano in vitro fue
documentado por Hirch y Jones en 1933 (41). Estos autores transfirieron
delgadas piezas de endometrio, de 2-4 mm, a un medio compuesto por plasma
heparinizado, obtenido de mujeres postparto, y extracto de tejido formado por
machacamiento de endometrio en solucién de tiroides (plasma y extracto a partes
iguales). Las muestras endometriales se tomaron de mujeres entre 20 y 65 afios.
Todos los cultivos sobrevivieron entre 10 y 40 dias (tiempo de observacion del
estudio), aunque sus dimensiones se redujeron a 1-2 mm. El tejido superviviente

de los explantes fue fundamentalmente epitelio (41).

En 1951, Keettel y Stein encontraron que fragmentos de endometrio
obtenidos del fluido menstrual habian crecido en cultivo tisular utilizando un
medio natural (42). La cuestion que faltaba por precisar era si el grado de
viabilidad de estas particulas descamadas era suficiente para implantarse y
sobrevivir tanto tiempo como para provocar endometriosis. Esto fue demostrado

mediante dos investigaciones independientes, una en animales y otra en humanos.

TeLinde y Scott, en el Hospital Johns Hopkins de Baltimore
(Maryland), discipulos y seguidores de Novak, disefiaron un estudio experimental
con monas para demostrar que la teoria de la menstruacién retrégrada de
Sampson no era cierta (43). De forma muy ingeniosa separaron el cérvix de la
vagina y cerraron ésta. Voltearon el Utero, haciendo que la sangre menstrual
cayera directamente en la cavidad peritoneal. Por otro lado, autotrasplantaron
quirurgicamente endometrio en cavidad peritoneal de otras monas. Hallaron
implantes con glandulas y estroma en todas las monas autotrasplantadas, entre 26
y 522 dias de observacion. De igual modo, encontraron endometriosis en 5 de

10 animales a los que se habia provocado menstruacién intraperitoneal, entre 75
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y 963 dias de observacion. Estos experimentos probaron que en la mona adulta
el endometrio descamado en la menstruacién es viable, capaz de crecer y de
producir lesiones en la pélvis similares a las encontradas en la endometriosis
humana. La posibilidad de metaplasia causada por la irritacién quirirgica
peritoneal o sangre menstrual fue poco probable, ya que en los estudios de
autotrasplante no se desarrolld endometriosis a pesar de la cirugia y caida de
sangre en otros lugares que no fueran los de la implantacién. Estos resultados
hicieron cambiar su pensamiento a los autores y defender en adelante la teoria
de Sampson. En la discusiéon generada por el articulo, en la que también se
encontraba Novak, TeLinde refiere textualmente un parrafo de Novak dirigido
a Sampson en 1926: "La teoria de Sampson se veria fortalecida si él pudiera
demostrar dos cosas. Primero, la capacidad de las células descamadas de crecer
en cultivos. Segundo, la capacidad del endometrio de crecer en peritoneo u
ovario humanos o de animales inferiores. Ambas pruebas faltan y por las innatas
dificultades yo me inclino a creer que serd muy dificil probar cada punto

experimentalmente".

Finalmente, Ridley y Edwards en 1958 (44) recogieron fluido
menstrual durante las primeras 24 horas de la menstruacion, sin trauma y sin
invadir la cavidad endometrial. Implantaron estos elementos en la pared
abdominal baja, en situacién supraaponeurdtica, donde las observaciones y la
subsecuente excision pudo ser hecha. Encontraron implantes endometridsicos en
2 de 15 casos, entre 91 y 175 dias. Hubo cuatro casos mas que mostraron
reaccion tisular sugiriendo que se habia formado endometriosis, pero no reunian
los criterios de crecimiento establecidos en el disefio. Todavia hoy, no sabemos
por qué algunas pacientes permiten que se forme endometriosis y otras no, bajo
similares circunstancias. Pero la conclusion de este trabajo en humanos fue que
estas células descamadas resultaron viables y capaces de establecer endometriosis

en lugares ectdpicos del huesped.
Asi, 1a teoria de Sampson fue un hecho probado, mostrando que su

creencia era valida y que su teoria estd viva. Nunca ha sido demostrada la teoria

metapldsica, a pesar de contar en todas las épocas con partidarios.
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Desde el punto de vista terapeutico, hasta los afios 40, la tnica
modalidad empleada fue el tratamiento quirGrgico. Las primeras descripciones
y hallazgos de esta enfermedad se realizaron sobre piezas extirpadas
quirirgicamente. La cirugia se limit6 en los primeros momentos a la extirpacion
del tejido visualmente anormal, algo que parece logico. Con mnuevos
conocimientos clinicos que sefialaban una enorme facilidad de la enfermedad para
recurrir después de su extirpacion, tomaron su lugar los tratamientos de exéresis
radical (45).

El tratamiento quirGrgico conservador, una forma de tratamiento
cuyo empleo de forma generalizada es una adquisicion relativamente reciente,

tuvo sus precedentes muy precozmente (46).

Desde que la enfermedad quedd caracterizada, se observo que era
tipica de la edad fértil y que las pacientes mejoraban notablemente con los
embarazos y tras la menopausia. Ello hizo suponer que 1a manipulaciéon hormonal
pudiera disminuir la sintomatologia y evitar la progresion de la enfermedad. No
obstante, hubo de esperarse a la disponibilidad de preparados hormonales en
formas galénicas adecuadas para su uso clinico (47). De este modo, el
tratamiento hormonal de la endometriosis se inici6 en la segunda mitad de los
afios cuarenta con el empleo del dietilestilbestrol. Este se administraba de forma
continua y a altas dosis, con la doble intencién de producir una decidualizaciéon
del estroma y de inhibir la ovulacién y la esteroidogénesis ovarica. Sin embargo,
no se conseguia la necrosis de los implantes sin el empleo de gestagenos; vy,
ademas, el estimulo estrogénico, ain anulando la esteroidogénesis ovérica,
producia por si mismo un aumento del tamafio de los implantes y progresion de
la enfermedad. Su utilizacién de esta forma tenia importantes efectos secundarios
(nauseas, vomitos, edemas, mastodinia, tromboflebitis y hemorragias uterinas)
(48, 49).

También durante los afios cuarenta se comenzaron a utilizar los

andrégenos como la metiltestosterona. Usados a bajas dosis tenian una accion

favorable sobre la endometriosis. No estimulaban el tejido endometrésico como
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los estrégenos y no llegaban a inhibir la ovulacién. Su inconveniente fueron los
efectos secundarios virilizantes, como hirsutismo, acné, desarrollo del clitoris y
cambios de la voz (50, 51).

En 1953 Meigs sugiri6 un medio de profilaxis contra la
endometriosis; el matrimonio y la gestacién tempranas. Sin embargo, en muchas
pacientes con la enfermedad esto no era posible, porque o no deseaban el
embarazo (en aquella época era sinénimo de matrimonio), o eran infértiles.
Reflexionando sobre las recomendaciones de Meigs, Kistner en 1958 (52) tratd
a 12 pacientes con una combinacién de altas dosis de estrogenos y dos "nuevas"
progestinas (Caproato de 17-alfa-hidroxiprogesterona y Noretinodrel). Se produjo
decidualizacién en el endometrio de todas las mujeres y en los tejidos
endometriosicos de las pacientes a las que operd al finalizar el tratamiento.
Nueve de las doce mujeres tratadas mejoraron objetiva y subjetivamente.Cre6 el
término de "Pseudoembarazo" para denominar a esta forma de tratamiento que

se mantendria durante muchos afios.

El grupo de Dmowski, en Chicago (Illinois), publicé en 1971 los
resultados obtenidos, tanto experimentalmente como en humanos, con un
derivado sintético de la 17-alfa etinil testosterona (Danazol) (53). Sus resultados
demostraron que la sustancia tenia efectos inhibidores de la funcién gonadal, asi
como efectos androgénicos y anabélicos. En la mujer se anulé o redujo la
actividad estrogénica y no hubo evidencia de ovulacién. Desapareci6 el pico de
LH y FSH de la mitad del ciclo. Estos efectos fueron reversibles y confinados
al periodo de tratamiento. La funcién gonadal se recuperé de nuevo en todos los
casos al finalizar el tratamiento. En este trabajo ya se sefialaron la pubertad
precoz, endometriosis, hipertrofia mamaria juvenil y mastopatia fibroquistica
como indicaciones para el farmaco. Danazol comenzé a usarse en Europa y fue
aprobado por la FDA (Foods and Drugs Administration) Norteamericana en
1976. Las mujeres fueron muy reacias a aceptar el tratamiento después de la
amplia informacidn divulgada sobre los efectos en la descendencia femenina de

madres tratadas durante el embarazo con dietilestilbestrol (54).
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Al comienzo de los afios 80 se iniciaron dos avances muy

importantes en el conocimiento y en el manejo de la endometriosis.

Simultineamente, en el afio 1982, dos grupos de investigadores
comunicaron, por primera vez, el empleo de un agonista de la Gn-RH para el
tratamiento de mujeres con endometriosis. El grupo de Los Angeles, encabezado
por Meldrum (55), sefialé que la secrecién estrogénica ovarica fue inhibida
completamente en 5 mujeres con endometriosis, mediante inyecciones diarias del
agonista. Sugirieron que se trataba de un nuevo acercamiento terapettico de
méxima eficacia para la enfermedad. Al mismo tiempo, el grupo de Lemay, en
Québec (56), publicé los datos hormonales y clinicos de una paciente que sufria
endometriosis pélvica y se tratd con administraciones repetidas intranasales de
Buserelin. Mediante laparoscopia se cuantificé la extension previa de la
enfermedad. Con tres aplicaciones del spray cada 12 horas, durante 173 dias, se
comprobd, mediante nueva laparoscopia a la finalizacién del tratamiento, una
respuesta casi completa. La paciente estuvo libre de sintomas durante los cuatro
meses siguientes a la finalizacién del tratamiento. Sin embargo, una tercera
laparoscopia ocho meses mas tarde mostré grandes adherencias entre el utero y
el Douglas. Los ovarios eran quisticos y estaban adheridos a la cara posterior del
ligamento ancho. Termind realizandose una histerectomia con doble anexectomia.
Los editores de la revista en que se publicé este caso, hicieron el siguiente
comentario final: "Este reportaje es todavia demasiado preliminar y deben ser
evaluados bastantes més pacientes antes de que se obtenga alguna conclusién
sobre la eficacia de los agonistas de la Gn-RH, especialmente en comparacién

con otras terapias existentes".

Los afios 80 también abrieron un nuevo horizonte en el
conocimiento de la fisiopatologia de la endometriosis. Ya demostrada la teoria
de la menstruacién retrégrada en la histogénesis de la enfermedad, y conocido
el hecho de que la regurgitacién menstrual transtubérica ocurre en el 90% de las
mujeres con trompas permeables (57), faltaba por conocer qué circunstancias
facilitaban €] asentamiento y proliferacion del tejido endometrial refluido en unas

mujeres, o su lisis y eliminacién en otras.
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El sistema inmunolégico, que actGa de forma fisioldgica
reconociendo y destruyendo agentes infecciosos exdgenos, células extrafias y
c€lulas propias aberrantes, seniles o ectopicas, tenia que estar implicado en este
proceso.

Fue Startseva quien en 1980 demostrd, por primera vez, un déficit
inmunitario celular junto a una hiperreactividad de la inmunidad humoral en
mujeres con la enfermedad (58). Desde ese momento hasta hoy han sido
incesantes las publicaciones que han reconocido algun tipo de perturbacién en la
delicada y compleja fisiologia del sistema inmune. Bésicamente, parece probada
la existencia de una disminucién de la inmunidad celular, tanto a nivel sistémico
como en la cavidad peritoneal (59). También se ha demostrado una disminucién
de la actividad citolitica de las células NK (asesinas espontaneas) frente a células
endometriales (60). La existencia de autoanticuerpos organoespecificos e
inespecificos ha evidenciado una exaltacién de la inmunidad humoral (61). El
fluido peritoneal de mujeres con endometriosis presenta un aumento tanto del

numero como de la activacién de los macréfagos (62).

Otros estudios han identificado alteraciones locales a nivel de las
citocinas (linfocinas y monocinas), entre las que se encuentran las interleukinas
y los Interferones (63). Alteraciones a nivel de los factores de crecimiento (64),

y a nivel de las llamadas moléculas de adhesién celular o Integrinas (65).

La dificultad actual consiste en encontrar y demostrar un
razonamiento fisiopatolégico que enlace cada uno de estos hallazgos en el lugar
y en el tiempo en el que ocurren. Es decir, que se delimite lo que es causa y lo
que es consecuencia. Hasta que no se resuelvan dichas dudas continuaremos entre

sombras.

Tozzini (66), de forma literariamente brillante, define el estado
actual del conocimiento de la enfermedad asi: ";Ddnde reside la verdad en esta
afeccion, patrimonial casi exclusivamente de la mujer desde el punto de vista

filogenético?. ;Serda como la esfinge, femenina e indescifrable?. Las
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investigaciones llevadas a cabo en la Gltima década han derribado parte del muro
por donde se filtra nueva luz, pero atin muchas preguntas quedan sin respuesta.

La endometriosis hoy sigue siendo un enigma".

Epidemiologia

Distribucion de la endometriosis

Para conocer la distribucion de la enfermedad hemos de basarnos

en los estudios realizados sobre incidencia y prevalencia.

La prevalencia es la proporcién de enfermos, tanto nuevos como
antiguos, en una poblacién determinada y en un momento concreto. La validez
de su célculo depende fundamentalmente de la representatividad de la muestra

estudiada y de la uniformidad de la metologia diagndstica empleada.

En la endometriosis el cédlculo de la prevalencia es una tarea
sumamente dificil por dos razones. La primera de ellas es que los métodos
diagndsticos han variado a lo largo del tiempo, haciendo imposible la
comparacién de estudios pertenecientes a distintas épocas. Pero también la
capacidad diagnostica depende de la dotacion técnica de la institucién que realiza
el estudio y de la experiencia de los investigadores en la interpretacion de
imagenes dudosas, como las sutiles o no pigmentadas. La segunda razén que
limita el valor de los datos publicados sobre la prevalencia de la endometriosis,
radica en la inadecuada eleccion de la muestra estudiada. Puesto que el
diagnéstico implica la realizacion de un acto quirirgico, la indicacién por la que

se propone dicho acto modifica la prevalencia de la enfermedad (6, 67)).

En 16 series recopiladas a lo largo de 60 afios, la prevalencia de la

endometriosis varié entre 0 y 52.9%, en mujeres sometidas a intervencion
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quirtrgica (68). Cuando los casos son subdivididos por la indicacion, observamos
que en pacientes infértiles sometidas a laparoscopia la prevalencia oscila entre el
2.1% (69) y el 34.6% (70). En mujeres operadas por algias pélvicas cronicas
encontramos entre un 4.5% (71) y un 52.8% (72). En mujeres asintomaticas,
fértiles, sometidas a laparoscopia para ligadura tubdrica se encontré endometriosis
en un porcentaje variable entre el 1.3% (73) y el 42.6% (74).

Estudios méds amplios, generalmente multicéntricos, que tratan de
analizar la prevalencia global de la enfermedad (Incluyendo varias indicaciones

y procedimientos quirirgicos) merecen ser comentados individualmente.

Wheeller y Malinak (75) hacen uno de los estudios mas amplios,
revisando datos de 21 ginec6logos entre 1976 y 1984. En total analizan 25.440
intervenciones ginecoldgicas entre las que hallan 3473 casos de endometriosis,

es decir un 13.5%.

Mahmood y Templeton (76) escogieron prospectivamente un grupo
de 1542 mujeres caucasianas para investigar cuidadosamente la prevalencia de
endometriosis. La distribucién segun técnica quirargica e indicacién fue la
siguiente: Laparoscopia por infertilidad (N= 654), laparoscopia para
esterilizacién (N= 598), laparoscopia por élgias pélvicas crénicas (N= 156) y
laparotomia para histerectomia por hemorragia uterina no controlable con
tratamiento médico (N= 134). Encontraron una prevalencia global del 15%. Por
indicaciones, mencionan: Infertilidad 21%, esterilizacién 6%, algias pélvicas

crénicas 15% y hemorragia uterina 25%.

Mis recientemente, Parazzini y cols. (77) estudian la prevalencia de
endometriosis en 23 departamentos de Ginecologia de Italia, entre Mayo de 1991
y Julio de 1992. En total, entraron en el estudio 3.648 mujeres sometidas a
cirugia por esterilidad (660 casos), 4lgias pélvicas crénicas (409 casos), miomas
(1880 casos) y quistes benignos de ovario (735 casos). Diagnosticaron
endometriosis en el 30% de las intervenidas por esterilidad, en el 45% de las

algias pélvicas, en el 12% de los miomas y en el 35% de los quistes de ovario.
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La prevalencia global en toda la muestra fue del 23.2%.

La incidencia se define como el numero de casos nuevos de una

determinada enfermedad en una poblacién especifica durante un tiempo dado.

Los datos sobre la incidencia de la endometriosis son
extremadamente limitados. En 1987, Houston y cols. (78) examinaron la
incidencia de nuevos diagnésticos de endometriosis pélvica en mujeres blancas
de 15 a 49 afios en Rochester, Minesota, desde 1970 hasta 1979. Sefialan una

incidencia de 2.5 casos por 1000 mujeres y afio.

Otra estimacién de la incidencia de endometriosis en la poblacién
general estd contenida en un estudio de los diagndsticos al alta, tras ingreso por
patologia aguda, realizado en Hospitales Americanos no federales en 1980 (79).
El porcentaje anual de ingresos hospitalarios con la mencién de endometriosis en
la lista de diagndsticos por paciente fue de 27 por 10.000 mujeres de todas las
edades y 40.6 por 10.000 mujeres de 19 a 45 afios de edad. La enfermedad
estuvo virtualmente ausente en nifias por debajo de 15 afios y en mujeres por
encima de 65 afios. Estas incidencias fueron de la misma magnitud que las de
mioma uterino o prolapso genital; y significativamente mayores que la de cancer

de mama.

Una estimacién racional de la incidencia nos llevara a un célculo
seguro de la prevalencia. Si sabemos que la prevalencia es aproximadamente
igual a la incidencia multiplicada por la duracién promedio de la enfermedad, y
s1 asumimos que la incidencia de la endometriosis es de 2.5 / 1000 mujeres / afio
y la duracién promedio de la enfermedad 40 afios, la prevalencia de la

endometriosis en la poblacién general seria del 10% de todas las mujeres (67).

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

32

Edad, raza y estado socioecondémico

Al margen de escasas y anecdoticas excepciones, la enfermedad se
desarrolla entre la menarquia y la menopausia. Al no disponer de estudios
longitudinales, las prevalencias de la enfermedad en las distintas edades no
permiten extraer conclusiones validas acerca de su cardcter progresivo, ya que

la edad de comienzo es muy variable.

En el estudio de Houston (78), la menor incidencia se produjo entre
los 15-19 afios (7/10.000/afio). Desde entonces la frecuencia aumenta
progresivamente hasta los 44 afios (41/10.000/afio), y a partir de ahi declina,
siendo la incidencia entre los 45-49 afios (20/10.000/afio).

Parece por tanto que la incidencia de la endometriosis aumenta con
la edad hasta los 44 afios, pero no hay asociacién entre edad y severidad de la

misma.

Aunque las publicaciones relacionadas con la prevalencia racial de
la enfermedad adolecen de importantes defectos de forma, como no haber tenido
en cuenta el nivel socioecondmico, la edad o la paridad, indican diferencias
importantes entre las mujeres negras, blancas y orientales. Dos trabajos
encuentran una prevalencia en mujeres negras de la mitad que en las blancas (73,

80). En mujeres orientales la prevalencia serfa incluso mayor que en blancas

(81).

Yaen el afio 1942 Meigs (82) enfatiz6 la importancia de los factores
socioecondmicos en el riesgo de padecer endometriosis. El observé una mayor
frecuencia de diagnésticos en sus pacientes privadas que en las de distrito
(consulta benéfica), presumiblemente de nivel socioeconémico mas bajo. Otros
trabajos posteriores (80, 83), comparando pacientes de diferentes estratos sociales
y €l mismo grupo racial, también encontraron una correlacién positiva entre nivel

socioeconémico mas alto y riesgo de enfermedad.
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Factores familiares y genéticos

La descripcion de familias con endometriosis ha sido una
observacion de varios autores (84, 85, 86). En un estudio genético, Simpson y
cols. (87) encontraron que 18 (14.6%) de 123 mujeres con endometriosis
tuvieron una madre y/o una hermana con la enfermedad, pero sélo 2 (1.6%) de
estas mismas mujeres tuvieron una suegra y/o una cufiada con endometriosis. La
mujer con endometriosis familiar parecia tener formas mdés severas de la
enfermedad. Podriamos estimar en base a este estudio que la historia familiar de
endometriosis incrementaria diez veces el riesgo de padecerla. Sin embargo, no
se ha podido identificar un patrén especifico mendeliano, postuldndose una

herencia poligénica multifactorial (67).

Se ha sugerido un posible mecanismo genético (o por lo menos
congénito) en los casos que asocian endometriosis con anomalias genitales,
incluyendo atresia cervical o vaginal y defectos mullerianos de fusién con
obstruccion del flujo menstrual (88). Estos defectos parecen tener una tendencia

familiar y pueden ocurrir con una frecuencia de cerca del 0.1% (89).

Buttram consider6 que la frecuencia de retroversiones uterinas era
la misma en mujeres normales y estériles, en las que la endometriosis era muy
frecuente (90). Pero Moen puso de manifiesto que casi la mitad de las mujeres
con endometriosis asintomatica tenian retrovertido el utero, comparadas con el
17% de los controles (91).

Factores menstruales

Mientras la dismenorrea es un reconocido sintoma de endometriosis,
se ha sugerido la posibilidad de que esta caracteristica menstrual pueda preceder

y posiblemente predisponer al padecimiento de esta enfermedad. La dismenorrea
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se origina por un aumento de la génesis de prostaglandinas intrauterinas que
incrementan la contractilidad del 6rgano. Dicha contractilidad incrementada
podria favorecer la aparicién de un mayor reflujo tubdrico menstrual con el

consiguiente aumento del riesgo de padecer endometriosis (92, 93).

En los estudios mds recientes (93, 94), las caracteristicas
menstruales de las pacientes con la enfermedad han mostrado diferencias
estadisticamente significativas con relacién a los controles sanos. Asi, se ha
encontrado una meparquia mds temprana, unos ciclos mds cortos, menor

incidencia de opsomenorrea y mayor duracién y cuantia del sangrado.

Hormonas enddgenas

Parece evidente la conexidén entre baja paridad y endometriosis (94).
No obstante, un problema adicional al definir esta asociacién es que la
enfermedad causa esterilidad e infertilidad "per se", siendo muy dificil distinguir

si la disminucién de fertilidad precede o sigue a la endometriosis.

Las mujeres obesas tienden a tener mayores niveles estrogénicos,
entonces, se podria sefialar a la obesidad como factor de riesgo para la
endometriosis. Sin embargo, contrariamente a la idea previa, varios trabajos
resaltan que la enfermedad se da més frecuentemente en mujeres con peso por
debajo de lo normal (95, 96). En otro estudio, casi la mitad de las pacientes con
endometriosis tuvieron talla corporal mayor de 166 cm, mientras dicha condicién

se presentd en sélo un tercio de los controles (97).

Un grupo de mujeres constituido por fumadoras desde los 17 afios
y que consumian mas de 20 cigarrillos al dia present6 un menor riesgo de
padecer la enfermedad (Riesgo relativo 0.5, p<0.05) (97). Esta asociacion es
biologicamente posible en vista de la observacion de que el habito tabaquico

reduce los niveles estrogénicos endégenos (98).
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Las mujeres que hacen ejercicio regular también tienen un
significativo menor riesgo de endometriosis que las mujeres que no lo hacen. En
el estudio de Cramer (97), 33% de los sujetos control dijeron que hacian
gjercicio regularmente comparado con el 24% de los pacientes (Riesgo relativo
0.6, p<0.001). De nuevo, el gjercicio es otro habito que se sabe afecta los
niveles estrogénicos endégenos. Cuando se realiza de forma regular disminuye
los niveles de estradiol en las fases folicular y litea. El grado del cambio parece

correlacionarse con la intensidad del ejercicio y la edad de las practicantes (99).

De forma similar, la exposicién a otros factores podria afectar al
riesgo de endometriosis a través de su capacidad de alterar los niveles
hormonales endégenos. Estos incluirian factores dietéticos y drogas que pueden
afectar al metabolismo estrogénico en el higado, como Fenobarbital o alcohol
(67).

Hormonas exdgenas

Se demostré que el mantenimiento de implantes endometriales en
monos castrados fue dependiente de hormonas sexuales (100). Dicha dependencia
es también evidente en humanos y viene sugerida por la observacién de la
ausencia de la enfermedad en nifias menores de 15 afios o mujeres mayores de
65 afios. Sabemos, del mismo modo, que la terapia hormonal sustitutiva en la

menopausia puede activar la enfermedad (101).

De mayor interés es el papel que los contraceptivos orales pueden
desempeiiar en esta enfermedad. Como los contraceptivos orales disminuyen el
flyjo menstrual, los expertos han sugerido que "la pildora" podria ofrecer
profilaxis contra el desarrollo de la endometriosis (102). Un problema obvio en
el estudio de la asociacién entre endometriosis y uso de "la pildora", es que las
mismas caracteristicas menstruales que predisponen a la endometriosis

(dismenorrea, menorragia etc...) son también indicaciones comunes para los
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contraceptivos orales.

Factores inmunoldgicos

Anteriormente ya hemos sefialado que el grueso de la investigacion
en los tultimos afios, con relacién a esta enfermedad, se ha centrado en los
aspectos inmunolégicos de 1a misma; y que en ese sentido se han logrado avances

importantes, corroborados por varios autores.

Ademés de las alteraciones en el sistema inmune encontradas en las
pacientes con la enfermedad, en algunas publicaciones se ha hallado una mayor
predisposicion a la endometriosis en pacientes con trastornos inmunolégicos como
Lupus eritematoso sistémico (103), incremento de IgG (104), elevacién de
anticuerpos antiendometriales (105) y en pacientes con enfermedades atopicas
(106). Todavia no esta aclarado si estos hallazgos predisponen a la enfermedad

0 son una consecuencia del desarrollo de la misma.

Téxicos ambientales

Se ha establecido la hipétesis de que ciertos bifenilos policlorinados
(Dioxinas), por sus acciones estrogénicas, podrian causar tumores
hormonodependientes o enfermedades como la endometriosis. Tras estudios
experimentales hay evidencia de que algunas organoclorinas tienen efectos
estrogénicos, mientras otras tienen efectos antiestrogénicos. Los estudios mads
recientes, amplios y mejor disefiados no han comprobado asociacién entre

exposicion y enfermedad, salvo para la endometriosis (107).

En modelos animales, la exposicién postnatal a dioxinas o

compuestos similares se asocié con espermatogénesis anormal, morfologia y
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tamafio testiculares anormales y con reducion de la fertilidad y endometriosis en
hembras (108).

Cummings (109) traté a varias ratas y ratonas con diversas dosis de
Tetraclorodibencenodioxina antes, durante y después de la induccién quirargica
de endometriosis. Esta sustancia produjo un aumento dramdtico del tamafio de
las lesiones con respecto a los conmtroles. Histolégicamente encontré una
persistencia del estro en los frotis vaginales de estos animales. En ambas especies

se comprobé hepatomegalia y atrofia timica, indicando disfuncién inmune.

Otros autores han indicado que la alteracion del sistema inmune que
provoca la irradiacién con protones, predispone al desarrollo de endometriosis
(110). Las radiaciones ionizantes jugarian asi un papel en el incremento del

riesgo de padecer la enfermedad.

Histopatologia

Localizacién

La endometriosis se ha identificado en practicamente todos los
tejidos a excepcién del bazo, que parece gozar de una protecciéon inmunolégica
especial (111).

La cavidad pélvica es, con mucho, 1a localizacién més frecuente de
la endometriosis. Con menor asiduidad se puede encontrar en el cérvix, vagina,
vulva, glandulas de Skene o pared abdominal. Excepcionalmente se sitia en
tejidos distantes como nédulos linfaticos, tracto gastrointestinal y urinario,

pulmones, pancreas, higado y otros érganos (112).
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Redwine (113) realiz6 un importante estudio sobre la distribucion
pélvica de la endometriosis. El material de este trabajo lo constituyeron 132
pacientes, entre 16 y 52 afios, diagnosticadas por laparoscopia o laparotomia.
Empledé un microscopio quirdrgico para conseguir magnificacion de la superficie
peritoneal, y realiz frecuentes y midltiples bidpsias de todas las zonas
visualmente sospechosas. Realizé un mapa pélvico, dividiendo dicha regién en
16 areas separadas, que se usaron prospectivamente en todas las pacientes. La
distribucién de la frecuencia de endometriosis que encontr6 en cada una de las
areas, en orden decreciente, se aprecia en la tabla 1. En ella comprobamos que
las localizaciones mas frecuentes fueron el fondo de saco de Douglas, los

ligamentos uterosacros y los ligamentos anchos (113).
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Tabla 1. Distribucion pélvica de la endometriosis.

Lugar Porcentaje
Fondo de saco de Douglas 614
Ligamento ancho derecho 38.6
Ligamento uterosacro derecho 379
Ligamento uterosacro izquierdo 356
Ligamento ancho izquierdo 32.6
Vejiga 19.7
Ovario izquierdo 14.4
Ovario derecho 13.6
Colon sigmoide 12.1
Fondo uterino 11.3
Trompa izquierda 4.5
Ligamento redondo izquierdo 3.0
Trompa derecha 23
Pared abdominal derecha 1.5
Ligamento redondo derecho 0.0
Pared abdominal izquierda 0.0

Redwine DB. Fertil Steril 1987; 47.
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Aspecto macroscdpico

En cualquier localizacién, dependiendo de la duracion y profundidad
de las lesiones, éstas pueden presentarse como nddulos, quistes o placas, con

diferentes tonalidades cromaticas y fibrosis periférica (114).

Dentro de 1a cavidad pélvica, desde el punto de vista de su aspecto
visual se han descrito, al menos, cuatro tipos distintos. Las formas denominadas
"microscopicas”, en las que el peritoneo mantiene inalterada su anatomia
macroscépica y unicamente la microscopia permite el diagndstico (115, 116).
Esta modalidad no es admitida por todos los autores (117). Las lesiones
superficiales denominadas "atipicas, sutiles o no pigmentadas", que se
manifiestan como zonas blancas, rojas, polipoideas o defectos peritoneales
saculares (118). Las formas tipicas en "quemadura de pélvora”, oscuras, y que
infiltran pocos milimetros. La endometriosis profunda, nodular, que infiltra mas
alld de los cinco milimetros, ocasionando nédulos subperitoneales o

endometriomas ovaricos (119).

Recientemente se aplico una tecnologia avanzada de computerizacion
estereogrifica y estereométrica, para la investigacion de la arquitectura
tridimensional de la endometriosis pélvica (120). Se identificaron dos tipos
diferentes de implantes, dependiendo de la presencia o ausencia de
ramificaciones. El aparente aspecto multifocal de algunas lesiones en el estudio
bidimensional, no fue confirmado en el modo tridimensional. Todas las glandulas

estaban interconectadas por estructuras luminales en cada lesién peritoneal.

Los endometriomas ovaricos son formaciones quisticas, de tamafio
y coloracién variables, resultado de la acumulacion de material residual de
hemorragias repetidas. Se presentan en ambos ovarios de forma concomitante en
el 40% de los casos, y suelen estar adheridos a los 6rganos vecinos. Su pared es
gruesa y su contenido es un material semifluido de aspecto, generalmente,
"achocolatado" (121).
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Caracteristicas microscépicas

La morfologia de las lesiones depende de la duracién del proceso
y en menor medida de la fase del ciclo menstrual de la enferma. Presentan cinco
componentes principales: Epitelio endometrial, estroma, tejido fibroso, zonas

hemorrdgicas y musculo liso ocasional.

Generalmente se identifican glandulas y estroma endometriales,
aunque en implantes antiguos sélo se identifica estroma y dep6sitos de pigmento
hemosiderinico. Durante la menstruacién se producen hemorragias estromales.
Junto a la hemorragia aparecen abundantes histiocitos cargados de hemosiderina
y hemofucsina. Estos pigmentos, de color pardo oscuro, trasforman a los
histiocitos en células pseudoxantomatosas. A veces, en lesiones evolucionadas,
se forman ndédulos pseudoxantomatosos, en los que uUnicamente se pueden

identificar una zona necrética central con células espumosas periféricas (114).

En el epitelio ectépico puede observarse actividad secretora por la
aparicion de vacuolas subnucleares y secreciones intraluminales. Pero dicha
condicién no es uniforme en todo el epitelio (122). También se ha descrito la
presencia de hiperplasia epitelial, secundaria a un hiperestronismo de origen

enddgeno o exdgeno (123).

Eventualmente, los focos de endometriosis pueden presentar una
metaplasia ciliada (endotubérica), mucinosa (endocervical), escamosa € incluso

mixoide u osea (114).

Si las lesiones se encuentran en regresion, suelen desaparecer en
primer lugar los elementos epiteliales, persistiendo los estromales. Por ultimo,
estos ultimos se hacen también ausentes, siendo unicamente identificables fibras

de coldgeno y depdsitos de hemosiderina (122).

Cuando el endometrio eutdpico y el ectdpico se caracterizaron por

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

42

inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos monoclonales sobre componentes
citoesqueléticos y mucinas epiteliales, no se encontraron diferencias histoquimicas
entre ambos tejidos (124).

La proliferacion de fibroblastos en los focos endometridsicos es
provocada por la irritacién quimica y mecanica de los tejidos. Los tipos de
colageno I, Il y IV, presentes en el endometrio eutdpico, se encuentran de igual
modo en el ectépico. El tipo predominante de coldgeno del tejido conjuntivo

fibroso que rodea a los implantes endometridsicos profundos es el tipo I (125).

Receptores hormonales

En 1984 Bergquist realizé un estudio comparativo sobre el aspecto
histolégico de endometrio y tejido endometridsico, obtenidos simultdneamente
(126). Encontré que en el 82% de los casos, €l tejido endometridsico desarrolld
un patrén tipico del ciclo hormonal, mientras en el 18% restante, no hubo un
patrén definido. En los casos en que se identific6 un patrén tipico, dicho patrén
fue sincrénico con el endometrio en el 70% de las pacientes, y estuvo fuera de

fase en el 30% restante.

Mediante técnicas  inmunohistoquimicas con anticuerpos
monoclonales especificos de receptores de estrogenos y de progesterona, Lessey
y cols. (127) compararon la presencia de dichos receptores en endometrio y
tejido endometriésico. En el endometrio, los receptores de estrogenos fueron mas
abundantes en la fase proliferativa, tanto en glandulas como en estroma. En la
fase secretora, dichos receptores de estrogenos disminuyeron en todos los tipos
celulares (p<0.005). Los receptores de progesterona también fueron mas
frecuentes en la fase proliferativa. En la fase secretora, los receptores de
progesterona disminuyeron sélo en las células glandulares, no sufriendo cambios
en el estroma. En contraste el contenido de receptores de los implantes

endometriésicos fue mds heterogéneo y no presenté cambios pronosticables en
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relacion al momento del ciclo.

Melega y cols. (64) encontraron receptores de estrégenos y de
progesterona en €l 100% de los especimenes endometriales, frente al 71% y 29 %

de los implantes endometriésicos respectivamente.

Todo pareceria indicar que las diferencias morfolégicas entre
endometrio y tejido endometridsico fuesen debidas al diferente contenido de
receptores esteroideos de ambas muestras. Sin embargo Metzger, basdndose en
sus hallazgos, establecié un interesante punto de vista especulativo (128). Al
datar implantes endometridsicos, solo el 13 % eran sincrénicos con el endometrio.
Los implantes sincrénicos tenian mas estroma que los que estaban fuera de fase;
y la cantidad de fibrosis se correlacionaba inversamente con la respuesta
hormonal. Cuando cuidadosamente midid receptores de estrégenos y de
progesterona en endometrio eutdpico y ectdpico, no encontré diferencias en
mujeres con ciclo conservado o en las sujetas a terapia hormonal. Si la cantidad
de receptores hormonales era similar y la respuesta tisular distinta, la alteracion
deberia ocurrir distalmente a la unién de las hormonas con sus receptores.
Mientras la regulacién de la sintesis de receptores hormonales parece ser efecto
directo de estrégenos y progesterona, los efectos proliferativos y secretores
parecen ser, al menos en parte, un efecto indirecto mediado por estas hormonas

a través de factores de crecimiento y otras sustancias paracrinas.

Malignizacién

La endometriosis es una enfermedad benigna con algunas
propiedades de las enfermedades malignas. Mediante anticuerpos anticoldgena
tipo IV, especifica de la membrana basal, se ha demostrado que todas las lesiones
endometridsicas presentan una membrana basal continua que las rodea y que se
encuentra intacta (129). Si embargo, en €l 3.6% de los casos hay atipia epitelial

severa, que puede tener un origen reactivo o exhibir un auténtico potencial
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maligno (130).

No se conoce la incidencia exacta de carcinomas relacionados con
endometriosis pélvica, vaginal, colorectal o urinaria. En el ovario, 0.3-0.8% de
las endometriosis se asocian a carcinomas (114). Por contra, 11-28% de las

pacientes con carcinoma endometriode de ovario tienen endometriosis (130).

El 70% de los tumores relacionados con endometriosis ovarica y el
90% de los relacionados con endometriosis extraovarica son carcinomas
endometrioides (131). Llama la atencién la alta frecuencia con la que el

carcinoma de c€lulas claras se asocia a endometriosis (14 %) (132).

También se han descrito sarcomas derivados del estroma endometrial
(133).

Fluido peritoneal

Gran parte de las investigaciones sobre endometriosis, en los Gltimos
afios, se han realizado sobre el liquido peritoneal. Su papel en el desarrollo y
mantenimiento de la enfermedad se considera cada vez mdas importante. Se
supone que no existe en el fluido peritoneal un factor Unico inductor de la
endometriosis; pero, algunas de las alteraciones locales presentes en él, podrian
ser las que mmpidieran la remocién inmunoldgica de células endometriales y

permitieran el progreso de los implantes.

El liquido peritoneal de pacientes con endometriosis presenta
importantes diferencias con el de pacientes sin la enfermedad. Muchas de estas
diferencias pueden ser consecuencia del proceso, pero alguna pudiera ser causa
del mismo. Queda por delante un gran camino para delimitar 1o que es causa y
lo que es consecuencia. Con posterioridad expondré ampliamente estos aspectos.

Baste ahora mencionar que alguna de estas caracteristicas particulares del fluido
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peritoneal se ha propuesto como método diagnéstico de la enfermedad.

La evaluacion citologica del liquido peritoneal aspirado del fondo
de saco de Douglas puede revelar la presencia de células endometriales y
macréfagos con hemosiderina (134). Su estudio bioquimico e inmunol6gico
mostraria la presencia de prostaglandinas, factores del complemento, una pléyade
de células del sistema inmunoldgico, linfocinas, monocinas, factores de
crecimiento y antigenos de superficie, en proporciones distintas a las encontradas

en ¢l fluido peritoneal de las mujeres sin endometriosis (122).

Clinica y fisiopatologia

intomas

Los sintomas no son especificos, ni estin siempre presentes, ni la

severidad de ellos se relaciona con la extension y severidad del proceso (5).

En algun lugar se la ha definido como "la gran simuladora” por su
capacidad de remedar diferentes procesos clinicos. En realidad, existen muchos
casos de endometriosis que son asintomaticos y su diagnéstico se hace de forma
casual en el trascurso de intervenciones realizadas por otra indicacién. A veces
se presenta como un cuadro de abdomen agudo, por rotura de un endometrioma,

y en otras ocasiones adopta el aspecto de un proceso pseudotumoral (135).
La variedad de los sintomas depende de la localizacién de las
lesiones, mientras que su intensidad depende, fundamentalmente, de la actividad

y profundidad de los focos de endometriosis.

En un intento de describir ordenadamente la semiologia de la
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enfermedad, se han clasificado los sintomas en dos apartados:

- Sintomas habituales de la endometriosis pélvica.

- Sintomas menos frecuentes, dependientes de localizaciones especificas.

Sintomas habituales de la endometriosis pélvica

Combinaciones de dolor abdominopélvico, hemorragia uterina
disfuncional e infertilidad/esterilidad, conforman cuadros que pueden oscilar
desde constituir un problema leve, o incluso inadvertido, hasta convertirse en una

enfermedad invalidante.

El dolor abdominopélvico puede manifestarse como dismenorrea,

dispareunia o dolor pélvico crénico.

La dismenorrea es el sintoma mds frecuente. Entre el 50% y 90%
de las pacientes la sufren (136, 137). En nuestro medio se ha registrado en el
71.2% (138). Una dismenorrea es sospechosa de endometriosis cuando aparece
en forma secundaria después de un intervalo de tiempo relativamente libre de
dolor, cuando es progresiva y no se alivia con antiprostaglandinicos o
contraceptivos orales; o cuando se refiere a la region ano-rectal, sacra o
coccigea. Si bien la dismenorrea primaria no se considera sintoma sospechoso de
endometriosis, ya hemos mencionado la controversia suscitada en cuanto a su

papel en la génesis de la enfermedad (véase epidemiologia).

La dispareunia se presenta en el 30% de las pacientes (137). En
nuestro medio ronda el 17% (138). Lo mas tipico es el dolor a la penetracion
profunda irradiado al recto. Generalmente es motivado por la afectacion del septo
recto-vaginal, por la fijacién forzada del utero en retroversién, por la fijacion
adherencial anexial o por la presencia de nodulos endometriésicos en los

ligamentos uterosacros o fondo de saco de Douglas (139). Las manifestaciones
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algicas son mds intensas en los dias premenstruales y se exacerban con
determinadas posturas del coito (140).

Se define el dolor pélvico crénico como la molestia pélvica no
ciclica que excede de seis meses de duracién y que no desaparece con el uso de
analgésicos no narcdticos. Supone un problema sanitario de gran trascendencia.
Comprende cerca del 10% de las consultas de enfermas extrahospitalarias y a
causa de €l se practican 20% de las laparoscopias y 12% de las histerectomias
en Estados Unidos (141). Los hallazgos laparoscdpicos encontrados en mujeres
que padecen este sintoma son: Pélvis normal, endometriosis y adherencias
pélvicas. Cada una de estas categorias supone el 33% de las pacientes (142). En
nuestro medio se presentd en casi €l 40% de las pacientes con endometriosis
(138).

Existe consenso en la consideracion de éstos como sintomas
sospechosos de la enfermedad. Sin embargo, ni la fisiopatologia del dolor, ni la
correlacién entre la intensidad del mismo y la severidad de la endometriosis

estan totalmente aclarados.

En los casos en que existen adherencias, cicatrices, retracciones y
fibrosis, la distorsién anatémica que se produce justifica la presencia de dolor
crénico. La infiltracién profunda o en el seno de estructuras ligamentarias, por
su proximidad a paquetes vasculo-nerviosos, pueden provocar una reaccion
inflamatoria compresiva perineural y desencadenar dolor importante (119, 143).
El aumento de presién interna de los endometriomas, que ocurre durante la
menstruacion, puede estimular las terminaciones nerviosas de la capsula fibrética
y ocasionar dismenorrea (144). Pero ;Por qué mecanismo se produce el dolor,
a veces muy severo, en mujeres con endometriosis superficiales minimas o

atipicas, que no presentan las caracteristicas sefialadas anteriormente?.
Se sabe que prostaglandinas y prostaciclinas estimulan receptores del

dolor mediante estimulos quimicos y mecanicos (145). Badawy demostré una

correlacién positiva entre la cantidad de prostaglandinas en el liquido peritoneal
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y la presencia de dolor en pacientes con endometriosis (146). Tromboxano y
prostaciclinas también se encontraron maés elevados en el fluido peritoneal de las
pacientes con endometriosis que presentaban dolor (147). Basandose en estos
datos, Vernon (148) hipotetiz6 sobre la posibilidad de que la intensidad del dolor
pudiera deberse a la diferente actividad metabolica de los distintos implantes.
Para verificar esta hipétesis, dividio las lesiones endometridsicas en lesiones
superficiales petequiales o rojas y lesiones clasicas. Tomo muestras de cada una
de ellas y las cultivé in vitro, midiendo la actividad metabélica de cada tipo de
implante por la produccién de prostaglandina F2alfa. Comprobé que las lesiones
petequiales producian mds prostaglandina F2alfa que las clasicas. Concluyé que
la sintesis de prostaglandinas y de otros productos puede depender del estado
metabolico de los implantes; y eso podria dar una mejor explicacién para la
aparicion de sintomas que la extension de la enfermedad. Los pacientes con

enfermedad extensa y asintomaéticos, tendrian implantes inactivos.

Multiples estudios han intentado encontrar infructuosamente una
relacion entre severidad de la enfermedad, segin las clasificaciones en uso, y
dolor. Ello, indudablemente, es debido a que ninguna de estas clasificaciones
tiene en cuenta la actividad metabélica de las lesiones (137).

Se han descrito todos los tipos de alteraciones menstruales en la
endometriosis. Alguno de estos patrones se consideran causa méas que
consecuencia de la enfermedad. Ya hemos comentado como la proiomenorrea,
polimenorrea e hipermenorrea, fueron caracteristicas menstruales habituales,
durante toda la vida fértil, de las pacientes con endometriosis (93). No obstante,
la presencia de "spotting" en los dias previos a la menstruacion, por su elevada
frecuencia, constituye un sintoma sospechoso (149). En nuestro medio, alguna
forma de alteracién menstrual pudo ser registrado en el 23% de las pacientes
(138).

En el origen de estas anormalidades se pueden reconocer tres
posibilidades. La primera de ellas seria que dichas alteraciones fuesen

caracteristicas menstruales primarias y, por consiguiente, independientes de la
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enfermedad. Una segunda posibilidad consistiria en que el cuadro fuese debido
a procesos coexistentes, como miomas o adenomiosis, que son patologias
estrogenodependientes asociadas con frecuencia a la endometriosis (150). Por
ultimo, se ha demostrado la presencia de una gran variedad de disfunciones
ovulatorias relacionadas con la enfermedad. Estas disfunciones incluirian
anovulacion, foliculo luteinizado no roto, insuficiencia litea y cuerpo luteo
persistente por luteolisis inadecuada (151). Cualquiera de ellas podria ocasionar

un patréon menstrual anémalo.

Uno de los aspectos més controvertidos de la endometriosis es su
relacién con la esterilidad e infertilidad. Cuando se efectia laparoscopia, la
frecuencia de endometriosis pélvica en mujeres estériles es significativamente
mayor que en mujeres fértiles (152). Para Guzick (153), las mujeres estériles
tienen una probalidad 7-10 veces mayor de tener endometriosis que las fértiles.
Esta enfermedad se diagnostica en el 14-60% de las parejas con esterilidad de
origen desconocido (154, 155). Por otro lado, mujeres estériles con
endometriosis, bajo inseminacion artificial de donante, tienen un porcentaje de
fecundacion por ciclo de 0.02 comparado con el 0.12 de mujeres estériles sin
endometriosis (154).

En nuestro medio, la esterilidad se presentd en casi el 30% de las

pacientes con endometriosis (138).

Aunque la asociacién de endometriosis y esterilidad es indudable,
permanece todavia no aclarado si los mecanismos que provocan la disminucién

de la fertilidad son causa o consecuencia de la endometriosis (156).

Si la enfermedad es extensa con adherencias y retracciones
pronunciadas, o si estdn presentes grandes endometriomas, la infertilidad puede
ser claramente atribuida a distorsién anatémica. Pero, estadios precoces se
relacionan solamente con una moderada disminucién de la fertilidad. Diferentes
estudios han demostrado que las pacientes con endometriosis minima o leve,

antes o después suelen quedar embarazadas sin tratamiento especifico, por lo que
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muchos dudan de la existencia real de esterilidad en estos casos (157, 158).
Algunas mujeres con la enfermedad consiguen facilmente embarazos y, en ellas,
el diagndstico es casual al someterse a esterilizacién tubérica; o no llega a

realizarse nunca.

Ante cualquier discusion sobre los posibles mecanismos de la
esterilidad en la endometriosis, se ha de tener en mente que no es infrecuente en
estas parejas la existencia de factores adicionales, como factor masculino, factor

cervical o factor tubarico infeccioso (159).

Establecidas las consideraciones previas, veremos a continuacion los
mecanismos propuestos para explicar la esterilidad e infertilidad en los casos en

los que no existe distorsién anatomica.

DISFUNCIONES OVULATORIAS. Anovulacién (160), foliculo
luteinizado y no roto (161), insuficiencia litea (162-166), cuerpos luteos
persistentes por fallo en la luteolisis (167). Estas alteraciones podrian deberse a
secrecion anormal de gonadotropinas, anomalias en el crecimiento folicular,
alteracion en la formacién de receptores de LH en la granulosa,
hiperprolactinemia o alteracién en el contenido de prostaglandinas en el liquido

peritoneal.

ALTERACIONES INMUNOLOGICAS. Reacciones autoinmunes
a proteinas refluidas tras la menstruacién, con depdsitos de IgG y C3 en el
endometrio. Aumento sistémico de anticuerpos antifosfolipidos y antihistonas.
Todo ello originaria interferencia con el paso de espermios, imposibilidad de

implantacion del blastocisto y ausencia de desarrollo embrionario (168-171).

FACTOR PERITONEAL. Aumento de macréfagos activados que,
directamente o a través de sustancias secretadas por ellos, destruirian,
inmovilizarian o impedirian la interaccién de espermios, oocitos y/o embriones
(172-177). El aumento de prostaglandinas alteraria la motilidad tubdrica y la

captacion y trasporte ovular. También se ha sugerido la existencia de un factor
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inhibidor de la captura del oocito (178) y de un factor inhibidor del desarrolio
embrionario (179). Interleukina-1 presente en el liquido peritoneal es un toxico
para el desarrollo embrionario (180, 181, 182). Otras citocinas, linfotoxinas y
factores proteicos solubles derivados de células inmunes, epiteliales o estromales,
tendrian, de igual modo, capacidad aniquiladora de gametos y embriones (183-
190). No obstante, el efecto deletéreo del fluido peritoneal de pacientes con
endometriosis sobre la supervivencia y desenvolvimiento de los gametos no ha

podido ser comprobado por todos los autores (191).

INCREMENTO DE ABORTOS. Aunque varios trabajos encuentran
una tasa incrementada de abortos en pacientes no tratadas (192, 193), otros

niegan dicha asociacién (156).

Muy recientemente, un grupo de investigadores de nuestro entorno
(194) ha planteado una nueva hipétesis en relacién con la pérdida embrionaria
en pacientes con endometriosis. En un programa de Fertilizacion in vitro
compararon el desarrollo embrionario precoz de pacientes con endometriosis y
de pacientes con esterilidad tubarica no debida a endometriosis. No encontraron
diferencias en el niimero de blastomeras entre ambos grupos en ¢l segundo dia
tras la inseminacién. Sin embargo, al tercer dia hubo un menor numero de
blastémeras y un incremento del nimero de embriones con crecimiento detenido
en el grupo de pacientes con endometriosis (p<0.05). Descartaron que esas
diferencias hubieran podido ser debidas a la distinta calidad del semen. Con esos
hallazgos, elaboraron la siguiente hipGtesis: La activacién del genoma
embrionario humano ocurre entre las fases de 4 y 8 celulas (dia 3). Podriamos
pués encontrar embriones que se desarrollan normalmente bajo las 6rdenes del
genoma materno, pero que tienen una "alteracion” en la activacién de su propio
DNA vy, por tanto, quedan detenidos. A la espera de nuevos trabajos que
profundicen en este aspecto, recomiendan retrasar la trasferencia embrionaria en
programas de fertilizacién in vitro de pacientes con endometriosis, para no

trasferir embriones que se van a bloquear.

En algunas mujeres con endometriosis se ha citado la presencia de
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galactorrea. Ya se ha mencionado la existencia ocasional de hiperprolactinemia
y en varios trabajos (162, 195) se han observado respuestas de prolactina a la
TRH significativamente mads altas en pacientes con la enfermedad, comparadas

con controles.

Dos investigaciones previas indicaron que la masa Gsea en la
endometriosis, debido a la distinta composicién, estaba disminuida a nivel
periférico, mientras no cambiaba a nivel axial (196, 197). Un estudio posterior,
utilizando densitometria de cuerpo entero (DEXA), concluyd que, en todas las
localizaciones, la masa dsea era igual en pacientes con endometriosis o sin ella
(198).

Aunque un aumento de la cantidad de liquido peritoneal es la norma
en estas pacientes (199), un sintoma de extrafia fisiopatologia es la distensién
abdominal debida a ascitis masiva. Esta ha sido descrita por varios investigadores
(200, 201), principalmente en mujeres jovenes, nuliparas y de raza negra. Su

desaparicién fue constante tras tratamiento médico.

intomas ndientes de localizaciones especificas

Las localizaciones atipicas de los focos endometridsicos pueden dar
lugar a una miriada de sintomas, cuya caracteristica comun suele ser su aparicién
esporadica; coincidiendo generalmente con la fase menstrual. Dentro de la
excepcionalidad de su presentacién, algunos de los mas frecuentes son los

siguientes:
Manifestaciones respiratorias: Dolor tordcico, disnea o hemoptisis
catameniales. Son debidas a focos pleuropulmonares que originarian neumotdrax

0 hemotoérax ciclicos (202, 203).

Manifestaciones urinarias: Disuria, polaquiuria y hematuria
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periodicas por lesiones vesicales. Muy raramente ureterohidronefrosis por

obstruccién ureteral (135).

Manifestaciones digestivas: Rectorragias y cuadros
pseudoobstructivos por afectacion intestinal. Crisis apendiculares o similares a
diverticulitis.

Manifestaciones cutaneas: Cicatrices tumefactas y dolorosas durante

el periodo menstrual, localizadas en perineo, vagina, ingle, ombligo etc...

Manifestaciones neurolégicas: Focos cerebroespinales que originan
cefaleas y manifestaciones sensitivas y/o motoras, por defecto o por exceso
(204). Sindromes ciatalgicos catameniales a causa de nodulos endometridsicos
retroperitoneales (205).

Hallazgos exploratorios

La simple inspeccion permitiria establecer la sospecha diagnoéstica,
en aquellos casos en que por su localizacién son facilmente visibles (Cicatrices
cutdneas, genitales externos, vagina, cérvix, etc..), al observar focos nodulares

de color negro-azulado tipicos.

Se ha sefialado la presencia, no constante, de algunos signos,
apreciados al efectuar una exploraciéon bimanual vaginal o rectovaginal
combinada:

Dolor pélvico, generalizado o localizado, despertado por las

maniobras exploratorias.

Dolor a la palpacién del fondo de saco de Douglas o de los
ligamentos uterosacros.
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Retroversion fija uterina, con vivo dolor al intentar su reposicion.

Palpacién de nodulaciones, de tamafio y localizacién variables
(fondo de saco de Douglas, ligamentos uterosacros, tabique rectovaginal), que
aumentan su volumen y sensibilidad con la menstruacion, disminuyendo en el

intermenstruo (Signo de Halban).

Tumoraciones anexiales con movilidad muy reducida debido a sus

adherencias con la cara posterior del ligamento ancho y érganos vecinos.

La presencia de tumor anexial, retroversién adherente uterina e
induracion nodular del Douglas se conoce en los textos clasicos como "complejo
de Sampson" (206).

Diagnéstico

En una proporcién variable, pero no desdefiable, el diagndstico de
la endometriosis es casual en el transcurso de una laparotomia o laparoscopia
realizadas por otra indicacién. A veces, el informe del estudio histopatolégico de
tejidos extirpados destaca la existencia de la enfermedad, incluso inadvertida en

el acto quirurgico.

En ausencia de una clinica y exploracién patognomoénicas, el
diagndstico clinico de la endometriosis s6lo puede ser de sospecha o presuncion,
con mayor o menor grado de probabilidad dependiendo del mayor o menor

acumulo de sintomas, hallazgos exploratorios y datos epidemioldgicos a su favor
(135).

Anteriormente sefialé€ que combinaciones de dolor abdominopélvico,

hemorragia uterina disfuncional e infertilidad/esterilidad conformaban el cuadro
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tipico de la enfermedad. Sentada la sospecha clinica, se dispone en la actualidad
de un nutrido elenco de pruebas complementarias de utilidad relativa, hasta llegar

a la laparoscopia y bidpsia que aportan la certeza diagnostica.

De menor a mayor complejidad y penetracién del medio interno,
disponemos de: Estudio de la temperatura basal, determinacién de marcadores
bioquimicos e inmunolégicos, pruebas radiolégicas de diagndstico por la imagen,

sistemas de puntuacién de los hallazgos previos combinados y laparoscopia.

Temperatura basal

En el afio 1985, Swolin comunicé una curiosa observacién (207).
El, en la mayoria de las pacientes con endometriosis confirmada, aprecié un
descenso tardio de la curva de temperatura basal después de un ascenso normal
durante la fase litea. Aconsejé utilizar este dato, barato y poco complicado,

como signo diagnostico de endometriosis pélvica.

Posteriormente este hallazgo ha sido confirmado por otros estudios
llevados a cabo sobre poblacion de areas geograficas muy alejadas (continentes
distintos) (208, 209).

Lo més probable es que sea debido a la persistencia del cuerpo luteo
por fallo de los mecanismos implicados en la luteolisis. De ser asi, su presencia
no seria tan constante como sefiald Swolin. De cualquier modo, su constatacion
puede ser de ayuda en los casos de enfermedad minima, donde otros medios

diagnésticos, empleados antes de la laparoscopia, pueden fallar.

Hoy se conoce a este hallazgo como "Signo de Goteborg” (210).
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Marcadores bioquimicos e inmunolégicos

El CA 125 representa un determinante antigénico de una
glucoproteina de unos 200.000 Kilodaltons. Se cuantifica utilizando el anticuerpo
monoclonal OC 125. El ntimero representa el intento 125° por un grupo de

estudio para producir un anticuerpo monoclonal de un cdncer ovdrico epitelial.

Los valores de CA 125 se encuentran incrementados en casi el 80%
de los canceres ovéricos no mucinosos, pero también en casi el 60% de los
carcinomas pancreéticos y en el 20-25% de todos los demds tumores soélidos
estudiados. Se encuentra elevado, de igual modo, en muchos trastornos
ginecoldgicos y no ginecoldgicos benignos. Entre ellos destacan endometriosis,
adenomiosis, leiomiomas, enfermedad inflamatoria pélvica, diverticulitis y otros
procesos inflamatorios intestinales, cirrosis hepética y en la primera mitad de la

gestacion (211).

Se considera 35 unidades/ml. una cifra limite normal de CA 125.
En general se admite que valores superiores a 200 unidades/ml. se correlacionan
con patologia tumoral més frecuentemente, y valores entre 35 y 200 unidades/ml
son corrientemente asociadas a enfermedades benignas. No obstante, la literatura
estd llena de casos que suponen una excepcion a esta regla. Kamerer Doak (212)
comunico el caso de una mujer de 37 afios con dismenorrea severa y un CA 125
de 1036 unidades/ml. Como hallazgos en la laparotomia exploradora se
encontraron una adenomiosis quistica y una endometriosis en la serosa uterina.

Tras la excisién de estas areas el CA 125 retorné a valores normales.

El origen del aumento de la expresion de este antigeno en las células
derivadas del epitelio celomico embrionario de las mujeres con endometriosis es
incierto. Barbieri postula dos mecanismos (213): 1. Aumento de la expresion de
CA 125 en la superficie celular de los depdsitos endometridsicos. 2. Mecanismo
inflamatorio (téngase en cuenta que este mecanismo estd demostrado, ya que CA

125 aumenta en presencia de enfermedad inflamatoria pélvica).
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En un intento de obtener el mayor beneficio diagnéstico, se ha
determinado este antigeno en plasma, fluido peritoneal y contenido de
endometriomas. También se ha determinado su correlacién con la gravedad de
la enfermedad, con la respuesta al tratamiento y su verdadero valor para el

diagnéstico propiamente dicho.

En el diagnostico de la enfermedad, el CA 125 tiene un valor
relativo. Aunque presenta especificidad alta, la sensibilidad encontrada por
diversos autores es pobre. Poniendo como limite 16 unidades/ml., Pittaway
encontr sensibilidad de 53% y especificidad de 93% (214), Wild aprecid
sensibilidad de 27.3% y especificidad de 82.6% (215), Koninckx observo
sensibilidad de 25% y especificidad de 87% (216).

La mayoria de los trabajos coinciden al reconocer que la verdadera
utilidad del CA 125 reside en su capacidad, como método de seguimiento, para
monitorizar la respuesta al tratamiento (217, 218). Sin embargo, otros estudios
encuentran que hay una correlacion entre los niveles estrogénicos y los de CA
125, de foma que este wltimo descenderia en respuesta al tratamiento de forma
paralela al nivel estrogénico. Al cesar el tratamiento, y también paralelamente a
los estrogenos, el marcador sufrirfa un rdpido incremento. Estos hallazgos
cuestionan de forma importante la utilidad del CA 125 en el seguimiento de los
pacientes tratados (219, 220, 221).

Koninckx (216), encontré mayor correlacion entre los niveles
plasméticos de CA 125 y endometriosis profunda o endometriomas que con
endometriosis superficial. En su opinién la endometriosis pélvica superficial
secreta CA 125 principalmente a través del fluido peritoneal, mientras que los
endometriomas y la endometriosis profunda lo hacen a través del plasma. Por
otro lado, varios trabajos (220, 221) sefialan una ausencia de correlacién entre
la extension de la enfermedad, determinada por la clasificacién de la Sociedad
Americana de Fertilidad, y los nivelés plasméticos de CA 125. Unicamente el
grado adherencial correlacionaria de forma positiva con dicho antigeno. Estos

hallazgos estarian a favor del origen inflamatorio del CA 125.
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El diagndstico diferencial de los endometriomas con quistes antiguos
del cuerpo luteo, basdndose inicamente en su aspecto visual, es muy dificil. De
95 "quistes de chocolate" con diagndstico macroscépico de endometrioma, se
confirmd por histologia de la pieza el diagndstico en el 68% de los casos. El
resto fueron quistes de cuerpo liteo (32%). En este mismo trabajo, obteniendo
liquido de los quistes antes de ser extirpados, se confirmé que en todos los casos
de endometrioma el CA 125 era mayor de 10.000 unidades/ml, mientras que si
se trataba de cuerpos luteos el CA 125 era menor de 1000 unidades/ml. Por lo
tanto, el desarrollo de un Kit instantineo para la determinacién semicuantitativa
de CA 125 permitiria el diagndstico intraoperatorio, evitando extirpaciones

innecesarias de cuerpos liteos en que se habia sospechado endometrioma (222).

En relacién con el CA 125, hemos de sefialar en ultimo lugar que
ha sido sistematicamente observado, y ya undnimemente aceptado, que sus
niveles aumentan en los periodos liiteo tardio, menstrual y folicular precoz en las

pacientes con endometriosis (216, 220, 223).

Muy recientemente se ha evaluado un nuevo radioinmunoensayo
para la deteccién sérica de CA 125 (CA 125 II) (224). Las primeras
observaciones demostraron la superioridad de esta técnica frente al
radioinmunoensayo clésico. Se apreciaron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de CA 125 de pacientes con y sin endometriosis
empleando ambas técnicas. No obstante, 1a aplicabilidad del nuevo ensayo CA

125 1I en pacientes con endometriosis debe de ser mas investigada.

Otras sustancias se han relacionado con la presencia de la
enfermedad. De entre ellas, la Proteina placentaria 14 merece una consideracion
especial. En un importante estudio Koninckx determiné la proteina placentaria
14 en plasma y liquido peritoneal de 384 mujeres que se sometieron a
laparoscopia por dolor pélvico o infertilidad. Encontré que los niveles de proteina
placentaria 14 fueron entre 10 y 100 veces mayores en liquido peritoneal que en
plasma. Sus niveles se correlacionaron con el drea de las lesiones endometridsicas

superficiales y con el volumen y profundidad de infiltracién de endometriomas
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y nddulos profundos, respectivamente (216). Su valor para el diagnéstico y
seguimiento de la enfermedad permanece no aclarado. Ulteriores estudios deben

confirmar las expectativas que esta sustancia ha creado.

Desde comienzos de la década de los 80, se apreciaron niveles
circulantes més altos de autoanticuerpos en mujeres con endometriosis, tanto
contra constituyentes celulares como contra tejidos especificos (225).
Particularmente los mejor y més ampliamente estudiados han sido los anticuerpos
antiendometriales (226). La mayoria de los trabajos refieren niveles
significativamente elevados de anticuerpos antiendometriales en el suero de
mujeres endometridsicas respecto a los grupos control (105,225, 227, 228, 229-
233). Solamente un estudio niega la relacién entre endometriosis y autoinmunidad
endometrial (234). Dicho articulo fue duramente criticado por Mathur y Chihal
(235). Estas dos autoras, que reconocieron haber enseflado a Switchenko las
técnicas de hemaglutinacién y western-blot usadas en su trabajo, pusieron en

duda la metodologia que €l empled.

Se han aportado los valores predictivos de este marcador
inmunoldgico. Chihal encuentra una sensibilidad de 74% y especificidad de
100% (105). Wild sefiala una sensibilidad de 83.1% y especificidad de 78.8%
(215).

Pese a la coincidencia en los resultados de la mayoria de los
trabajos, lo cierto es que entre ellos exitié una gran variabilidad metodoldgica.
En cuanto al endometrio al que se ligaba el suero, se ha empleado endometrio
de los propios pacientes, endometrio normal de otras mujeres, o lineas celulares
de céancer de endometrio. Los métodos de deteccion de estos autoanticuerpos
también han sido diferentes; inmunofluorescencia, inmunodifusion,
inmunoelectroforesis, hemaglutinacion, western-blot y ELISA. Finalmente, los
grupos de control empleados abarcaron mujeres en las que no se habia
investigado la presencia de endometriosis, mujeres con laparoscopia negativa para

la enfermedad y hombres.
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Después de lo sefialado, pareceria adecuado uniformizar los estudios
futuros referidos a este aspecto que promete un porvenir brillante. Las
recomendaciones de las mds destacadas autoridades invitan a incorporar la
determinaciéon de anticuerpos antiendometriales a la rutina diagnéstica de la
endometriosis (236, 237).

Pruebas radiolégicas de diagndstico por la imagen

Fundamentalmente nos referiremos en este apartado a la
ultrasonografia. Otras técnicas de diagnéstico radiolégico, como Tomografia
axial computadorizada o Resonancia nuclear magnética, pueden mostrar imagenes
compatibles con ndédulos endometriésicos profundos o endometriomas. Sin
embargo, la especificidad de estas imagenes es menor que las que presentan los
ultrasonidos. La relacion coste/beneficio resulta pues desfavorable para estas

técnicas més sofisticadas y mas caras (238, 239).

Mediante ecografia son imperceptibles los implantes superficiales y
las adherencias (240). La imagen patognomonica esta formada por un quiste, en
general perfectamente delimitado por una fina cdpsula muy refringente, cuyo

interior es ecogris, suave y homogéneo (241).

Cuando se utiliza una sonda transabdominal sélo se pueden
identificar con alta sensibilidad formaciones quisticas mayores de 5 cm, y atn
entonces, dicha sensibilidad se situa entorno al 65% (242). Con endosondas
vaginales se consiguen iméagenes tipicas con tamaifios de 0.5-1 cm, siendo, de este
modo, muy superior la sensibilidad de la técnica para el diagnéstico de la

enfermedad.
Si se afiade la sefial Doppler color a la endosonografia vaginal se

podra apreciar un dato adicional, cual es ausencia de vascularizaciéon en el

interior de los focos endometridsicos. La vascularizacion es periférica y con
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elevados indices de resistencia. Contrariamente, el cistoadenocarcinoma
endometrioide presenta angiogénesis y neovascularizacién intratumoral, con

shunts abundantes y bajos indices fluxométricos (243).

Recientemente, algunos investigadores han dispuesto de una nueva
tecnologia sonografica que permite la integracion de las imdgenes
bidimensionales computadas para formar imégenes tridimensionales (241). BEs
pronto para juzgar el lugar que ocupara dicha técnica en el futuro, pero se podria
pensar que determinados aspectos arquitecturales y de relacién con estructuras
vecinas serfan mejor apreciados con ella. Al hablar de la histopatologia
macroscépica de la enfermedad, ya sefialamos cémo Donnez y cols.
consiguieron, mediante tratamiento informético de imdgenes bidimensionales

microscopicas, la tridimension.

Sistemas de puntuacién combinados

En un intento de encontrar sistemas diagndsticos incruentos, varios
autores han disefiado sistemas de puntuacion de hallazgos clinicos , analiticos o
radiologicos. Los resultados obtenidos con estos métodos han sido dispares,

siendo poco utilizados en la clinica diaria.

Masuzaki puntué ocho hallazgos especificos de la siguiente manera:
Dismenorrea (1 punto), dispareunia (3 puntos), retroversion uterina (3 puntos),
Douglas nodular (3 puntos), utero blando (1 punto), irregularidad marginal del
titero (1 punto), histerosalpingografia con adherencias perifimbricas (2 puntos),
esterilidad inexplicada (2 puntos). Realizando posteriormente laparoscopia,
comprobé que la probabilidad de tener endometriosis fue del 10% con
puntuaciones entre 0-4, del 60% con puntuaciones entre 5-8, y del 90% con

puntuaciones entre 9-16 (244).

Posteriormente Matsuura disefié, en pacientes infértiles, una
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puntuacién con once items que sirviera como método de screening para
endometriosis. Con los valores de corte establecidos, sefial6 una sensibilidad de
91.2%, especificidad de 94.5%, valor predictivo positivo de 94.5% y valor
predictivo negativo de 66.7% (245).

En los ultimos afios se han descrito algunos sistemas de puntuacién
que involucran a pardmetros bioquimicos, como CA 125, e inmunol6gicos, como

inmunoglobulinas, autoanticuerpos y factores del Complemento (246).

Todos estos sistemas diagnésticos mediante scoring,
independientemente de su mayor o menor eficacia, presentan un defecto
importante, como es la falta de cuantificacién del grado de extension de la

enfermedad.

Laparoscopia

La laparoscopia ha proporcionado a la endometriosis la posibilidad
de un diagndstico precoz y preciso. La mayoria de los autores la defienden como
obligada en toda sospecha de endometriosis (247-252). Proporciona en este
campo diversas ventajas sobre todos y cada uno de los métodos diagndsticos

mencionados (253):

1. Facilita un diagndstico preciso de la enfermedad mediante la
visualizacién del aspecto de las lesiones tipicas, la biopsia de las lesiones atipicas
o sospechosas, la citologia de raspado peritoneal, o la obtencién de liquido

peritoneal para estudio citoldgico, bioquimico o inmunolégico.

2. Permite valorar la extension y, por tanto, realizar el estadiaje de
la enfermedad.

3. Facilita el diagnéstico diferencial con otras masas anexiales.
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4. Posibilita actitudes terapeuticas simultdneas, no posibles con otras

técnicas exclusivamente diagnosticas.

5. Facilita una completa evaluacion si la paciente es estéril.

6. Reconoce la eficacia de los diversos tratamientos al realizarse

como segunda observacion.

Durante més de S50 afios la endometriosis se diagnostico
reconociendo macroscopicamente sus dos tipicas manifestaciones: los focos,
placas o nédulos y los endometriomas, asociados a adherencias (250). Pero en
los ultimos afios la experiencia de varios autores ha demostrado que la
enfermedad puede manifestarse con otras lesiones peritoneales, las que han sido
llamadas sutiles, atipicas o no pigmentadas por su aspecto diferente a las clasicas
(116, 118, 254). Estos ultimos autores han sistematizado detalladamente las
distintas formas sutiles o atipicas en que se puede manifestar la enfermedad. Los
veinte tipos diferentes de lesiones que describen incluyen lesiones fibréticas
blancas, marrones o negras, lesiones vesiculares claras, blancas, marrones o
negras, lesiones rojas planas, salientes o polipoideas, parches amarillo-pardos,

lesiones amarillas, bolsillos peritoneales y adherencias (116).

Cuando el diagndstico laparoscopico se basa solo en el
reconocimiento de las imégenes clasicas, queda entre un 10 a un 15% de
pacientes portadoras de la enfermedad sin diagnosticar y se subestima la
extensién de la enfermedad en un 50% (116, 118, 255).

Todo esto ha movido a algunos investigadores a pensar, como ya
se comentd al hablar del aspecto macroscopico de la endometriosis, que la
enfermedad microscopica de Murphy no existe, y que todas las formas de la
enfermedad tienen una alteracién visual del peritoneo que hay que aprender a
descubrir (249). Para un mejor conocimiento de estas lesiones, se han sugerido
varios métodos. La realizacién de la laparoscopia en la fase premenstrual

favorece la percepcién de lesiones sutiles (mayor vascularizacién y estimulo
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hormonal) (247). El bafiado de areas extensas con el liquido peritonal
sanguinolento permite una mejor identificacion de focos sutiles (256). La
utilizacién del microcolpohisterioscopio de Hamou con menos de 20 aumentos,
o el acercamiento de la lente del laparoscopio a una localizacién muy préxima
a la superficie peritoneal magnifican los detalles no apreciables de otro modo
(250). La escuela de Clermont-Ferrand disefié 1a idea de cubrir toda la pélvis con
azul de metileno a gran concentracién. Este es tomado especialmente por aquellas
zonas de peritoneo enfermas, sin que visualmente exista evidencia de que se trate
de endometriosis previamente a su aplicacion (45). Otra alternativa, cuando no
se observan lesiones especificas, es valorar el liquido peritoneal, pues se ha
descrito que en mujeres con endometriosis produce burbujas jabonosas al
contactar con los liquidos habituales que empleamos para realizar la cirugia
(257). En los ultimos afios se estd ensayando la aplicacién de sustancias
fotosensibles que sean captadas y retenidas por los implantes y puedan ser
expuestas durante la laparoscopia a una luz de cierta longitud de onda que

desencadene quimioluminiscencia (258).

Las bidpsias realizadas en €l curso de la laparoscopia permiten no
solo el diagndstico de lesiones no pigmentadas, sino también el diagndstico
diferencial entre endometriomas y quistes antigiios del cuerpo liteo (259).

En los ultimos afios se ha comprobado el valor de la citologia para
el diagnéstico de la endometriosis. Giménez (260) estudié la capacidad
diagndstica de la citologia, tras puncién-aspiracién con aguja fina de quistes
ovaricos, encontrando un porcentaje del 20% de extendidos no valorables y una
correlacion cito-histolégica del 100% en los extendidos valorables. Biihler (261)
examind extendidos citoldgicos, tomados por raspado, de alteraciones
peritoneales comprobadas por laparoscopia. Tomé simultimeamente bidpsia de
las mismas alteraciones, y recogié liquido peritoneal para citologia. La
concordancia cito-histolégica en el diagnostico de endometriosis fue del 74 %,
con una sensibilidad del 80% y un valor predictivo positivo del 85%. La
citologia del liquido peritoneal aport datos positivos en el 33% de los positivos
en histologia.
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Clasificacién

Hasta el afio 1973, la literatura médica contenia numerosos trabajos
relacionados con la eficacia de la cirugia y la mejora de las tasas de embarazo
en pacientes con endometriosis. Sin embargo, los resultados eran muy dificiles
de interpretar, pues ninguno de ellos correlacionaba las tasas de embarazo con

la severidad o extension de la enfermedad.

A pesér de la ausencia de utilizacién rutinaria de sistemas de
clasificacién antes de 1973, los intentos por establecer una categorizacién de la
enfermedad no fueron pocos. En 1949, Wicks y Larson propusieron la primera
clasificacion histoldgica de la enfermedad. Huffman dos afios mds tarde, propuso
la primera clasificacién quirargica, ordenando la endometriosis en cuatro estadios
(Tabla 2) (253). Beecham present6 en 1966 una clasificacion simplificada, basada
fundamentalmente en los hallazgos exploratorios (262). No correlacioné la

severidad de la enfermedad con el logro de un embarazo (Tabla 3).

En el afio 1973, un grupo de investigadores del Baylor College of
Medicine, en Houston, Tejas, encabezados por Acosta (263), disefiaron una
clasificaciéon en base a un estudio retrospectivo de 107 pacientes con
endometriosis, definiendo diferentes estadios y correlacionandolos con las tasas
de embarazo conseguidas tras tratamiento. El tamafio y distribucion de las
lesiones, la presencia de adherencias y cicatrices, asi como Ia influencia de los
drganos vecinos fueron la base para categorizar la enfermedad en leve, moderada
y severa (Tabla 4). El 75% de las pacientes con endometriosis leve, 50% de las
etiquetadas como endometriosis moderada y 33% de las diagnosticadas como

endometriosis severa pudieron concebir.

La clasificacién de Acosta fue muy utilizada y alabada por su
sencillez y capacidad prondstica. Su uso generalizado permitié la comparacion
de resultados entre trabajos uniformes. Pero tampoco se salvo de criticas,

surgiendo en los afios siguientes varias modificaciones que, lejos de mejorar
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notablemente el prondstico reproductivo, introdujeron complejidad con

menoscabo de su uso masivo (264, 265, 266).

Con el progreso de la laparoscopia, Cohen propuso una clasificacién
con 10 estadios que se basaba en hallazgos de esta técnica (267). Incorpord la
presencia de enfermedad en lugares distantes de la pélvis, diagnosticadas
mediante técnicas especiales como ultrasonidos, radiografias con contraste y otros

procedimientos endoscépicos (Tabla 5).

En el afio 1978, la American Fertility Society convocd a un grupo
de expertos para estudiar la clasificacion de la endometriosis. El informe de este
comité (268) resulté en un esquema innovador basado en la progresién natural
de la enfermedad, tipificindola con un sistema arbitrario de puntos acumulativos.
La endometriosis fue definida como leve, moderada, severa y extensa de acuerdo
a este sistema de puntaje. La clasificaciéon AFS permitid la diferenciacién no
solamente entre enfermedad peritoneal y ovérica, sino también entre enfermedad
unilateral y bilateral. Un enfoque similar se utiliz6 para para estadiar la
enfermedad de las Trompas de Falopio (Tabla 6).

Siete afios mas tarde, la American Fertility Society introdujo una
revision de la clasificacion anterior (269) para dotar de un estadiaje estandar a
la endometriosis, y asi poder correlacionar los resultados del tratamiento
quirtrgico con la severidad de la enfermedad. El estadio de enfermedad extensiva
se eliminé y se utilizaron cuatro estadios: minima, leve, moderada y severa. Se
empled una puntuacion mas detallada para diferenciar el compromiso peritoneal
del compromiso ovarico. Ademds se establece una mejor diferenciacion entre
endometriosis superficial y profunda del peritoneo y de los ovarios. De igual
modo se le atribuye una mayor puntuacion a las adherencias firmes que a las
laxas, y la obliteracion del fondo de saco de Douglas autométicamente resulta en
enfermedad severa. Si el anejo contralateral estd ausente, la puntuacién se duplica

para el anejo comprometido (Tabla 7).

La intencién de sus mentores fue que este esquema se utilizase
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universalmente, tanto para pacientes estériles como para aquellas en las que la
consecucion de un embarazo no constitufa un problema. La finalidad se
consiguid, pero hoy, doce afios mds tarde, las dudas sobre la auténtica utilidad
de esta clasificacién circulan por varios ambitos; reclamindose una nueva

revision.

Esta categorizacién estd basada en el prondstico en cuanto a la
fertilidad, pero olvida el prondstico sintomatico o en relacién con las recidivas
o persistencias (270). No evalua la influencia de la enfermedad en la bioquimica
del peritoneo, ni las alteraciones inmunoldgicas locales o sistémicas, ni el aspecto
o la actividad metabdlica de las lesiones. Se necesita ciertamente perfeccionar el

presente sistema.

En relacién con este aspecto de permanente controversia, Blasco
(271) sefiala textualmente: "Puntuaciones cientificamente basadas para cada
lesién, y un registro para la actividad de la enfermedad serd fundamental para
una clasificacién que funcionard como un valioso sistema experto, y se convertira

en la clasificacién de la endometriosis del siglo XXI".

La increible tendencia humana a organizar y clasificar todo lo que
se le presenta, fundamento para alcanzar una mejor comprensién de las cosas, ha
conducido, en este proceso, a la creacién de clasificaciones multiples de aspectos
parciales de la endometriosis. Destacan las clasificaciones de los implantes

peritoneales profundos (272) o la de los endometriomas ovaricos (273).
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Tabla 2. Estadios quirirgicos de la endometriosis introducidos por

Huffman.
ESTADIO DESCRIPCION
Ia Limitado a los ligamentos uterosacros
Ib Limitado a un ovario
Ic Implantes superficiales peritoneales
Ila Extensa afectacion de un ovario, y menor
compromiso del segundo
IIb Implantes superficiales en ambos ovarios
ITc Implantes superficiales en intestino
IId Lesiones infiltrantes del utero o ligamentos
uterosacros
ITa Extensa infiltraciéon en ambos ovarios
IIb Quistes ovaricos endometridsicos bilater.
Ic Lesiones rectovaginales de invasion
profunda
Ind Implantes infiltrativos intestinales no obs-
tructivos
IVa Invasion vesical
IVb Invasion intestinal obstructiva
IVe Afectacion ureteral

Huffman. Am J Obstet Gynecol 1951; 62.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

69

Tabla 3. Estadios de Beechan

ESTADIO DESCRIPCION

1 Focos dispersos, pequefios, en algin lugar de

la pélvis. Diagnosticados s6lo por laparoscopia

2 Ligamentos uterosacros, ligamentos anchos,
cérvix, y los ovarios colectiva o individualmente
fijos, reblandecidos, nodulares y un tanto agran-

dados de tamafio.

3 Lo mismo que el estadio 2, con los ovarios al
menos a dos veces de su tamafio normal; ligamen-
tos uterosacros, recto y anexos confluentes. El

fondo de saco esta obliterado

4 Compromiso masivo. Las visceras pélvicas no

pueden ser claramente distinguidas por palpacién

Beechan CT. Obstet Gynecol 1966; 28.
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Tabla 4. Clasificacion de Acosta de la endometriosis
ESTADIO DESCRIPCION
LEVE 1. Lesiones frescas dispersas en los fondos de saco

anterior o posterior, o peritoneo pélvico.
2. Escasos implantes superficiales en el ovario, sin
endometriomas y sin adherencias periovaricas.

3. Ausencia de adherencias peritubulares.

MODERADA 1. Endometriosis que involucra a uno o ambos ova-
rios, con varias lesiones superficiales, con cicatri-
zacion y retraccion, o pequefio endometrioma.

2. Adherencias periovaricas minimas.
3. Adherencias peritubaricas minimas.
4. Implantes superficiales en los fondos de saco. Al-

gunas adherencias sin invadir el sigmoide.

SEVERA 1. Endometrioma de uno o ambos ovarios > 2x2 cm

2. Uno o ambos ovarios unidos por adherencias tu-
baricas.

3. Una o ambas trompas unidas u obstruidas por
endometriosis; adherencias o lesiones asociadas

4. Obliteracion del fondo de saco por adherencias
o lesiones asociadas con endometriosis.

5. Engrosamiento de los ligamentos uterosacros y
lesiones por endometriosis invasiva.

6. Compromiso significativo del intestino y la

vejiga.

Acosta AA. Obstet Gynecol 1973; 42.
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Tabla 5. Clasificacion laparoscopica de Cohen.

ESTADIO

DESCRIPCION

Endometriosis leve
1
I

Endometriosis moderada

I

v

Endometriosis severa

\%!

VII
il
IX

Implantes superficiales en un sitio

Implantes superficiales en dos o mas sitios

Implantes con cicatrizacion y fibrosis; adhe-
rencias leves.

Ovarios moderadamente adheridos a los im-
plantes endometridsicos.

Multiples implantes en los ovarios, peritoneo

vesical, ligamentos con adherencias.

Quiste endometridsico unilateral o bilateral
sin afectacion tubarica.

Igual que la anterior con afectacion tubarica

Adenomiosis.

Endometriosis severa, mas EIP.

Afectacion extragenital .

Coben MR. J Reprod Med 1979; 23.
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Tabla 6. Clasificacion de la AFS (1978).
Estadio I Leve 1-5
Estadio II Moderada 6-15
Estadio III Severa 16-30
Estadio IV Extendida 31-54
Endometriosis <l cm 1-3cm >3 cm
é 1 2 3
o . . . .y
= Densas/obliteracion Dengas/obhteracmn
% Adherencias Laxas parcial del fondo de parcial del fondo de
Ay $aco saco
1 2 3
Endometriosis <lem 13 cm >3 cm
D 2 4 6
I
2 6
g 4
: Densas/compromi- | Densas/compromi-
% Adherencias Laxas g(‘,/ fﬁfflal del so total del ovario
D 2 4 6
I 2 4 6
Endometriosis <i cm >1cm Oclusion tubérica
D 2 4 6
9 I 2 4 6
% Laxas Densas/distorsion Densas/oclusion
n‘ .
= Adherencias tubdrica tubdrica
D 2 4 6
I 2 4 6
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Tabla 7. Clasificacion de la AFS modificada (1985).
Nombre de 1a paciente Fecha
Estadio I (Minima) 1-5 Laparoscopia ——— Laparotomia Fotografia ——
Estadio I (Leve) 6-15 Tratamiento recomendado
Estadio III (Moderada) 16-40
Estadio IV (Severa) >40
TOTAL Pronostico
g ENDOMETRIOSIS <lcm 1-3cm >3cm
=
2 Superficial 1 2 4
(5]
A Profunda 2 4 6
D Superficial 1 2 4
2 Profunda 4 16 20
I
o) I Superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
OBLITERACION Parcial Completa
FONDO DE SACO
POSTERIOR 4 40
ENDOMETRIOSIS 1/3 Compromiso 1/3-2/3 Compromiso | > 2/3 Compromiso
o D Tenues 1 2 4
=
S Densas 4 8 16
S
1 Tenues 1 2 4
Densas 4 8 16
D Tenues 1 2 4
Eg
g 5 Densas 4 8 16
g =
=21 Tenues 1 1 4
Densas 4 8 16
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Tratamiento

Hemos observado cémo se han modificado las opciones terapetticas
a lo largo de la historia, desde las extirpaciones quirtrgicas iniciales hasta la

euforia de los tratamientos médicos en los afios 80.

En la actualidad domina un sentimiento de escepticismo entre los
ginecdlogos en cuanto a las posibilidades de los tratamientos disponibles. A pesar
del importante abanico de modalidades terapeticas, s6lo la castracion consigue
la resolucién de la enfermedad; y a este remedio podria, con acierto, aplicirsele

el dicho popular "muerto el perro se acab¢ la rabia".

En medicina, inicamente los tratamientos etiopatogénicos logran la
curacién de los procesos morbosos. El resto de los tratamientos han de
considerarse paliativos. El desconocimiento de la etiopatogenia concreta de la
endometriosis es lo que ha limitado hasta ahora la instauracién de una terapia

resolutiva.

Pero, a pesar de las numerosas cuestiones por resolver en esta
enfermedad, los clinicos se han visto obligados a formular enfoques terapeuticos

para aliviar los padecimientos de sus pacientes.

Llegados a este punto, no es nuestro propdsito describir
exhaustivamente todas las opciones de una manera pormenorizada, sino reflejar
sucintamente de lo que se dispone y, de un modo comparativo, qué se puede

conseguir con ello.
Los objetivos del tratamiento son: Alivio de los sintomas,
disminucién o desaparicion de los implantes endometridsicos y restauracién de

la fertilidad.

Las posibilidades terapetticas disponibles son multiples: Conducta

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

75

expectante, tratamiento sintomatico, tratamiento médico hormonal, tratamiento
quirtirgico conservador, tratamiento médico-quirargico y técnicas de reproduccion

asistida.

Conducta expectante

Se ha planteado esta actitud en los estadios precoces de la
enfermedad (minima, leve), basiandose en el dato de que la tasa de embarazos fue
similar en pacientes con placebo que en los que usaron cualquier otra modalidad
terapettica (157, 274).

Sin embargo, todavia no esté claro si ese porcentaje de embarazos
es el resultado de un efecto terapettico, poco caracterizado todavia, de los
posibles gestos realizados en la laparoscopia diagnostica (dilatacién cervical,
cromoperturbacion, aspirado de liquido peritoneal), o por el contrario representa

la auténtica tasa de fecundidad de estas parejas (275).

Cuando en el tercer Congreso Mundial de Endometriosis, celebrado
en Bruselas en 1992, se preguntd sobre si se debia tratar la endometriosis
minima, la audiencia di6 un inconclusivo 49.9% al si y 50.1% al no (276).

Pero los razonamientos previos han sido establecidos en base al
compromiso de los aspectos reproductivos; y los objetivos del tratamiento

habiamos convenido en que eran mds amplios. Si no se trata a una paciente, no

mejora su sintomatologia y no se evita la progresién de la enfermedad (277).

Tratamiento sintomatico

En el capitulo dedicado a la clinica y fisiopatologia de la
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enfermedad sefialé los mecanismos propuestos para explicar las manifestaciones
dlgicas que la acompafian. Para paliar estos sintomas se han empleado

tratamientos médicos multiples e intervenciones quirurgicas especificas.

Analgésicos menores, espasmoliticos y mérficos se consumen de
manera incontrolada, no existiendo estudios que permitan evaluar su beneficio

real.

Conociendo la probable implicacién de las prostaglandinas en la
fisiopatologia del dolor, diversos autores han comunicado la eficacia de los

farmacos antiprostaglandinicos para el control de la dismenorrea (278).

El tratamiento médico sintomatico mejora la dismenorrea, pero ni
la cura, ni disminuye la extensién o progresion de la enfermedad, ni modifica las
tasas de fertilidad (277).

La neurectomia presacra ha sido la intervencién mayoritariamente
empleada para combatir €l dolor pélvico. En 1949 Cotte publicé su experiencia
sobre 1500 intervenciones, logrando éxito en el 98% de los casos (279). Hoy se
la conoce con dicho epdnimo (intervencion de Cotte). Consiste en interrumpir los
nervios presacros que se originan en el plexo hipogastrico intermedio y superior.
En casos de dismenorrea secundaria se comunicé un éxito global del 72 % (280).
Laparoscopistas expertos han logrado efectuar dicha técnica por endoscopia, con

resultados favorables en mas del 90% de los pacientes (281).

La otra técnica quirdrgica propuesta como alternativa ha sido la
seccién de los ligamentos uterosacros. Encontrd su sitio debido a que la
intervencién de Cotte no interrupia completamente toda la inervacién del cérvix
(282). Hoy se practica por via laparoscépica bajo la denominacién de LUNA
(Laparoscopic uterine nerve ablation). Se realiza una vaporizacién con Laser CO,
de los ligamentos uterosacros a nivel de su insercién en el cérvix (45). En

general se consigue mejoria en el 80% de los casos (283).
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Al igual que los tratamientos médicos, estas intervenciones
quirdrgicas no actian sobre la fertilidad ni modifican el desarrollo de la

enfermedad, aunque pueden suponer la resolucion de la dismenorrea.

Recientemente la American Fertility Society ha elaborado un
documento de consenso sobre la conduccién de la endometriosis en presencia de
dolor pélvico (284).

Tratamiento médico. hormonal

Las terapias hormonales con estrégenos solos o con androgenos,
usadas en el pasado, son ya anecdéticas y su aplicacién estid severamente

contraindicada en el momento actual.

Los argumentos que justificaron la manipulaciéon hormonal se
centraron en la observacién de que la endometriosis precisaba los estrogenos para
su desarrollo. La enfermedad era excepcional antes de la menarquia y varios afios
después de la menopausia. Ademds, la endometriosis se presentaba raramente en
multiparas. Cuando se conseguia gestacion, la sintomatologia clinica disminuia,
persistiendo la mejoria durante el periodo de lactancia en que la mujer se

mantenia amenorreica, para recurrir al comenzar a menstruar (285).

De este modo, los tratamientos hormonales propuestos persiguen
crear un estado de hipoestronismo (Agonistas de GnRH, Danazol, Gestrinona)
o un estado de "pseudoembarazo" con una dominancia gestagénica (Estro-

gestagenos o gestagenos aislados).

Los gestagenos actian por dos mecanismos. Por un lado, inhiben
a la GnRH hipotaldmica, ocasionando anovulacion e hipogonadismo
hipogonadotropo (286). Por otro lado, se ha demostrado un -efecto
antiproliferativo directo del acetato de medroxiprogesterona sobre las células del
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estroma endometrial cultivadas in vitro (287). El resultado final es la

decidualizacién y posterior atrofia del tejido endometrial.

El mas utilizado ha sido el acetato de medroxiprogesterona a dosis

de 30 mg/dia, durante periodos de tres a seis meses.

La administracién de forma continua de dosis crecientes de
estrogenos y gestagenos constituye el antiguo régimen de "pseudoembarazo". Se
ha venido usando en los ultimos 30 afios en pautas de administracién oral, con
dosis inicialmente crecientes y luego decrecientes para evitar las hemorragias por
disrrupcién. Actian por decidualizacién y atrofia de los implantes, lo que se
consigue més ficilmente con gestagenos mas potentes. Estas pautas antiguas estin
actualmente abandonadas (288).

Hoy se recurre con cierta frecuencia a los anticonceptivos orales en
pacientes con estadios precoces y no deseo gestacional (289). En estos casos se
recomiendan preparados de baja dosis estrogénica, debido a que dosis superiores
a 50 microgramos de etinilestradiol podrian estimular el crecimiento de focos

endometriésicos (93).

La Gestrinona es un 17-Noresteroide que se une de forma 14bil al
receptor de progesterona, sin tener efecto sobre receptores estrogénicos. Se
empled inicialmente como anticonceptivo masculino y femenino, administrandose
una vez a la semana. Generalmente se comporta como antigestagénico, aunque
a veces puede tener un discreto efecto agonista de progesterona. Tiene también
un efecto androgénico débil, que puede incrementarse al disminuir la proteina
sérica trasportadora de hormonas sexuales, dejando mas cantidad de testosterona
libre. Del mismo modo, bloquea el desarrollo folicular al suprimir el pico de
FSH y LH, resultando un ambiente hormonal aciclico con estradiol en el rango
de 55-90 picogramos/ml (290). Este efecto antiestrogénico se ve reforzado por
una deplecién de los receptores estrogénicos con inhibicion del reciclaje de los
mismos (291).Su larga vida media permite una cémoda administracién de 2.5

mg, dos veces por semana. Se ha ensayado su administracién por via vaginal con
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la misma eficacia que la via oral y con menores efectos secundarios (292).

Danazol es un derivado isoxazol de la 17 alfa etinil testosterona.
Fue introducido en clinica para el tratamiento de la endometriosis en 1971 (53).
Desde entonces, ha sido el firmaco mas empleado y referencia obligada para
comparar los resultados de otras modalidades terapeuticas.La sustancia presenta
multiples interacciones con el sistema endocrino, proteinas trasportadoras,
sistema inmunolégico e incluso, actuaciéon directa sobre glandulas o estroma
endometriales y endometridsicos. Se sabe que Danazol disminuye la sintesis
hepética de proteina trasportadora de esteroides sexuales. Su fijacién a esta
proteina a nivel periférico desplaza de su union a testosterona, determinando asi
sus importantes efectos androgénicos (293). El estado hipoestrogénico que
ocasiona se produce tanto por inhibicién hormonal del gonadotropo, como por

inhibicién directa de los enzimas encargados de la esteroidogénesis (294).

Se ha documentado una inhibicion de la produccién de
autoanticuerpos en pacientes con enfermedades autoinmunes, considerandose al

Danazol como un modificador de la respuesta inmune del huesped (295).

Por ultimo, he de destacar la sugerencia de que la droga podria
actuar sobre receptores de andrégenos o Progesterona a nivel del endometrio

eutdpico o ectdpico, determinando una detencién en la proliferacién celular.

Se ha empleado por via oral a dosis de 400-800 mg/dia, durante
periodos de cuatro a seis meses. Para que sea efectivo ha de conseguirse
amenorrea. Algunos trabajos han relacionado la efectividad de Danazol y
agonistas de GnRH con los niveles séricos de estradiol en las pacientes tratadas.
Dickey (297) sefiala que para obtener una remisién completa de la endometriosis
en estadios severos se precisaria disminuir el estradiol sérico a cifras inferiores
a 15 picogramos/ml. Si se tratase de enfermedad moderada el estradiol deberia
ser inferior a 22 picogramos/ml; y con niveles inferiores a 41 picogramos/ml se
conseguiria la remisién completa en la endometriosis leve (296). Otros autores

no comparten tal aseveracion.
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En los ultimos afios, varios grupos japoneses han comunicado su
experiencia con la administracién local de Danazol (298, 299). Comprobaron que
el empleo del farmaco mediante supositorios vaginales, anillos vaginales de
liberacién retardada o soluciones intrauterinas trascervicales fue mas efectivo que
la administracién oral. No se detectaron niveles de Danazol en plasma, ni se
suprimi6 el eje hipofiso-ovarico y, por tanto, la ovulacién. Tampoco hubo
efectos secundarios anabélicos, androgénicos o aumento de trasaminasas. La
disminucién del tamafio de las lesiones fue mas répida que tras administracién
oral, y la tasa de embarazos mayor. Estos brillantes resultados esperan,

naturalmente, confirmacion.

La estructura del GnRH nativo fue descrita en 1971 (300). Ante la
necesidad de aumentar su vida media, que para el decapéptido natural es de 3.5
minutos, se crearon en poco tiempo analogos sintéticos. Multitud de estos
preparados han sido ensayados en el laboratorio y se pueden dividir en dos
grandes grupos: Compuestos de accion agonista, es decir, estimuladores, al
menos inicialmente, y otros cuya accién es antagonista. Debido a la presencia de
efectos colaterales importantes, los compuestos antagonistas han visto frenado su
desarrollo y su introduccién en la clinica. Lo contrario ha ocurrido con los
agonistas de la GnRH (301).

Cuando se administra un agonista, la mayoria de los receptores de
GnRh hipofisarios se ocupan y posteriormente se internalizan. Este hecho
produce una liberacién suprafisiologica de FSH y LH en las primeras 24 horas,
lo que se conoce como efecto "Flare-up". Si la administracién del agonista es
continua, se produce un agotamiento paraddjico de la respuesta del gonadotropo

mediada por varios mecanismos (302):

A. "Down regulation"” o reduccién del nimero de receptores para GnRH con la

consiguiente disminucién en la génesis de AMP ciclico.

B. Desensibilizaciéon homéloga del receptor. Este es un fendmeno de agotamiento

de las sefiales intracelulares post-receptor, tales como la apertura de los canales
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del calcio o el metabolismo del fosfatidilinositol, responsables de la activacion

del sistema de la proteinkinasa C, mensajeros de la accién hormonal.

C. Reduccién de la biosintesis de FSH y LH por fallo de los mecanismos

responsables de la trascripcion genética que codifica la sintesis de gonadotrofinas.

Como consecuencia de todo lo anterior se produce un
hipogonadismo hipogonadotropo que ha tenido amplia aplicacién en ginecologia.
Las pacientes con endometriosis se benefician especialmente con el empleo de
este farmaco (303-313).

En los ultimos afios se han adquirido nuevos conocimientos sobre
la farmacocinética y farmacodinamia de estas drogas. El grupo de Lemay
comprobd que en respuesta a una infusion continua de Buserelin se producia un
exceso de LH, siendo predominantemente LH alfa inmunoreactiva. La pérdida
de la efectividad de la LH bioactiva era debida a la disminucién de la subunidad
beta de la cadena de LH (314).

De otro modo, se han podido localizar receptores de GnRH en
tejido endometrial (315). Este hallazgo abre la posibilidad de que el farmaco
actue directamente sobre los implantes endometriésicos, y no sélo a través del

estado hipoestrogénico que provoca.

Administradas por via oral estas sustancias son inactivas. Se utilizan
las aplicaciones intranasales en spray y las vias parenterales subcutaneas,
intramusculares o intravenosas. Las formas depot son bien aceptadas y
constituyen hoy las modalidades méas empleadas. Existen actualmente

formulaciones de administracion cada 30 o 60 dias.

Otros farmacos empleados de forma experimental o en protocolos

de investigacién clinica han sido:

Antagonistas de GnRH. Su limitacién principal, ya sefialada, ha sido la aparicién
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de reacciones anafilacticas por liberacién de histamina. Sin embargo,

experimentalmente han mostrado ser eficaces (316).

Clomifeno. Fundamentalmente estudiado en relacion con la infertilidad debida
a endometriosis, pero sin datos respecto a la evolucién de los implantes o la
sintomatologia (317).

Mifepristona (RU 486). En un estudio se menciona una clara mejoria clinica sin

reduccién laparoscépica de la extension de la enfermedad (318).

Gossypol. Abandonado por sus efectos téxicos renales y por su capacidad de
producir fallo gonadal irreversible, se ha invocado como efectivo en la

endometriosis (319).

Tamoxifeno. Se ha sugerido su utilidad en esta enfermedad debido a sus efectos
antiestrogénicos (320). Sin embargo, como esta sustancia tiene una accidn
antagonista/agonista de estrégenos, es posible que cierta estimulacion estrogénica
del aparato genital ocurra y se reactiven focos endometridsicos que habian

quedado quiescentes tras la menopausia (321, 322, 323).

Una vez descritas individualmente cada una de las opciones de
tratamiento médico y sus respectivos mecanismos de accién conocidos, sefialaré
a continuacién, de forma comparativa, los efectos globales sobre cada uno de los
tres objetivos del tratamiento (Alivio sintomético, reduccién de los implantes y

restauracién de la fertilidad).

Las diferentes pautas terapedticas han mostrado ser eficaces en el
alivio del dolor pélvico y la dismenorrea relacionados con la endometriosis.
Proporcionan mejoria en mas del 80% de las pacientes. En este sentido, ninguno
de los farmacos es mas eficaz que otro. No consiguen curacién a largo plazo,
siendo las recurrencias mas frecuentes conforme trascurre el tiempo (30-60% en
el primer afio). No obstante, los sintomas suelen ser menos intensos que antes del

tratamiento y sélo un 20% de las pacientes necesitarn tratamiento posterior
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(277, 309, 312, 324, 325, 326).

Los tratamientos hormonales se han mostrado moderadamente
eficaces para reducir la extension de la enfermedad. Cuando la laparoscopia se
realiza inmediatamente al finalizar el tratamiento muestra una alta tasa de
remisiones (70-100 %) frente al placebo (18-30%). Pero dichas tasas de remision
no perduran en el tiempo, siendo la recidiva la tendencia natural en la mayoria
de los casos (327). No parece que un firmaco sea mas eficaz que otro (277,
328).

Las mujeres que recibieron tratamiento hormonal para la esterilidad
asociada a endometriosis tuvieron unas tasas globales de embarazo de 10-60%,
durante el primer afio. Ninguno de los firmacos mostré mas eficacia que otro,
y tampoco se mostraron mds eficaces en los estadios I y II que un placebo o una
conducta expectante (274-277).

Como hemos comprobado, no existen diferencias estadisticamente
significativas entre las distintas terapias hormonales para cualquiera de los tres
objetivos bésicos del tratamiento. De este modo, el factor que influiria de forma
mds importante en la eleccién de una modalidad u otra seria la tolerancia a los

efectos secundarios.

El efecto adverso mas importante de los gestdgenos es la alteracién
menstrual. Intolerancias digestivas, aumento de peso, edemas y tensién mamaria
son otras manifestaciones menos frecuentes de estas sustancias. A las dosis

recomendadas, no parecen alterar peligrosamente el perfil lipidico (286).

Los preparados estro-gestagénicos empleados actualmente como
anticonceptivos orales tienen minimo contenido estrogénico y gestigenos de
ultima generacién con perfiles farmacoldgicos minimamente nocivos. En todo
caso, las ultimas recomendaciones, efectuadas tras la reciente polémica surgida
en relacién con las nuevas pildoras anticonceptivas, insisten en la valoracién del

riesgo cardiovascular antes de su uso.
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La Gestrinona no parece tener efecto sobre la funcién hepatica y
modifica de forma poco trascendente el perfil lipidico. Sus efectos
antiestrogénicos son manifiestos con el wuso prolongado. Los efectos
androgénicos, ain siendo menores y mejor tolerados que los inducidos por
Danazol, pueden ser potencialmente irreversibles (277, 291).

Probablemente el Danazol sea el firmaco peor tolerado. Crea un
estado hiperandrogénico manifiesto y una reduccién de estrégenos menos intensa
que los agonistas de GnRH. Si se emplea durante tiempo prolongado, también
son notorios sus efectos anabélicos, con incremento de peso. Ademds puede
alterar el funcionamiento hepatico y el perfil lipidico, incrementando
notablemente el riesgo aterogénico. El porcentaje de abandonos del tratamiento

es mayor que con el resto de los tratamientos (329-332).

Los anédlogos de GnRH no tienen efecto sobre el metabolismo
lipidico, ni sobre la funcién hepética, ni accién androgénica, anabdlica o
gestagénica. Sus efectos indeseables derivan del profundo estado hipoestrogénico
que, aunque reversible, puede dejar secuelas permanentes. Efectivamente, Dodin
encontré que la pérdida ésea provocada por estos fArmacos no habia revertido
seis meses después de finalizado el tratamiento (331). Otras manifestaciones
frecuentes de la hipoestrogenemia son los sofocos, sequedad vaginal, descenso
de la libido, cefaleas y cambios del humor (325, 329, 333, 334).

Algunos autores han puesto de manifiesto efectos poco conocidos
de los agonistas de GnRH, como modificaciones favorables del perfil lipidico
(330) o desfavorables del perfil hidrocarbonado (335). Con todo, estos farmacos
son los mejor tolerados, con un porcentaje de abandonos menor, lo que los ha

convertido en el tratamiento de referencia en el momento presente (332, 336).

Los efectos secundarios han supuesto una limitacion para el empleo
prolongado de sustancias agonistas de GnRH. Para evitar las consecuencias del
hipoestrogenismo sin disminuir la eficacia sobre la enfermedad, se ha sugerido

la asociacién, a bajas dosis, de compuestos con acciones estrogénicas y/o
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gestagénicas ("add-back therapy"). Asi, existen estudios utilizando Acetato de
medroxiprogesterona, Noretisterona, Estradiol transdérmico o Tibolona (277,
301). Este ultimo es €l Ginico que ha logrado, de momento, todos los fines
deseados sin perjuicio sobre la endometriosis. No obstante, estas consideraciones

han de entenderse como preliminares todavia (337).

Tratamiento quirirgico

El tratamiento quirargico puede ser realizado por via laparoscépica
0 laparotémica. En el primero de los casos, se practica la extirpacién de los
focos endometridsicos mediante pinza de Semm y ayuda de tijeras. También
puede efectuarse coagulacién de implantes y adherencias con técnica de
electrocoagulacién bipolar, monopolar, termocoagulacién o vaporizacién por
Laser. Con habilidad es posible, de igual modo, la cistectomia de

endometriomas.

La via laparotémica estd quedando cada vez mds restringida a los
casos avanzados, frente a los adelantos de la técnica laparoscopica. Se
recomienda que cada cirujano recurra a una u otra tdctica segun su propia
experiencia. Cuando se elige la via laparotémica, ésta deberd encuadrarse en los
principios de la microcirugia, con prohibicién del empleo de gasas, con
irrigaciones y lavados frecuentes, manoseo escaso de los tejidos, hemostasia
cuidadosa y peritonizacién de todos los tejidos con suturas finas reabsorbibles
(253).

Los resultados clinicos de los tratamientos quirdrgicos son
irregulares. Las recidivas existen, aunque con menor incidencia que con el
tratamiento médico. Con cirugia se consiguen tasas de gestacion medias del 50 %,
siendo €] porcentaje de éxitos inversamente proporcional al grado de severidad
de la endometriosis (4, 45, 338, 339).
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La cirugia de la endometriosis es, en general, complicada. La
distorsion de las estructuras y los frecuentes y manifiestos cuadros adherenciales
hacen de esta enfermedad una tarea poco adecuada para cirujanos con menor
experiencia y habilidad. Las dificultades pueden multiplicarse cuando se aborda
por via laparoscépica. En las mejores manos el indice de complicaciones se sitiia
en el 0.3% (340, 341).

Tratamiento combinado médico-quirdrgico

La combinacién de ambos tratamientos es un aspecto de méaxima

controversia en la actualidad.

Aquellos en favor de medicar a las pacientes antes de la cirugia
arguyen que se van a reducir y fibrosar las lesiones, disminuyendo la hemorragia
quirargica y reduciendo el riesgo de formacion de nuevas adherencias. También
se hace hincapi€ en la mayor facilidad para la extirpacién de los endometriomas
después de un tratamiento médico (342). Quien argumenta en contra, manifiesta
que la fibrosis creada va a hacer mas dificil la cirugia. Algunas lesiones se
pueden reducir hasta el punto de que los focos residuales sean poco perceptibles,

no actuando sobre ellos la cirugia (343).

No parece, por tanto, que el tratamiento médico preoperatorio
aporte beneficios en todas las endometriosis. Tampoco parece demostrado que

mejoren las tasas de embarazo frente a otras modalidades terapeuticas (277, 301).

Con respecto a la supresion hormonal postoperatoria, algunos
autores esgrimen como ventaja la posibilidad de actuar de este modo contra focos
remanentes microscopicos no extirpados; o en los casos en que se haya producido
una diseminacién involuntaria durante la intervencién, como rotura de un
endometrioma (344, 345). Como desventaja se menciona su posible influencia

sobre la cicatrizacion y la prolongacion del tiempo de infertilidad en un momento
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en que las posibilidades de beneficiarse del tratamiento quirdrgico son maximas
(343).

Los resultados recientemente comunicados en la disminucién de los
sintomas y recuperacion de la fertilidad con el tratamiento médico postoperatorio,
no parecen aconsejar su uso rutinario (346). Sin embargo, la enorme dispersion
de las metodologias seguidas en los distintos trabajos hacen muy dificil la

elaboracion de conclusiones generales con respecto a este punto.

Técnicas de reproduccidn asistida

La superovulacién con HMG en mujeres estériles con endometriosis
minima y leve se ha asociado a una tasa superior de fecundabilidad mensual,
aunque no a una mejor tasa acumulativa de gestaciones, que la simple
expectacion. Se acelera la consecucién de la gestacién que se hubiera producido

de todos modos con mayor tiempo de espera (347).

Analizando los aspectos conocidos de la fisiopatologia de la
esterilidad causada por endometriosis, varios autores han encontrado suficientes
argumentos como para recomendar la estimulacion del desarrollo folicular,
induccién de la ovulacién, soporte de la fase lutea e inseminacién de las

pacientes (301).

Desde los primeros afios de difusion de la fertilizacién in vitro,
todas las etapas de la endometriosis han sido sefialadas como susceptibles a la
indicacion de este procedimiento (348, 349, 350).

En los casos de endometriosis severa con adherencias u obstruccion
tubdrica el empleo de la fertilizacién in vitro no parece ofrecer dudas (351).
También parece recomendable recurrir a ella despues de un tratamiento

quirirgico fallido (352). En casos de endometriosis minima o leve la
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conveniencia de su utilizacion es menos clara y su eficacia respecto a otras

opciones no ha sido suficientemente demostrada (353).

La colocacién de ovocitos y espermatozoides directamente en la
Trompa de Falopio (GIFT) podria presentar ventajas en esta enfermedad.
Conocida la perturbacion en el fluido peritoneal que ocurre en las endometriosis
leves/moderadas, que condiciona dificultades funcionales en la captura del 6vulo
0 en la supervivencia y desenvolvimiento del espermatozoide, esta técnica se
mostraria eficaz para superar tales inconvenientes (351, 354). Los resultados
obtenidos parecen corroborar las afirmaciones previas (355). Algunos
investigadores recomiendan su empleo en estadios leves durante la propia

laparoscopia diagndstica (356).

En pacientes con fallos repetidos en programas de fertilizacién in
vitro se ha intentado la donacién de ovocitos. Los resultados obtenidos han sido
buenos, con porcentajes de embarazo por trasferencia del 50% e implantacién
embrionaria del 20%. No existieron diferencias entre mujeres con endometriosis
y pacientes a las que se realiz6 la donacién de ovocitos por otras causas, cuando

las donantes eran mujeres sin endometriosis (357).

La realidad es que las medidas terapetticas disponibles ofrecen un
beneficio limitado. Los tratamientos médicos, que parecen tan eficaces a corto
plazo, no lo son tanto cuando la experiencia demuestra que tras varios meses de
recuperarse la funcién menstrual normal la endometriosis se encuentra en el
mismo grado inicial. La cirugia presenta, de igual modo, una alta incidencia de
recidivas. Ser condescendientes en las indicaciones quirtirgicas puede llevar a una
paciente a visitar el quiréfano tres o cuatro veces en su vida, y terminar con una

cirugia radical arriesgada y de alta morbilidad (358).

Venturini, en una reciente revisién del tema (359), nos ofrece una
visién actual y nos descubre el futuro. "La eficacia de los tratamientos médicos
para el manejo de la endometriosis se ha documentado en varios ensayos clinicos,

pero los resultados no siempre se mantienen tras la suspensién. El tratamiento

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

89

quirargico, por laparoscopia o laparotomia, presenta recurrencia en un 20% de
los casos en seguimientos a largo plazo. El aspecto de la endometriosis es
heterogéneo, su estado funcional es variable y podria perder su respuesta
hormonal. Después de tratamientos medico-quirurgicos combinados, Ila
persistencia de fallo de los mecanismos de defensa permiten o favorecen la
recurrencia de la enfermedad. Desafortunadamente todos los sistemas de
clasificacion de la endometriosis han fracasado en identificar las manifestaciones
de la enfermedad que respondan de una manera predecible a estimulos
especificos. Un andlisis del aspecto morfolégico, actividad biologica de los
implantes y del sistema inmune que los envuelve, podria definir mejor el papel

que cada tratamiento debe tener en la endometriosis ".
A pesar de las grandes divergencias en multiples aspectos de la

enfermedad, todos coinciden con Gleicher en que es necesaria una nueva

aproximacion terapettica a la misma (360).
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Fundamentos etiopatogénicos para la elaboracién de la hipétesis

En conexion directa con el dltimo parrafo del capitulo anterior, el
conocimiento de los aspectos inmunoldgicos de la endometriosis aporta las bases
para una original aproximacién a la enfermedad. Una aproximacién que abre
nuevos horizontes y que mantiene, frente al pesimismo actual, la confianza en

un futuro prometedor.

El riesgo de desarrollar endometriosis comienza en la pubertad y se
extiende hasta la menopausia en todas las razas. El camino mds importante en la
histogénesis de la enfermedad es 1a trasplantacion de células endometriales en la
pélvis y otros drganos via menstruacién retrégrada (156). Infinidad de evidencias
experimentales y clinicas lo confirman (43, 361, 362, 363). Sin embargo, es bien
cierto que este mecanismo por si solo no puede explicar todos los casos de

endometriosis.

Embriologicamente el conducto miilleriano se origina en el seno de
la cavidad celémica y, por tanto, los tejidos relacionados con el epitelio celomico
y el epitelio miilleriano tienen un origen ancestral comin. Este razonamiento fue
utilizado por Meyer para elaborar su teoria de la metaplasia celémica. La
metaplasia celdmica nunca ha podido ser demostrada cientificamente, pero en los
ultimos tiempos algunos investigadores la han defendido de nuevo (27). Sugieren
que los tejidos derivados del epitelio celémico y las células mesenquimales
acompafiantes, denominadas ya por Lauchlan como "Sistema miilleriano
secundario”, tienen la potencialidad de diferenciarse en epitelio y estroma
miillerianos. Esta teoria explicaria la aparicion de la enfermedad en mujeres con
agenesia miilleriana (sin dtero o con este hipoplésico o no funcionante) y también
en hombres (111).

La teoria de los restos celulares embrionarios derivados del conducto

de Miiller, y acantonados en forma quiescente en determinadas areas topograficas

del peritoneo pélvico (Teoria de Rusell), sigue siendo especulativa. Todavia no
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se han demostrado restos celulares de este tipo en estudios histologicos del

mesotelio peritoneal (111).

Cuando Javert en 1949 intenté integrar las distintas opiniones en una
unica teoria compuesta que incluyera fendmenos de metaplasia en algunos casos,
exfoliacién e implantacién de células endometriales en otros, posibilidad de
implantacién directa y metdstasis por via linfitica y hematdgena, tuvo escasos
seguidores. Los defensores de las distintas corrientes de opinion pretendian que
su teoria fuese la unica responsable de la histogénesis de la enfermedad (10). En

estos momentos, probablemente todos los autores estarian de acuerdo con Javert.

Los ultimos afios han sido decisivos en la identificacion de
caracteristicas bioquimicas y moleculares del endometrio eutdpico, del ectdpico,
del mesotelio celomico y del liquido peritoneal que se encuentra contenido en él.
En estos lugares se ha encontrado una pléyade de sustancias, cuyo nimero
aumenta dia a dia, que pudiera tener un papel importante en la etiopatogenia de
la enfermedad. Entre ellas se encuentran citokinas, factores de crecimiento como
fibronectina, y endotelina (183-190, 364).

En 1941, Lavender estaba lejos de saber algo acerca de las
sustancias mencionadas. Sin embargo, elaboré la denominada "Teoria inductiva
de la endometriosis". La idea, tal como fue concebida por él, postulaba la
existencia de sustancias solubles producidas por el endometrio uterino que
pasando a la cavidad peritoneal activarian un blastema totipotencial para la
formacién del endometrio peritoneal (10). Aunque este razonamiento parte de
una histogénesis metaplasica, el fundamento, es decir, la existencia de factores
inductores del progreso de la endometriosis encaja con los conocimientos

actuales.

Aceptando la menstruacién retrégrada como un camino casi
universal, aquellas mujeres con un riesgo particular de desarrollar la enfermedad
tienen caracteristicas menstruales que aumentan la cantidad y duracién de la

contaminacién menstrual de la pélvis.
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Existen pocas dudas respecto a que una alteraciéon inmunolégica
desempefia algin papel en el desarrollo y progresién de la enfermedad. Los datos
inmunolégicos considerados conjuntamente, sugieren que las células
endometriales de pacientes con endometriosis son menos sensibles a los

mecanismos de defensa presentes, y como resultado se implantan y crecen (111).

El déficit inmunoldgico para remover detritus endometriales
menstruales refluidos en la cavidad peritoneal, puede ser un factor independiente
o dependiente de la cantidad de afluente a eliminar. Dicho de otra manera, la
incompetencia inmunolégica pudiera preexistir al margen de las caracteristicas
menstruales, o por el contrario, pudiera deberse a un desequilibrio entre la
cantidad de menstruacién retrégrada y la capacidad del sistema inmunolégico
para deshacerse de ella. Se trataria, en este Wltimo caso, de un déficit
inmunoldgico parcial o relativo, que s6lo se manifestaria en caso de "trabajo

extra".

Sea como fuere, el convencimiento de los investigadores implicados
en el estudio de la endometriosis de que los fenémenos inmunolégicos participan
de una manera trascendente en el desencadenamiento de la enfermedad, es

unanime.

"Nuevas investigaciones epidemiolégicas pueden ayudar a confirmar
la posible relevancia de los mecanismos inmunes en el desarrollo de la

endometriosis humana".

Merlene B. Goldman

Current Concepts in Endometriosis 1990
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"Los avances mas recientes e importantes en el estudio de la
endometriosis se relacionan no con la causa y progresion de la enfermedad sino

con anomalias en la inmunidad y el entorno peritoneal, que se derivan de ella".

J. A. Rock
Lancet 1992

"Durante estos afios precedentes se han acumulado evidencias que
relacionan la endometriosis con cambios en la inmunidad humoral y celular. Esto
sugiere que la enfermedad puede ser un desorden sistémico mas que una
enfermedad inmunoldgica local y que la manipulacién inmunolégica puede tener
potencial terapettico".

W. P. Dmowski
Tercer Congreso Mundial de Endometriosis
Bruselas 1992

"Si uno cree que la endometriosis no es una enfermedad endocrina
y si el concepto de, por lo menos, una contribucién del sistema inmune, es

aceptado, las opciones terapetticas han de estar de acuerdo con ello".

Norbert Gleicher
Hum. Reprod. 1992

"Hasta que se acumulen mas datos, en particular una intervencion
terapeutica eficaz, los fenomenos inmunoldgicos deben ser provisionalmente

examinados con una critica cientifica, mezcla de excitacion y escepticismo”.

Arthur F. Haney
Tercer Congreso Mundial de Endometriosis
Bruselas 1992
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"Con la variabilidad existente en la expresion de receptores en el
tejido endometridsico, ningiin método hormonal tiene posibilidades de dar
resultados satisfactorios en todas las pacientes.

La utilizaciéon de antagonistas de los factores de crecimiento o la
modificacion de los mecanismos inmunes ofrecen, probablemente, las mejores

posibilidades de reducir la frecuencia de esta enfermedad".

Robert W. Shaw
Lancet 1992

"La inmunomodulacién puede representar una alternativa muy util

y directamente dirigida a la fisiopatologia de la endometriosis".

A. Steinleitner
Tercer Congreso Mundial de Endometriosis
Bruselas 1992

"Los cambios funcionales en las células del sistema inmune,
demostrados en los estudios recientes, producirian una disminucién del
reconocimiento y destrucciéon y un aumento de la supervivencia de las células
endometriales desplazadas, facilitando su implantacion y el consiguiente
desarrollo de la endometriosis".

W. P. Dmowski
Acta Obstet. Ginecol. Scand. 1994

"Una serie de inmunomoduladores no especificos parecerian
representar una nueva y prometedora estrategia terapeutica para atacar a la
endometriosis en sus raices".

Norbert Gleicher
Br. J. Obstet. Gynaecol. 1995
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"Las investigaciones futuras sobre la endometriosis pueden depender
de nuestro conocimiento de la actuacién bidireccional de la telarafia de citokinas
sobre los sistemas inmune y endocrino”.

J. E. Rier
Environ Health Perspect. 1995

"El hallazgo de la disminuciéon de la actividad NK en estadios
avanzados de la endometriosis sugeriria un papel potencial para la inmunoterapia,
con el objetivo de devolver a estas células la operatividad perdida".

T. J. Wilson
Fertil. Steril. 1995

Fisiologia del Sistema Inmune

El conocimiento del sistema inmunoldgico y la comprensién de sus
conceptos basicos son limitados para la mayoria de los médicos. El motivo habria
de atribuirse a razones histéricas y taxondmicas. La mayoria de las especialidades
médicas mayores tratan sistemas orgdnicos que han sido reconocidos durante
centurias como coherentes (Cardiologia, Neurologia, Gastroenterologia etc...).
La inmunologia concierne a células y moléculas difundidas a través del cuerpo,
cuyas conexiones funcionales no fueron evidentes hasta hace 50 afios. Como
resultado, los expertos en inmunologia fueron un grupo heterogéneo de
profesionales de la ciencia, desde zo6logos hasta psiquiatras, que se dedicaron
al estudio de pequefios fragmentos del sistema inmune. Sélo cuando se reconocié

su unidad fue evidente el progreso en su entendimiento (365).
El organismo estd protegido por un doble mecanismo de defensa

inmunolégico: uno inespecifico, y otro caracterizado por la especificidad y la

memoria 0 reconocimiento.
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Los mecanismos de defensa inespecificos estdn formados por los
elementos que median en la inflamacién, como monocitos/macréfagos,
eosindfilos, mastocitos, cascadas del complemento y de la coagulacion, células
asesinas espontaneas (Natural Killer) y productos de secrecién, de los cuales los
mds importantes son las citocinas o citokinas. Estas ultimas se conocen como
linfocinas o monocinas dependiendo de la célula que las produzca, aunque
pueden derivar de células no inmunes como estroma y epitelio endometrial,

ovocito, citotrofoblasto, sincitiotrofoblasto, células de la teca ovarica etc...(366).

Los elementos implicados en los mecanismos de defensa especificos
son los linfocitos T 6 timodependientes y los linfocitos B, formados en la médula

Osea.

La clasificacion anterior, asi como otras que mencionaremos mas
adelante han de entenderse como artificios para hacer comprensible el sistema.
Todos los elementos funcionan interconectadamente en 1o que se conoce como
la "red o telarafia inmunoreguladora"”. La apreciacién de su complejidad aporta
la base para comprender como la simple perturbacién de un sélo elemento puede
alterar todo el sistema (367).

La sucesién de acontecimientos que ocurren cuando un elemento
extrafio penetra en el huesped, sigue siempre un orden concreto. Antes de que
la respuesta inmune pueda comenzar, los antigenos derivados del invasor han de
ser encontrados por células capaces de responder. Una vez localizados, deben
existir mecanismos moleculares de reconocimiento. Tanto los receptores
antigenoespecificos de los linfocitos como los anticuerpos que eventualmente se
formen, deben unirse y reconocer a las moléculas antigénicas. Habiendo
reconocido a un antigeno, los linfocitos deben ser activados para responder. Para
unos la respuesta consistird en la producién de anticuerpos, para otros en la
iniciaciéon de un fenémeno inflamatorio. Pero, ni anticuerpos ni linfocitos
activados pueden deshacerse de un invasor por ellos mismos. Ellos cooperan en
un elaborado sistema de despliegue, amplificando y distribuyendo las funciones

defensivas y, quizds més importante, colaborando con elementos inespecificos,
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como fagocitos y moléculas del sistema del complemento, en la destruccion y
eliminacién de patogenos. Finalmente, una amplia serie de sistemas de control
constituyen la regulacién inmune, en la cual la intensidad de una respuesta es

corregida segun la particular carga antigénica impuesta (365).

...el encuentro

Antes de que el sistema inmune de los vertebrados evolucionara,
existian células "basura" o '"carrofieras" especializadas en la recogida y
destruccion de particulas extrafias. En muchas especies, estas células juegan un
papel vital en la induccién de inmunidad. En los organismos superiores se las
denomina células accesorias, y son los elementos directamente encargados de los
mecanismos de encuentro o captura. Forman un grupo celular heterogéneo
constituido por monocitos circulantes, macréfagos, histiocitos, c€lulas
dendriticas, células de Kuppffer etc...Se encuentran presentes en todos los
tejidos, pero en mayor concentracién en nédulos linfaticos y bazo. Los lugares
que constituyen puerta habitual de entrada de elementos extrafios, como los
tractos gastrointestinal y respiratorio, tienen colecciones propias de células

accesorias especializadas submucosas.

Desde el punto de vista funcional, estas cé€lulas realizan tres
misiones primordiales. En primer lugar, capturan y fragmentan elementos
extrafios en pequefias particulas moleculares de tamafio apropiado para reaccionar
con receptores superficiales de linfocitos. Dichos fragmentos antigénicos se
denominan epitopos. En segundo lugar, fijan epitopos en su superficie, donde son
retenidos durante largos periodos de tiempo, mostrandose accesibles a linfocitos
migrados. En tercer lugar, producen secrecion de alguna citocina, como
interleukina-1 (IL-1), que intervienen en la activacién de sucesivos elementos de
la red (365).

Las células NK (citotoxicas o asesinas espontaneas) también forman

parte del sistema de células accesorias, aunque sus funciones difieran
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ampliamente de las de los macrofagos. Estas células se definen por su capacidad
de lisis de una linea celular de eritroleucemia denominada K562, por poseer
receptores para la porcién Fc de las inmunoglobulinas, y por presentar una
morfologia de linfocitos grandes granulares. En sangre periférica se identifican
por la expresién de su antigeno terminal NK H1 (CD56) y de receptores Fc
(CD16). Representan el 10-15% de los mononucleares y el 5-8% de todas las
células blancas, de forma que se encontrarfan en cantidad superior que los

linfocitos B, aunque en cantidad 6 veces inferior que los linfocitos T.

Operativamente exhiben una actividad citotéxica esponténea, sin
sensibilizacién previa ni reconocimiento de los antigenos del sistema de
histocompatibilidad mayor (HLA), frente a células diana autélogas y alogénicas.
Como disponen de receptores para la porcién Fc de las inmunoglobulinas,
pueden mediar citotoxicidad dependiente de anticuerpos. Es decir, destruir
directamente elementos aislados y también aquellos que han sido ligados por
anticuerpos especificos. Sus respuestas no son lentas como las de los linfocitos
T. Tras el estimulo de Interleukina-2 (IL-2) o Interferones, producen respuestas

citotdxicas o proliferativas instantdneas (368).

...el reconocimiento

La capacidad de reconocimiento del sistema inmune estd
determinada por los denominados receptores especificos, que son moléculas
dotadas de una gran variabilidad estructural que pueden originar millones de
formas ligeramente diferentes. Esta diversidad de formas moleculares,
determinada genéticamente, constituye el repertorio de especificidades de un
determinado individuo, capaz de reconocer a todas las posibles conformaciones

moleculares antigénicas de la naturaleza.
Las moléculas de reconocimiento son las inmunoglobulinas y los

receptores de las células T. Ambos tipos de moléculas poseen una estructura

tridimensional relativamente similar, con unos dominios constantes y unos
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variables en los extremos carboxilo y amino terminal, respectivamente. Existen
ademas zonas de hipervariabilidad, incluidas en estos dominios variables, que

determinan su diversidad.

Las poblaciones linfocitarias B y T, poseen ancladas en su
membrana citoplasmatica y con una distribucién clonal, moléculas de
reconocimiento especifico, las inmunoglobulinas y los receptores clonotipicos
respectivamente. Frente a la semejanza estructural entre ambos tipos de
moléculas, los mecanismos de reconocimiento y activacién empleados por las
células T y B son diferentes.

Los linfocitos B pueden reconocer y activarse por antigenos
solubles, mientras que los linfocitos T requieren ver al antigeno sobre superficies
celulares que expresen ademas marcadores de la propia identidad del organismo.
Estos marcadores son moléculas de la membrana citoplasmatica codificada por
una familia de genes denominada sistema principal de histocompatibilidad
(HLA). Se han identificado dos clases diferentes de estas moléculas. Las
moléculas de clase I se expresan en la membrana citoplasmatica de la practica
totalidad de las células, mientras que las de clase II ‘inicamente aparecen en

clementos del sistema inmune (369).

Existe ademds un sistema molecular, no antigeno especifico,
linfocinas y monocinas, que regula la activacién y proliferacién de las clonas
linfocitarias, con la consiguiente amplificacion de la respuesta inmune. A
comienzos de los afios 70, se comprobd la existencia de factores solubles
producidos por las células T capaces de inducir a las células B a la proliferacion
y a la secrecién de inmunoglobulinas (370). Sin embargo, el hecho crucial en la
investigacién de los factores solubles con capacidad de regulacién de la
funcionalidad linfocitaria fue el descubrimiento por Morgan del factor de
crecimiento de los linfocitos T, posteriormente denominado Interleukina-2 (IL-2)
(371).

Actualmente se conoce la existencia, la estructura bioquimica y la
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funcion biolégica de diversos factores solubles inmunoreguladores, a los que se
engloba dentro de los conceptos de linfocinas y monocinas. Se pueden definir,
por tanto, las linfocinas y monocinas como aquellas moléculas secretadas
fundamentalmente por linfocitos T cooperadores o por macréfagos, capaces de
regular la activacion, proliferacion y diferenciacién de las células del sistema
inmune (372). Las moléculas de este tipo mejor caracterizadas son: Interleukina-
1, previamente denominada factor activador de linfocitos; Interleukina-2,
previamente denominada factor de crecimiento de células T; Interleukina-3,
demostrada en el sistema murino y previamente denominada factor estimulador
de los mastocitos; Interleukina-4, con funcionalidad multiple y capaz de emular
las acciones de las Interleukinas 5 y 6 sobre las células B; Interleukina-5,
previamente denominado factor de crecimiento de células B (BCGF);
Interleukina-6, previamente denominado factor de diferenciacién de células B
(BCDF); Interleukina-8, que es un factor quimiotictico de colonias
hemopoyéticas ; Interferones, cuyo espectro de acciones se verdn con
posterioridad (369, 373).

Hoy sabemos que la actividad bioldgica de estas sustancias no esta
restringida a la ejercida sobre las células del sistema inmune, sino que también
puede modular el funcionalismo de las pertenecientes a otros tejidos y sistemas
(374). Asimismo, la activacién, proliferacién y diferenciacion de los linfocitos
y células accesorias estd regulada por la accion de diferentes factores solubles,
tales como neuropéptidos, hormonas, y otros que pueden no ser secretados por

elementos celulares del propio sistema inmune (375).

...la activacion

La activacion linfocitaria es un proceso no exento de complejidad.
La mayor parte de los linfocitos T y B presentes en un momento concreto en el
organismo se encuentran funcionalmente en reposo, es decir, estan en la fase G,
del ciclo celular. Cuando un antigeno que se ha expuesto al sistema inmune es

procesado por las células accesorias, aparecen en la superficie de éstas
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conjuntamente, el antigeno procesado y las moleculas del HLA clase II. El
complejo es reconocido por los linfocitos T cooperadores. Simultineamente el
macrofago secreta al medio IL-1, que interacciona con su receptor situado en la
membrana de los linfocitos T. La adicién de ambas sefiales sobre este linfocito
T cooperador, el reconocimiento especifico del antigeno en la superficie del
macrofago y la accién de la IL-1, determinan su activacién pasando de la fase
G, del ciclo celular a la G,,. De esta forma, los linfocitos T cooperadores tras
haberse activado especificamente comienzan sintetizar y secretar al medio
diferentes linfocinas tales como IL-2, BCGF, BCDF o Interferén. Transcurrido
un intervalo de tiempo aparecen receptores para la IL-2 en la superficie celular
de los linfocitos T citotoxicos. La IL-2 secretada al medio por los linfocitos T
cooperadores interacciona entonces con su receptor, se internaliza en las células
e induce la progresion de los linfocitos T citotoxicos en el ciclo celular de G,, a
Gy, continuando la sintesis de RNA y proteinas y pasando a continuacién a las

fases de sintesis de DNA, G,, hasta entrar finalmente en mitosis (369).

La unién de IL-2 a su receptor posee las caracteristicas de un
sistema hormonal, es decir, es especifica para el ligando, es saturable y es
reversible.

Hemos sefialado como sucede la activacion de los linfocitos T. Los
linfocitos B siguen patrones similares para el mismo proceso, de tal manera que
linfocinas como el BCGF y BCDF regulan la proliferacién y diferenciacion de
las células B hacia células secretoras de inmunoglobulinas.

Se deduce de lo explicado el papel clave en el sistema de los
linfocitos T cooperadores y de la IL-2.

...el despliegue

Los linfocitos T activados también secretan otros factores de

importancia en la respuesta inmune. Producen "Factor estimulador de las colonias
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hemopoyéticas". Este factor moviliza de la médula 6sea precursores de
granulocitos, macréfagos, eosinéfilos y mastocitos, a la vez que aumenta su
capacidad funcional. Asi fendmenos inmunitarios especificos son seguidos de una
cascada de eventos no especificos que se convierten en los efectores finales de
los fenémenos defensivos. Esta forma de unién entre funciones especificas €
inespecificas de la respuesta inmune es una forma de despliegue del mensaje

inmunoldgico.

El otro camino para el despliegue se fundamenta en la alta
movilidad linfocitaria. Una vez que una célula B o T ha sido activada, una
proporcién de su progenie retorna a formas de pequefio tamafio, indicando que
su divisién ha parado. Ha entrado en el estadio G, del ciclo de crecimiento
celular. Estas células dejan la médula Gsea, el bazo y otros 6rganos linfoides y
pasan a formar parte del conjunto de linfocitos circulantes. Desde la circulacion,
entran y patrullan por los tejidos o, eventualmente, reingresan de forma temporal
en nddulos linfaticos. Un linfocito con memoria puede ejercer esta labor de
vigilancia recirculando continuamente, durante varios meses. De forma que si
ocurre una reinfeccion a través de un punto de entrada distante de la infeccion

previa, linfocitos con memoria inmune migrados reaccionaran pronto contra ella.

...la regulacion

La regulacién del sistema inmune se efectia utilizando distintos
mecanismos. Primeramente, los propios antigenos regulan por si mismos el
sistema defensivo del huesped. Inicialmente las respuestas son policlonales, pero
depués de repetida y prolongada inmunizacién, sélo los inmunocitos con alta
afinidad seran los encargados de eliminar a los antigenos, pudiendo permanecer

pocos clones de linfocitos con memoria.
Los anticuerpos disponen de un mecanismo de retroalimentacion,

segin el cual, la formacién de complejos solubles de antigeno-anticuerpo puede

regular a la baja la formacién de nuevos anticuerpos (365).
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Las células T disponen de un sistema de regulacién fundamentado
en la diferenciacion de sus formas activas hacia T citotéxicos, cuando se requiere
la eliminacién del antigeno, o hacia T supresores si es lo contrario lo que

interesa.

Por 1ltimo, existe un mecanismo compensador entre la inmunidad
humoral y la celular, de forma que las carencias de uno de los brazos son
compensadas por una hiperfuncion del otro. Es conocido el hallazgo de que
ratones atimicos (Nude mice) y carentes por tanto de linfocitos T, tienen un
aumento de linfocitos B y un incremento compensatorio de la actividad NK. De

este modo, dichos animales rechazan con facilidad los heterotrasplantes (376).
A modo de resumen de los conceptos expuestos, se sefiala, de forma

esquematica, lo que sucede en los compartimentos humoral y celular del sistema

inmune cuando entran en contacto con un antigeno extrafio. Figura 1.
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Anticuerpos

Ag: Antigeno. B: Linfocito B. Bac:
Linfocito B activado. C pl: Célula
plasmatica. TH: Linfocito T
cooperador. Thac: Linfocito T
cooperador activado. TC: Linfocito T
citotéxico. TM: Linfocito T con
memoria. NK: Células asesinas
espontaneas. Nkac: Células asesinas
espontaneas activadas. BCGF: Factor
estimulador del crecimiento de

Y
Destruccion

Antigeno

células B, BCDF: Factor de e InﬂamaCi(')ll y
diferenciacion de células B. NKDF:
Factor de diferenciacion de células aclaram iento

NK. FECH: Factor estimulador de
colonias hematicas. IL: Interleukina,

&-INF: Gamma interferon, de l'CSidllOS

Figura 1. Representacion esquematica de la regulacion inmune.
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Alteracién de 1a inmunidad celular en la endometriosis

Starseva, como hemos mencionado al hablar de la historia de la
enfermedad, describié por primera vez la existencia de una disminucién de la
inmunidad ligada a las células T, conjuntamente con un aumento de la

reactividad para las células B en mujeres con endometriosis (58).

Un afio m4s tarde, se comprob6 en monos rhesus con endometriosis
esponténea una disminucién in vitro de la proliferacién linfocitica en respuesta
a antigenos endometriales autélogos. También se demostré una disminucién in
vivo de la reactividad a la inyeccién intradérmica de antigenos endometriales
autélogos en monos con endometriosis espontinea frente a animales sin la
enfermedad (377).

El mismo grupo, en mujeres con la enfermedad, encontré una
disminucién de la citotoxicidad mediada por linfocitos T contra componentes
endometriales autdlogos, que alcanzd el significado estadistico cuando se
compard con controles sanos (p<0.01). Al analizar los resultados segin la
severidad clinica de la endometriosis, las alteraciones inmunolégicas fueron
todavia mas llamativas, encontrandose las mayores deficiencias de estimulacién

linfocitica en pacientes con estadios avanzados (378).

Gleicher y Dmowski determinaron el mimero de poblaciones
linfocitarias periféricas en 31 mujeres con endometriosis y 22 controles. No
hubo diferencias  estadisticas entre los anticuerpos monoclonales
inmunofluorescentes utilizados para marcar las poblaciones linfocitarias.
Concluyeron que la deficiencia inmunitaria celular no se correlacionaba con
diferencias numéricas en las subpoblaciones linfocitarias, siendo probablemente
un defecto cualitativo el que condicionaba la disminucién funcional absoluta
(379).

Aunque los resultados previos fueron ratificados por otros trabajos
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(59, 380), también hubo hallazgos contradictorios en estudios bien disefiados.
Asi, Badawy y cols. (381) demuestran un incremento en el nimero de células T
y B en fluido peritoneal y sangre periférica de pacientes con endometriosis,

comparados con controles sanos.

En los ultimos afios las investigaciones se han centrado en el
ambiente peritoneal. Con relacién a la inmunidad celular, los hallazgos han sido
uniformes en este compartimento, describiéndose un aumento de linfocitos T
cooperadores (T4) y una disminucién de linfocitos T citotéxicos (T8) (7, 380-
383). Las alteraciones numéricas en las subpoblaciones linfocitarias celulares del
fluido peritoneal se complementan con la reciente observacién de una
disminucién en los marcadores de activacion de los linfocitos T, en dicho
compartimento (384). Significaria ésto que las mujeres con endometriosis
presentan en su liquido peritoneal un aumento en el nimero de células T
cooperadoras, una disminucién de células T citotdxicas y una disminucién de la

activacion global de los linfocitos T.

Modificaciones en la inmunidad humoral

Simultdneamente con la publicacion de Starseva, Weed vy
Arquembourg (168) propusieron la hip6tesis de que la endometriosis causaba una
reaccién autoinmune capaz de provocar esterilidad. Se basaron para ello en el
hallazgo de depésitos de fraccién 3 del complemento en el endometrio de mujeres
con endometriosis, frente a su ausencia en mujeres sin la enfermedad. Ademas,
encontraron que el complemento sérico total se encontraba reducido en pacientes
con endometriosis y que retornaba a la normalidad después de que los focos eran

extirpados quirGirgicamente.
El complemento, denominado asi por Paul Ehrlich, es un complejo

de proteinas interactuantes que reaccionan con las inmunoglobulinas para

completar la respuesta inmune. La secuencia cldsica envuelve una cascada de 11
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proteinas que se activan por una respuesta Antigeno-anticuerpo. Un camino
alternativo es el de la Properdina. Esta via se activa por polisacaridos o
endotoxinas, sin activacién de inmunoglobulinas. En cada respuesta, la fraccion
3 (C3) del complemento se deposita sobre las células diana, destruyéndolas o
alterando su funcién.

Weed y Arquembourg argumentaron que determinadas proteinas
liberadas de los focos endometridsicos podian ser reconocidas por el huesped
como extrafias y crear una respuesta autoinmune. El grado de respuesta del
huesped seria variable, con extensa fibrosis en algunas mujeres y minima en
otras. Esto podria explicar por qué algunas mujeres con respuesta autoinmune
débil serian capaces de concebir espontineamente. También explicaria cémo la
supresion ovarica, ain no actuando sobre el sistema inmune, pudiera inactivarlo
temporalmente al disminuir la produccién de antigenos via atrofia de los
implantes (168). El trabajo de estos autores fue pionero. En el desarrollo de su
exposicién concibieron la autoinmunidad en la endometriosis como una
consecuencia y no como un fenémeno primario. Sus hallazgos han sido, con el
paso del tiempo, fuertemente criticados (385). Sin embargo, la autoinmunidad

es un fenémeno bien reconocido y aceptado en esta enfermedad.

Infinidad de trabajos comprobaron la presencia, casi constante, de
anticuerpos antiendometriales en sangre y fluido peritoneal de pacientes con
endometriosis (105, 225, 227, 228, 386, 387). Solamente un trabajo no pudo
comprobar la presencia de inmunoreactividad antiendometrial en suero de
pacientes con la enfermedad (234). La presencia de anticuerpos antiendometriales
fue mas frecuente en suero que en liquido peritoneal (236). En endometriosis
leve, Halme y Mathur, no pudieron encontrar diferencias significativas con los
controles en cuanto a la presencia de anticuerpos antiendometriales en fluido
peritoneal (388). Posiblemente los anticuerpos del fluido peritoneal se encuentren
formando complejos, al estar en contacto con niveles maés altos de antigenos
endometriales, y asi su deteccién sea mas inconstante. No hubo correlacién entre
la titulacién de anticuerpos antiendometriales y la severidad de la enfermedad
(228, 229, 236).
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Al investigar el deposito de autoanticuerpos en fragmentos de
endometrio, pudo comprobarse que era el componente epitelial 1a diana de dichos
autoanticuerpos, no existiendo fijacién en el componente estromal del endometrio
normal (229, 289). Antigenos endometriales con peso molecular de 34, 46, 64,
94 y 120 kilodaltons, especialmente 64 kilodaltons, parecen ser los inmunégenos
especificos para la autoinmunidad endometrial en todas las pacientes con

endometriosis (3).

Las inmunoglobulinas detectadas, tanto en suero como en tejidos
endometrial y endometriésico de pacientes con la enfermedad, fueron
mayoritariamente IgG (231, 232, 233).

Giinter y Tauber, estudiaron las variaciones ciclicas de las
inmunoglobulinas depositadas en los tejidos endometrial y endometridsico (390).
Encontraron que, en tejido endometridsico, las concentraciones de IgG fueron las
mas altas, siendo las de IgA 20 veces menores que las primeras y las de IgM
practicamente inexistentes. Todas las inmunoglobulinas disminuyeron durante la
fase proliferativa, aumentaron en la fase preovulatoria (p < 0.05) y disminuyeron,
de nuevo, en la fase secretora. En el endometrio las titulaciones globales fueron

menores, pero mostraron el mismo patrén ciclico.

Los anticuerpos antiendometriales y otros como los antiovaricos
(225) o los antiendotelio vascular (391) constituyen la autoinmunidad denominada
organoespecifica. Pero en la endometriosis también se han detectado
autoanticuerpos dirigidos contra elementos subcelulares (antinucleares,
antimitocondriales, etc...) o contra sustancias quimicas propias de la estructura
celular (antiDNA, anticardiolipina, antianhidrasa carbénica, etc...). Todo ello
constituye la autoinmunidad organoinespecifica (104, 392, 393, 394)

Estas observaciones sugieren que la endometriosis estd asociada a

una activacion policlonal anormal de las c€lulas B, una caracteristica clasica de

las enfermedades autoinmunes.
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Células citotéxicas espontdneas (NK) y endometriosis

El papel de estas células in vivo consiste en la defensa frente a
infecciones virales. Se ha documentado su efecto citotdxico espontdneo frente a
una gran variedad de células autélogas o alogénicas. De forma que se han
constituido en el mecanismo de defensa natural méas importante frente a las
neoformaciénes tumorales. Es muy tentador especular que estas mismas c€lulas
sean las principalmente encargadas de la defensa frente al crecimiento de células

endometriales en sitios ectopicos.

Oosterlynck y cols. (60) demostraron que el efecto citotoxico sobre
células endometriales autGlogas disminuyé de forma significativa en mujeres con
endometriosis, cuando las células NK fueron extraidas de samgre periférica
utilizando anticuerpos monoclonales especificos. Sobre células diana heterélogas
sensibles a las células NK, estos autores demostraron una disminucién de la
funcién de dichas células menor, pero todavia existente, que se correlacionaba
con la severidad de la enfermedad. Con posterioridad, el mismo grupo comunico
que en pacientes con endometriosis habia una disminucién de 2.4 veces en la
actividlad NK del liquido peritoneal. Esta disminucion fue ademas
significativamente mayor en fase folicular que en la postovulatoria, lo que
pudiera tener importantes repercusiones fisiopatolégicas. Es conocido el hecho
de que, en el liquido peritoneal, hay mais células endometriales en la fase
folicular, haya o no endometriosis. De este modo, la implantacion de dichas
células en la cavidad peritoneal es mds probable en la fase folicular, puesto que
luego su viabilidad disminuye progresivamente. Resultaria asi que la primera
linea defensiva es mas deficiente en el momento en que mds se necesita su
eficacia (395). De igual modo, comprobaron que el defecto, tanto en sangre
periférica como en fluido peritoneal, era cualitativo mds que cuantitativo (396).
Estos autores opinan que ¢l defecto sefialado se trata de un evento primario y no
de una consecuencia del desarrollo de la enfermedad. Para pensar de este modo,
se basan en que la excision de las lesiones mediante laser no provoco un aumento

de la citotoxicidad de NK. Aunque también parecen reconocer que la disminucion
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de la citotoxicidad de las células NK podria reflejar un aumento de la resistencia

de las células endometriales autélogas, mas que un defecto primario de las NK.

Los mismos hallazgos se repitieron en otros estudios (397). Pero las
criticas hacia las posiciones defendidas por el grupo belga no se hicieron esperar.
Hill, sefial6 la gran variabilidad existente en la actividad NK entre individuos con
y sin endometriosis. El hecho, comprobado en adultos normales, de que hay
altos, medios y bajos respondedores en cuanto a la actividad NK complica mucho
cualquier tipo de especulacion en este aspecto (398). El estrés puede influenciar
la funcion NK. El propio grupo belga manifestdé que en pacientes con
endometriosis, hasta el 37% de la varianza en la actividad NK pudo explicarse

por el estilo de vida (8).

Las publicaciones mas recientes parecen coincidir en que el defecto
de las células NK pudiera ser causado por factores solubles, contenidos tanto en

en suero como en liquido peritoneal de las mujeres afectas (399, 400, 401).

Macréfagos peritoneales

Los productos de secrecién propios de los monocitos y macréfagos
pueden estimular o suprimir actividades de otras células inmunes, de modo que
juegan un papel que trasciende a sus acciones propias, viéndose implicados los
brazos humoral y celular de la respuesta inmune. Los monocitos periféricos son
el origen principal de los macréfagos peritoneales y cada uno de estos tipos

celulares puede ser afectado en las mujeres con endometriosis.

El dato mas concordante en la literatura, con relacion a la
inmunologia de la endometriosis, es el incremento en el nimero, concentracién
y grado de activacion de los macréfagos peritoneales (402-405). Se trata de

c€lulas grandes que presentan un aumento en la fagocitosis, incremento en la
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secrecién de citocinas, prostaglandinas, factores de crecimiento y otros productos

proteicos (402).

Para verificar el estado de activacién de los macréfagos peritoneales
de las mujeres con endometriosis, Braum evalué la actividad citotéxica de dichos
macréfagos, obtenidos del liquido peritoneal de mujeres sometidas a
laparoscopia, sobre un cultivo de linea celular de hepatoma. La citotoxicidad fue
mayor en mujeres con endometriosis que en controles fértiles sin la enfermedad,
pero sorprendentemente, en pacientes con estadios severos disminuy6 en relacion
a las que tenian estadios precoces. Esta disminucion de la citotoxicidad pudo ser
revertida in vitro por Indometacina, lo que sugiere un origen prostaglandinico
(404). Posteriores trabajos confirmaron los resultados de Braum, revelando
diferencias en la capacidad funcional de estas células segin la severidad de la
enfermedad (406).

Pareceria til el aumento de la activacion macrofagica para provocar
la destruccion endometrial en los lugares ectopicos, pero, paraddjicamente, esta
situacion podria interferir con gametos y embriones, contribuyendo a la

esterilidad asociada a endometriosis (403, 407).

Las especulaciones mas recientes en relacion al papel del complejo
monocito/macréfago en la endometriosis, se centran en la accién que pudieran
tener los multiples productos secretados por ellos sobre las propias células
endometriosicas. En un trabajo (408), los macrofagos obtenidos de liquido
peritoneal de 33 mujeres con y sin endometriosis fueron estudiados in vitro en
cuanto a sus efectos sobre una linea celular de carcinoma endometrial (ECC-1).
En 6 de 6 mujeres con estadios ITI/IV se demostré un efecto mitogénico, que fue
bloqueado por un anticuerpo contra el receptor del factor de crecimiento
epidérmico. Sin embargo, en 7 de 9 mujeres con estadio I/II, y en 14 de 18
mujeres sin endometriosis, no hubo efecto mitogénico. Los autores concluyeron
que los macrofagos peritoneales podian jugar un importante papel en la
progresién de la endometriosis; estando sus efectos probablemente mediados por

el factor de crecimiento epidérmico o por otros factores que actuasen sobre dicho
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receptor.

Dmowski comprobd que, en pacientes fértiles sin endometriosis,
monocitos y macréfagos suprimian la proliferacién endometrial in vitro. En
mujeres con endometriosis, los monocitos estimularon y los macréfagos
suprimieron la proliferacién endometrial. Adema4s, los efectos citotoxicos de los
macrofagos se correlacionaron inversamente con el estadio de la enfermedad
(409).

Citocinas y endometriosis

La atencién de la mayoria de los grupos que trabajan en la
inmunologia de la endometriosis se ha dirigido en los ultimos afios al estudio de
las llamadas moléculas de trasmision. Son moléculas secretadas por células, que

trasmiten mensajes de ejecucion a otras células.

Acerca de las citocinas, las observaciones comunicadas son todavia

confusas y s6lo permiten obtener conclusiones muy especulativas.

La misién mas importante de la IL-6 es promover la diferenciacion
de los linfocitos B en células plasmdticas productoras de anticuerpos. En algunas
enfermedades autoinmunes IL-6 produce una estimulacién policlonal de las
células B. Por lo tanto, esta interleukina podria contribuir al desarrollo de

anticuerpos en pacientes con endometriosis.

Rier y cols. (410) realizaron un estudio con el objetivo de investigar
la capacidad de los leucocitos peritoneales para producir IL-6 in vitro, y
determinar si la sustancia estd presente en el liquido peritoneal in vivo. Tomaron
liquido peritoneal de 24 mujeres a las que se habia sometido a laparoscopia por
adherencias postenfermedad inflamatoria pélvica (n=6), ligadura tubérica (n=6),

endometriosis leve (n=6) y endometriosis moderada o severa (n=6). Los
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leucocitos peritoneales de las pacientes que sirvieron como control (ligadura
tubarica) y los de mujeres con endometriosis severa produjeron espontaneamente
bajos niveles de IL-6. Por contra, las mujeres con endometriosis leve o
adherencias postenfermedad inflamatoria pélvica secretaron espontaneamente
niveles 2 a 4 veces superiores de IL-6. Ademas, las pacientes con endometriosis,
tanto leve como severa, fueron refractarias a segregar mas IL-6 tras el estimulo
de sus leucocitos con endotoxina. Estos datos demuestran que, aunque IL-6 esta
presente en el fluido peritoneal de todas las pacientes, la capacidad de los
leucocitos para producir IL-6 in vitro es diferente de acuerdo al estadio de la

enfermedad.

Los hallazgos de Rier fueron confirmados por Ueki (184), quién
encontré en liquido peritoneal de pacientes estériles con endometriosis niveles de
IL-6 mas altos que en controles sanos. También se encontraron niveles més altos
de IL-6 en el suero de pacientes con la enfermedad (185). Sin embargo, Keenan
y cols. (63) no pudieron encontrar diferencias significativas en los niveles de IL-
6 en liquido peritoneal entre pacientes y controles. Lo que si observaron fue que,
en €l medio de cultivo de macrofagos obtenidos del fluido peritoneal de pacientes
endometridsicas, hubo niveles de IL-6 superiores a los obtenidos en los cultivos
macrofagicos de los controles. En concreto, IL-6 fue 4 veces mayor en estadios

tempranos y 8 veces mayor en endometriosis avanzadas (63).

Algunos estudios sefialan niveles incrementados de IL-1 e IL-2 en
el fluido peritoneal de pacientes con endometriosis (184, 185). Pero, de nuevo,
Keenan (411), no consiguié encontrar diferencias entre pacientes y controles en
los niveles de IL-1 e IL-2 del liquido peritoneal, aunque si los hubo en el liquido

sobrenadante de cultivo de macréfagos.

IL-8 (Interleukina-8), de reciente conocimiento, ha sido implicada
en la acumulacion de células inflamatorias en diversas patologias. En pacientes
con endometriosis, su sintesis podria contribuir a muchos de los sintomas clinicos
de esta enfermedad. El grupo de Dmowski demostrd que monocitos periféricos

de pacientes con endometriosis producian espontineamente niveles elevados de
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IL-8 (412).

Factores de crecimiento y otras moléculas protéicas

Se ha relacionado a numerosas moléculas proteicas con la
endometriosis, al ser detectada su presencia en el liquido peritoneal de mujeres
con la enfermedad. La mayoria son factores de crecimiento de distinta naturaleza.
Algunos ejercen otras funciones. Son producidos por macréfagos o proceden de
los focos de endometriosis; bien de células glandulares o, mas frecuentemente,

de los fibroblastos del estroma endometridsico.

La Fibronectina, ademads de ser una glicoproteina de anclaje, es un
conocido factor de crecimiento para fibroblastos. Los macréfagos alveolares de
pacientes con fibrosis pulmonar intersticial la producen en cantidades elevadas.
Los macr6fagos peritoneales de pacientes con endometriosis produjeron tres veces
més fibronectina que los grupos control. Sin embargo, la concentracién media
de fibronectina en el fluido peritoneal de las pacientes fue un 30 % menor que en
los grupos control sin la enfermedad. Los autores del trabajo sugirieron que este
aumento macrofigico de fibronectina pudiera contribuir a la formacion de
adherencias, lo mismo que a la implantacion de las células endometriales y su
crecimiento en la pélvis. Justifican la disminucién de la concentracién en el

liquido peritoneal por su secuestro dentro de los implantes (183).

El mismo grupo encontré que los macréfagos peritoneales
produjeron in vitro factor de crecimiento derivado de macréfagos (MDGF) en el
68% de las mujeres con endometriosis y en el 28% de las que tenian anatomia
pélvica normal (p <0.02). Asi, el hallazgo de que la endometriosis esta asociada
con un aumento de macréfagos peritoneales in vivo, que producen factor de
crecimiento in vitro, puede ayudar a explicar la proliferacion o mantenimiento
del tejido endometrial en la cavidad peritoneal (413). En concordancia con los

hallazgos mencionados se pudo observar que células estromales de la fase

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

115

proliferativa tardia, mantenidas en cultivo, proliferaron en mayor proporcién
cuando se afiadié al cultivo liquido peritoneal libre de células de pacientes con
endometriosis que cuando el liquido peritoneal era de mujeres sanas. La
proliferacién celular se valord por la incorporacién a las mismas de Timidina
tritiada. Se tuvo la precaucién de comprobar que las diferencias en la
concentracién de estradiol del liquido no eran significativas entre ambos grupos
(414).

Ferriam determiné que los lugares de producién del factor de
crecimiento fibrobléstico eran las células epiteliales, tanto del endometrio como

de los tejidos endometridsicos (415).

Otros factores de crecimiento encontrados en elevada cantidad en
fluido peritoneal de mujeres con la enfermedad han sido el factor beta de
transformacién del crecimiento (TGF-B) (187) y el factor de crecimiento

epidérmico (416).

La presencia de algunas proteinas en los implantes o el entorno
peritoneal tiene un significado poco claro. La urokinasa activadora de
plasmindgeno, localizada en los vasos endometriales en fase menstrual, se cree
que esta relacionada con la descomposicién tisular de la menstruacién. El
plasmindgeno activado se trasforma en plasmina, que es un fermento proteolitico
semejante a la tripsina. Su accién bésica es la disolucién de la fibrina. La
presencia constante de esta enzima con altos niveles en el tejido endometridsico

supone un hallazgo de dificil interpretacién (417).

Aunque la endometriosis no es una enfermedad maligna en el
sentido anatomo-patologico del término, comparte algunas caracteristicas
comunes con las enfermedades cancerosas. Tal es la capacidad de invadir tejidos
sanos y la de metastatizar a distancia. Determinadas peculiaridades, conocidas en

los ultimos tiempos, contribuyen a aumentar la similitud entre ambos procesos.

Los denominados protooncogenes son genes que codifican proteinas
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que estan relacionadas con la proliferacion y diferenciacion celular. Se
denominan asi porque son similares a oncogenes virales que inducen crecimiento
celular sin restriccién. Uno de ellos es el c-myc. Se encontré RNAm y
polipéptido c-myc en células glandulares y estromales de endometrio eutépico y
ectopico (418).

Muchas proteinasas como la metaloproteinasa III tienen un papel
importante en la implantacién de células cancerosas. Pues bien, en un estudio
japonés se encontraron cantidades significativamente elevadas de metaloproteinasa
III en liquido peritoneal de pacientes con endometriosis, con respecto a mujeres
sanas (419).

El factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) es un potente
factor angiogénico, envuelto en la angiogénesis fisioldgica y tumoral. Mc Laren
y cols. demostraron un aumento de los niveles de VEGF en el fluido peritoneal

de pacientes con endometriosis (420).

Integrinas

Hoy se sabe que el engranaje entre los receptores de cualquier célula
y sus respectivos ligandos fisioldgicos se efectiia mediante unas moléculas,
expresadas en la superficie celular, que se denominan integrinas. Las integrinas
o moléculas de adhesion son mmiltiples. Su expresion no es constante en las
células, sino que aparecen en unos momentos y desaparecen en otros, sin que se

conozca con exactitud los mecanismos que gobiernan dicho proceso.

Estas proteinas se encuentran implicadas en muchas acciones
bioldgicas como embriogénesis, inmunidad, oncologia, etc...(421). En el proceso
de la implantacion del zigoto parecen tener una importancia especial. Una

determinada integrina es producida por el epitelio endometrial a partir del dia 19
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del ciclo, coincidiendo con la ventana de implantacién. En mujeres cuya biépsia
endometrial se informé como "fuera de fase", esta integrina se encontraba
ausente (366). En pacientes con endometriosis, independientemente de su grado
de maduracién endometrial, se ha encontrado un defecto en la misma integrina,
correlaciondndose inversamente el defecto con el grado de extension de la
enfermedad (422). En consecuencia, este trastorno funcional podria estar
implicado en la disminucién de la receptividad endometrial en las pacientes con

endometriosis.

La interaccion de los distintos elementos del sistema inmune, asi
como la de éstos con los elementos extrafios, se efectiia con la participacién de
integrinas. Por lo tanto, estas moléculas estan envueltas en el trafico, activacion,
sefiales de transduccién y adhesion de elementos del sistema inmunoldgico. Una
expresion inadecuada de tales proteinas en la superficie de macréfagos o células
NK pudiera interferir con el mecanismo normal de eliminacién de células
endometriales depositadas en la cavidad peritoneal via menstruacion retrégrada.
Visto al revés, la expresion deficiente de integrinas en las células endometriales
refluidas se constituiria en un elemento de resistencia frente a los sistemas

encargados de su eliminacion.

Recientemente se ha investigado la expresion de moléculas de
superficie en monocitos y macréfagos peritoneales de mujeres con endometriosis
leve (estadios I y IT) o avanzada (estadios III y IV) en comparacién con controles
fértiles e infértiles. La expresion de algunas integrinas se encontrd
significativamente disminuida en pacientes con endometriosis leve, frente a

controles y endometriosis avanzada (423).

La invasién de los tejidos por las células tumorales se asocia a
fenémenos de adhesién entre células neopldsicas y tejidos sanos. Las células
metastasicas se implantan en tejidos sanos alejados del tumor primario, utilizando
inicialmente moléculas de adhesién. Se puede especular, por analogia, con el
concepto de que el endometrio regurgitado a la cavidad peritoneal puede causar

endometriosis por el hecho de adherirse a la superficie peritoneal u ovérica (366).
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En la "cascada de la adhesién", la cadena beta (VLA B,), comun
para todas las integrinas, se combina con distintas cadenas alfa (VLA A, ,;456),
formando receptores heterodimeros para laminina, coldgeno, fibronectina etc...
(424). Estas ultimas, son glicoproteinas de anclaje que forman parte de la matriz
extracelular peritoneal. Mediante anticuerpos policlonales antilaminina y
antifibronectina, Béliard y Donnez (425), localizaron estas glicoproteinas en la

membrana basal de los lugares de implantacién de focos endometridsicos.

Modulacién o manipulacién inmunolédgica

Las células estromales del endometrio rodean a las glandulas y vasos
sanguineos y son importantes reguladores del crecimiento y diferenciacién de las
células epiteliales. Ademads, células inflamatorias, a menudo presentes en el
estroma, pueden aportar estimulos para cada tipo de c€lulas endometriales. Los
fibroblastos del estroma endometrial difieren de los de la mayoria de los tejidos,
ya que tienen receptores hormonales y, por tanto, responden a los cambios en €l
ambiente endocrino. Las sefiales hormonales son integradas junto con mensajes
intercelulares, mediados por citocinas y factores de crecimiento, para que, de una
forma autocrina o paracrina, se ajuste finalmente el crecimiento y la
diferenciacion celulares (416).

Es claro que todas estas circunstancias que favorecen el crecimiento
del endometrio ectdpico, sean las hormonas, los factores de crecimiento, las
citocinas u otras no conocidas, no son el elemento de partida en la etiopatogenia
de la enfermedad. Son, con toda probabilidad, la consecuencia de que
deficiencias del sistema inmune o aumento de la resistencia de las células
endometriales desplazadas, conviertan al organismo de algunas mujeres en

inmunotolerantes a elementos contra los que deberian ser inmunocompetentes.

Establecer €l orden en que se produce cada una de las alteraciones

del sistema inmune comunicadas, pareceria, en este momento, lo mas urgente
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para resolver el enigma de la endometriosis. Conocer el origen, genético o
exogeno, del desorden inmune nos proporcionaria la posibilidad de desarrollar
un tratamiento curativo. Pero con lo que sabemos actualmente comienza a rondar
la idea de que la endometriosis puede ser vulnerable a la manipulacién
inmunoldgica.

Ya han transcurrido cinco afios desde que Gleicher, en un gran
articulo (360), recomendase el cambio de rumbo en las investigaciones
terapenticas: "Desde que estudios bien controlados con ensayos terapeiticos
prospectivos han sido incapaces de demostrar beneficio permanente de los
tratamientos hormonal o quirargico sobre la endometriosis, uno debe aceptar que
es necesario un nuevo acercamiento terapeutico a la enfermedad. Estudios
prospectivos con tratamientos inmunoldgicos son una urgente necesidad si
queremos que la endometriosis pierda su importancia como uno de los

contribuyentes mayores de la patologia ginecoldgica".
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ENDOMETRIOSIS EXPERIMENTAL

Justificacion de la endometriosis experimental

La ausencia de aparicion espontinea de esta enfermedad en
animales, salvo raros casos en primates superiores (426, 427), ha supuesto desde
antiguo la necesidad de desarrollar las investigaciones sobre la mujer. Ello
comporta importantes inconvenientes éticos y metodoldgicos, y dificulta la
introduccién y experimentacion de nuevas terapias. Todo se ve condicionado por

los siguientes hechos (428):

1. La necesidad de empleo de métodos quirirgicos para el diagndstico y
caracterizacién de la enfermedad, asi como de su evolucién y respuesta al
tratamiento, que dificulta el seguimiento cercano, repetitivo y a largo plazo

necesario. En este sentido, la laparoscopia ha supuesto un avance extraordinario.

2. La gran variabilidad de la extensién y de las repercusiones de la enfermedad,
que impiden la formacion de grupos de estudio enteramente comparables y, por
lo tanto, hace muy dificil establecer estudios controlados con conclusiones que

resulten definitivas.

3. La introduccién de nuevos farmacos en la clinica humana estd determinada
juridicamente por el seguimiento de una serie de fases en la investigacion, que
contemplan como paso previo necesario el estudio experimental en animales de
laboratorio. Algo indudablemente inexcusable después de las dramaticas

experiencias vividas con la Talidomida y otros famacos.
4. El clima ético-social actual y la propia legislacion relativa a los ensayos

clinicos hacen muy dificil la realizacién de estudios controlados en los que un

grupo de pacientes (grupo control) resultan aleatoriamente privados del beneficio

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

121

que brindan los tratamientos vigentes.

Estas dificultades se pueden soslayar con estudios experimentales,

mediante la induccién quirdrgica de endometriosis en animales.

Precedentes historicos

En 1903, buscando un modelo para el estudio de carcinomas,
Stilling consiguié crecimiento de fragmentos uterinos y vaginales
autotrasplantados en el bazo de conejas (429). Sin embargo, a nuestro juicio el
trabajo clave para el posterior desarrollo de modelos experimentales lo
proporcioné Cora Hesselberg. Hesselberg era patdloga de la escuela médica de
la Universidad de Washington en 1918, cuando publicé su brillante estudio
(430). Realiz6 autotrasplantes (mismo animal) y homotrasplantes (animal distinto
de la misma especie) de tejido uterino completo en oreja y pared abdominal de
hamsters, y describid, dia a dia, los hallazgos anatomo-patolégicos encontrados,
hasta el dia 35. Sefial6 cémo primeramente ambos trasplantes practicamente se
necrosaron y se destruyeron en su mayor parte, pero posteriormente se fueron
regenerando y asi, al final de la primera semana ya se apreciaba una mejor
regeneracion del auto que del homotrasplante. A los 35‘dias, en el lugar del
homotrasplante s6lo habia material hialino con pequefios racimos de linfocitos,
pocos vasos y células con pigmentos heméticos. En el autotrasplante el epitelio
formo quistes con papilas, las mitosis eran frecuentes y las glandulas estaban bien
preservadas. El tejido conectivo fue mixoide o celular y ocasionalmente presentd

mitosis. El misculo se preservé bien en todos los autotrasplantes.

Apoyandose en los trabajos de Hesselberg, Jacobson (431), en 1922,
fue el primer investigador que propuso los autotrasplantes de tejido endometrial
en animales (conejas) como modelo para el estudio de la endometriosis. Obtuvo

crecimiento en cavidad abdominal de implantes practicados con fragmentos de
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1 mm de tejido uterino desmenuzado.

Posteriormente, Allen consiguié crecimiento de endometrio
trasplantado en la camara anterior del ojo de conejas (432). Hobbs (433),
inyectando tejido endometrial en una vena de la oreja de conejas, observé que
dicho tejido llegd al pulmén, donde invadié el parénquima y permanecié viable.
De esta manera, demostrd experimentalmente la teoria metastdsica de Ila
endometriosis invocada por Halban. Por la misma época se comprobd
experimentalmente la dependencia estrogénica de los autotrasplantes
endometriales en cavidad abdominal de chinchillas (434).

El siguiente hecho importante no se produjo hasta que TeLinde y
Scott (43), en 1950, desarrollaron su ya citado modelo experimental en monas
para poner a prueba la teoria de la menstruacién retrégrada de Sampson.
Demostraron, inequivocamente, la viabilidad del tejido endometrial vertido en
la cavidad abdominal, adhiriéndose a la teoria de Sampson de la que, hasta

entonces, eran detractores.

En 1966, Sensenig y cols. provocaron endometriosis pericardica en
perros (435), y en 1978, Daniel y Williams-Boyle fueron los primeros en sugerir

la rata como modelo, por su menor coste y ciclo predecible (436).

Después de los vetustos trabajos enumerados, en la década de los
80 hubo un auténtica explosidn de estudios que avanzaron en la caracterizacion
de los diversos modelos experimentales, y analizaron distintos aspectos de la
endometriosis inducida. En la década presente han cobrado valor los modelos
experimentales para el estudio de los fendémenos inmunolégicos en la
enfermedad, asi como para el ensayo de nuevas modalidades terapetiticas mas
acordes con los conocimientos actuales. En este sentido, han destacado por sus
contribuciones nombres como Schenken y Asch, Vernon y Wilson, Jones,
Steinleitner, D'Hooghe y un largo etc...
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Conclusiones de los estudios experimentales

El trabajo mas importante para la caracterizacion del modelo
experimental en la rata fue el publicado en 1985 por Vernon y Wilson (437). En
este trabajo los autores compararon diversos métodos de induccién de la
endometriosis y observaron que los implantes presentaban un crecimiento
autolimitado, con un méximo hacia los 30-40 dias, y estable un minimo de 10
meses. Confirmaron histolégicamente la presencia de glandulas y estroma
endometrial en las vesiculas, y la produccién de prostaglandina F por los
implantes en la misma proporcién que el endometrio eutdpico, lo que
interpretaron como prueba de viabilidad de los mismos. Apreciaron la formacién
de adherencias moderadas y severas en cantidad significativamente mayor en los
animales con endometriosis inducida que en los controles, asi como reduccién de
la fertilidad por la presencia de implantes y disminucién temporal de estos

ultimos por la gestacién.

Sucesivos trabajos han contribuido a perfeccionar los distintos
modelos experimentales, aportando detalles para mejorar la induccién quirirgica
u observaciones no descritas previamente. La rata Sprague-Dawley y la Wistar
constituyen modelos bien caracterizados (429, 438, 439, 440). También se
dispone de modelos en la coneja (441, 442), el hamster (443), la ratona (444,
445, 446) y la mona en sus formas inducida o esponténea (447, 448, 449).

La hormonodependencia de los implantes ha sido probada por su
respuesta ante la castracion (450) y ante diversos tratamientos empleados
comunmente en la endometriosis humana (438, 451-461). De igual modo, han
sido ensayados tratamientos experimentales como Tamoxifeno (462, 463),
Gossypol (464), acidos grasos poliinsaturados (465), fototerapia (466), agonistas
GnRH-Danazol (467), antagonistas de GnRH (316, 368, 369) y antagonistas de
la progesterona como Onapristona y Mifepristona (470, 471).

Todos los mecanismos implicados en la fisiopatologia de la
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esterilidad relacionada con la endometriosis como elevacion de las
prostaglandinas, foliculo luteinizado y no roto, fallo en la implantaci6n, abortos
precoces y otros, han sido investigados experimentalmente en conejas, ratas,
hamsters y en mayor medida en monas (178, 449, 472-482). Las conclusiones
de estos trabajos apoyan la citada relacién endometriosis-esterilidad, a excepcién
de Dunselman y cols. (483, 484).

La reduccion de la fertilidad por la presencia de endometriosis
experimental ha sido revertida, parcial o totalmente, mediante el tatamiento con
Danazol oral o indometacina intraperitoneal (473, 485, 486), y Verapamil o
Pentoxifilina periovulatorios (487, 488). Algunos investigadores aluden a la
presencia de algun factor en el peritoneo que interfiere con la fertilidad de los
animales con endometriosis experimental, sin haber conseguido su identificacién
(178, 473, 476).

La fulguracion diatérmica (489) o el tratamiento con Laser de los
implantes (490, 491) también han sido ensayados, asi como investigada la

formacion de adherencias y su prevencion (492).

Andlisis inmunocitoquimicos, bioquimicos e histolégicos de
receptores hormonales y secreciéon proteica de endometrio y lesiones
endometridsicas, revelaron varias diferencias entre el endometrio eutépico y el
ectépico en monas, conejas y ratas. Estos estudios coinciden en sefialar un menor

numero de receptores hormonales en el endometrio ectopico (493-496).

El efecto sobre la fertilidad, formacién de adherencias y creacién
de endometriosis por instilacién intraabdominal de fluido peritoneal, contenido
de endometriomas y flujo menstrual, se investigé en hamsters, ratonas y monas.
En el Hamster, los fendmenos reproductivos tempranos se vieron suspendidos de
forma significativa por la inyeccién intraabdominal de fluido peritoneal de
mujeres con endometriosis minima o leve (497). No hubo evidencia de formacion
de adherencias cuando se deposité en la cavidad peritoneal de ratonas el

contenido de quistes endometriésicos humanos (498). Se obtuvo una nueva
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confirmacién de la teoria de Sampson, al observar que las inyecciones

intrapélvicas de endometrio menstrual causaron endometriosis en monas (499).

El rendimiento de procedimientos de fluorescencia para el
diagnéstico de endometriosis, también fue investigado en modelos
experimentales. La fluorescencia de la asociacién tamoxifeno-eosina y la del
dcido S-aminolevulinico en lesiones de endometriosis experimentalmente
inducidas fue significativamente mayor que la detectada en peritoneo adyacente
normal (258, 500).

Por ultimo, se han llevado a cabo interesantisimas investigaciones
con trasplante de tejidos endometrial y endometridsico humanos en ratonas
atimicas (Nude mice) y en ratonas carentes congénitamente de inmunidad
humoral y celular (Scid mice). En ellas, se han estudiado los cambios
morfologicos estructurales, el efecto de las hormonas esteroideas y la respuesta
a tratamientos como Danazol o Buserelin. De no ser por la fragilidad y los
cuidados excepcionales que estos animales precisan y su coste, serian el modelo
ideal para el estudio de la endometriosis (376, 501, 502).

En nuestro Departamento existe una larga experiencia con el modelo
experimental en la rata Wistar. Brotons (503) ensay6 diversos métodos de
induccion de la enfermedad, demostrando histologicamente la presencia de
endometriosis experimental, y observando mejores resultados con la técnica de
Jones. Puso de manifiesto la hormonodependencia por la reduccién o
desaparicion de los implantes tras la castracién. Barragin (504) observé una
reduccion de la fertilidad del 35% respecto al grupo control, asi como un
aumento del tiempo necesario de apareamiento hasta la presencia de cépula.
También aprecié que la gestacion media (dias 10-12) no parecié modificar los
implantes, al contrario de lo encontrado por otros autores en monas (505) y
ratonas (506). Hall, no obstante, una reduccién del tamaifio de los implantes del
69% durante la lactancia. Quereda (428) comprobé la disminucién del tamafio
de los implantes mediante el tratamiento con Gestrinona o Triptorelina,

observando un mayor efecto y posibilidad de desaparicién macroscépica con esta
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ultima, aunque un efecto quizds mas duradero con Gestrinona. De igual modo,
demostré que la asociacién de Triptorelina y Gestrinona consiguié cifras
aceptables de reduccion parcial, pero claramente menores de desaparicion de los

implantes que el tratamiento aislado.

En resumen, de lo expuesto en la literatura y de los hallazgos de
nuestro Departamento, puede concluirse que la endometriosis experimental en la
rata parece remedar a la humana en su dependencia hormonal, respuesta al
tratamiento, influencia negativa sobre la fertilidad, efecto beneficioso de la
gestacidn, etc...Por lo tanto, aparentemente se trata de un buen modelo para la
investigacién de algunos aspectos desconocidos de la enfermedad y del resultado

de nuevas terapias experimentales.
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LOS INTERFERONES

Perspectiva inicial

Desde los afios 30 se sabia que , en ciertas circunstancias, la
multiplicacién de un tipo de virus podia ser inhibida por la infeccién previa de
la célula por otro virus. El fenémeno se conocia como "Interferencia viral"
(507).

En 1957, un inglés, Alik Isaacs y un becario de la Academia Suiza
de Ciencias Médicas, Jean Lindenmann, realizaron el siguiente experimento:
Inocularon virus influenza A inactivado por calor en un fragmento de membrana
corioalantoidea de embrién de pollo sumergido en un medio de cultivo artificial
apropiado. Después de mantener este cultivo inoculado a 37 grados centigrados
durante toda la noche, extrajeron el fragmento de membrana corioalantoidea.
Luego trasfirieron el medio de cultivo a otro recipiente que contenia un nuevo
fragmento de membrana corioalantoidea, y mantuvieron este cultivo a 37 grados
centigrados durante toda la noche, inoculdndolo con virus influenza B no
inactivado. No se observé infeccién viral en el Gltimo cultivo. Los investigadores
dedujeron que la inoculacién con el virus inactivado, y por lo tanto incapaz de
multiplicarse, habia inducido la produccién por las células de la membrana
corioalantoidea de un agente que, desde ellas, habia pasado al medio de cultivo,
donde permanecia disuelto, y que era capaz de interferir la infeccién por el virus
influenza B en un nuevo fragmento de dicha membrana. Este agente, responsable
del fenémeno de la interferencia viral, fue denominado por ellos "Interferén"
(508).

En su trabajo inicial Isaacs y Lindenmann establecieron algunas de
las propiedades bésicas de la, por entonces, nueva sustancia. Incubada

unicamente con los virus no era capaz de inactivarlos, lo que demostraba que no
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actuaba directamente sobre ellos, sino sobre las células a las que ellos infectaban.
Apreciaron también que las células necesitaban varias horas de incubacién para
manifestar interferencia, lo que implicaba que debian ocurrir algunos procesos
metabolicos en las células productoras. Ambos hechos ponian de manifiesto
diferencias radicales con los anticuerpos. La sustancia era mds pequefia que los
virus y no era neutralizada por antisuero virico, por lo que no parecia ser un

componente del virus. Mas tarde se invocaria su probable naturaleza proteica.

Como hemos visto, originalmente se conocié a la sustancia como
el Interferén, creyendo que un solo compuesto era el responsable de la
interferencia viral. Sin embargo, los siguientes descubrimientos claramente

cambiaron este concepto y crearon otros nuevos.

La primera conclusién vino del trabajo de Tyrrell, quien mostrd
que Interferon de células de rifion de ternero era inactivo en células de pollo y
viceversa. El infirié que Interferén era sélo activo en los tejidos en los cuales se

formaba, concibiendo la idea de "especificidad de especie" (509).

Hacia 1960, otros laboratorios, tras el escepticismo inicial, habian
confirmado la existencia del sistema del Interferdn y los trabajos se concentraron
entonces en cuatro areas mayores. La primera de éstas fue establecer qué era el
Interferén. ; Era una proteina, un acido nucleico, un carbohidrato?. ; Tenia alto
0 bajo peso molecular?. La segunda fue descubrir como se produce el Interferén.
¢, Ocurria por degradacion de alglin producto del virus, o actuaba el patogeno
previamente sobre algin sistema no reconocido para producir este nuevo
producto?. La tercera fue investigar como actua el Interferén. ; Actuaria contra
los virus de forma similar a como actiian los antibiéticos sobre las bacterias o,
por el contrario, lo haria de forma completamente distinta?. Finalmente, el cuarto
propésito mayor fue determinar si esta sustancia podria ser de algun valor en
medicina clinica. Responder a las tres primeras cuestiones Ilevo por lo menos

otros veinte afios; y la Gltima de las cuestiones todavia sigue abierta (507).

Las actividades antiproliferativa e inmunomoduladora de los
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Interferones se pusieron de manifiesto tempranamente. En 1969, Gresser
administr6 dosis elevadas de Interferén a ratones que habian sido inyectados con
células cancerosas de origen no viral. Sorprendentemente, no desarrollaron
tumores (510). El autor continud investigando esta accién antitumoral, y su
trabajo desperté el interés de la comunidad cientifica, aumentando la demanda
de Interferon.

En investigaciones realizadas en el Instituto Karolinska, en Suecia,
Strander utilizo, por primera vez, Interferén en humanos. Traté 44 casos de
osteosarcoma. Aunque sus estudios no fueron controlados y los Interferones

relativamente impuros, los resultaron parecieron alentadores (511).

A principios de los afios 80 se consigui6 la obtencion del Interferén
recombinante, desarrollandose de forma masiva estudios clinicos controlados
(512).

Variedades de Interferén

Hasta 1984 los Interferones se clasificaban en dos grupos
principales, basados en sus propiedades fisico-quimicas y antigénicas. El tipo I
incluia al Interferdn leucocitario y al fibrobléstico, siendo el tipo II el Interferon
linfocitico (513). La nomenclatura aceptada actualmente ha sido elaborada por
un comité de expertos, y asi los tres principales tipos antigénicos son Interferén
alfa (INF-alfa), Interferén beta (INF-beta) e Interferon gamma (INF-gamma)
(514). En la tabla 8 quedan recogidas las principales caracteristicas de los tres
tipos de Interferén humano.

El sistema del Interferén es la mds precoz de las defensas del
huésped conocidas. Se ha encontrado en peces y hay evidencia de que
mecanismos analogos a los de este sistema pueden ocurrir en plantas, lo que

indica un origen remoto (515). Weissmann y cols. (516) han calculado que los
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genes para INF-alfa e INF-beta divergieron hace aproximadamente 500 millones
de afios, mientras que los genes de INF-alfa humano y murino divergieron hace
aproximadamente 70 millones de afios. En todos los mamiferos estan presentes

los tres tipos de Interferén.

El INF-alfa lo producen los monocitos periféricos, macréfagos y
probablemente los linfocitos B, en respuesta a estimulos virales y antigénicos. Se
han descrito mas de 25 genes diferentes que codifican para su formacién, de los
que al menos 15 codifican proteinas potencialmente funcionantes y el resto son
pseudogenes. Todos los genes se encuentran estrechamente relacionados y se
localizan en el cromosoma 9. Son proteinas no glicosiladas que presentan una
escasa especificidad de especie (513). La secuencia de aminodcidos en los
alrededor de 30 subtipos conocidos es homéloga en un 85-98%. De estos
subtipos, el més importante desde el punto de vista bioldgico es el INF-alfa 2
(517).

El INF-beta es producido principalmente por los fibroblastos,
cclulas epiteliales y macréfagos, en respuesta a estimulos mediados por virus,
RNA bicatenario y polirribonucle6tidos. Muchos de los inductores del INF-beta
lo son también del INF-alfa. Un unico gen, localizado en el cromosoma 9 del
genoma humano, codifica para su formacién. Es una proteina glucosilada con
peso molecular entorno a 23.000 Daltons, pero oscilante dependiendo del grado
de glicosilacion. Presenta una alta especificidad de especie. La secuencia de
aminoacidos es homologa entre el INF-alfa y beta en un 30%, no existiendo

homologia con la secuencia del INF-gamma (518).

El INF-gamma es también denominado Interferén inmune por sus
potentes efectos inmunomoduladores. Es completamente diferente de los otros
tipos previamente descritos. Se produce por los linfocitos T activados en cultivos
celulares tratados con antigenos o mitdgenos, siendo considerado por ello como
una linfokina. Sélo se ha codificado un gen para su formacién, que se encuentra
localizado en el cromosoma 12 del genoma humano. Es una glicoproteina y su

peso molecular oscila entre 17-25.000 Daltons, dependiendo del grado de
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glucosilacion. Una caracteristica altamente diferencial es la de poseer intrones.
Estos son secuencias del RNA que no codifican aminodacidos, sino que contienen

sefiales poco conocidas para el empalme del RNA (514).

Hoy se conoce la estructura primaria (composicion de aminodcidos
y carbohidratos), secundaria (bidimensional) y terciaria (distribuciéon espacial

tridimensional) de los tres tipos principales de Interferén (519).

Para ejercer sus efectos reguladores sobre las células es preciso que
los Interferones se unan a receptores especificos, los cuales se localizan en la
cara externa de la membrana celular plasmatica. Se han demostrado dos ﬁpos
distintos de receptores, uno comiin para los Interferones alfa y beta, y otro
exclusivo para el INF-gamma. El primero de ellos es una glicoproteina de unos
110-130.000 Daltons. El receptor del INF-gamma es una proteina con un peso
molecular de 54.000 Daltons. Todos los receptores se encuentran presentes en
la mayoria de las células en niimero variable (de algunos centenares a pocos
millares), aunque la unién de unas pocas moléculas de Interferén por célula es

suficiente para inducir actividades especificas (520).

Tras la unién del Interferén al receptor correspondiente, parece que
se produce una internalizaciéon del complejo receptor-ligando, lo que activaria a
una sustancia intercelular, cuya naturaleza es desconocida, que actuaria de
segundo mensajero. En el nicleo, este segundo mensajero funcionaria como
desrepresor por fijacion de un represor de la sintesis de proteinas especificas. Al
fijarse el represor, los polipéptidos mediante los cuales ejercen sus acciones los
Interferones comienzan a ser sintetizados por la maquinaria celular habitual
(521).
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Tabla 8. Caracteristicas de los Interferones humanos.

Sinénimo

Genes

Localizacion de los genes
Subtipos

Estructura molecular
Numero de aminoacidos
Estabilidad

Peso molecular

Células de origen

Leucocitario
>25
Cromosoma 9
30
Proteina
166
Acido estable
20.000 D
Leucocitos
Monocitos

Macroéfagos

Fibroblastico
1
Cromosoma 9
1
Glicoproteina
166
Acido estable
23.000 D
Fibroblastos
Cels. epiteliales

Macrofagos

Inmune
1
Cromosoma 12
1
Glicoproteina
146
Acidolabil
17-25.000 D

Linfocitos T
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Sintesis celular y métodos de obtencién

Cuando un inductor de la sintesis de Interferén, sea por ejemplo un
virus, penetra en una célula diana, la presencia del RNA viral en el citoplasma
de la misma, da lugar a la cadena de reacciones celulares que concluyen con la
sintesis de la proteina constitutiva de una variedad determinada de Interferén
(522).

A nivel del niicleo de la célula diana, el gen activado que contiene
la informaci6n para la sintesis de la nueva proteina, hace de sustrato para la
formacién de una cadena complementaria de RNA. El c6digo es, de esta forma,
trasferido integramente a un RNA mensajero (RNAm) (trascripcién). El RNAm
abandona el nucleo y se acopla al sistema ribosomal, sede de la sintesis protéica.
Una vez formada la nueva proteina (Interferén), ésta es transferida desde los
ribosomas, situados en el reticulo endoplasmico rugoso, al sistema cisternal de
Golgi, donde se depositan en las vesiculas secretoras. Desde este lugar, el
Interferén es liberado al espacio extracelular para pasar a otras células o a la

circulacién sanguinea.

Cantell (523) estudi6 la capacidad de diversas células humanas para
producir Interferén. Descubrié que suspensiones de leucocitos humanos
producian unos rendimientos diez veces mayores que los obtenidos con otras
células humanas. El método utilizado por Cantell para la produccién de
Interferén humano consiste en la estimulacién por virus Sendai de leucocitos
humanos. La produccién se recoge y el Interferén secretado es parcialmente
purificado con tiocianato potésico, precipitandose posteriormente en un medio
acido. Este Interferén, obtenido por el método de Cantell, posee un 1% de
pureza, conteniendo una mezcla de diferentes subtipos de INF-alfa, pequefias
cantidades de INF-beta y factor de necrosis tumoral. Es un método costoso y de

bajo rendimiento (523).

El siguiente procedimiento empleado para la produccién de
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Interferdn ha sido la utilizacion de cultivo de células humanas. Se cultiva en gran
escala una linea celular linfoblastica denominada Namalwa. En las células asi
generadas se induce la formacion de Interferones mediante la inoculacién del
cultivo con virus Sendai. El rendimiento de este método es mayor que el de

Cantell, pero aun asi sigue presentando problemas de pureza.

El uso de microorganismos, mediante la aplicacion de técnicas de
ingenieria genética, ha permitido lograr la produccién de Interferén humano en
grandes cantidades y con un elevado grado de pureza. El primer paso consiste
en extraer del DNA del leucocito humano el gen que codifica para un
determinado Interferén. La célula que se emplea como fébrica generalmente es
una cepa no patogena de E. Coli. La célula bacteriana contiene un filamento de
DNA llamado plasmido, responsable de la sintesis de proteinas. El plasmido se
extrae de la célula bacteriana, y abriéndose por medio de una enzima, se inserta
el DNA para Interferén humano en el DNA bacteriano. A continuacién se vuelve
a cerrar empleando otra enzima. El plasmido contiene ahora lo que se denomina
DNA recombinante, es decir, una combinacién de DNA humano y bacteriano.
Este se inserta en la célula bacteriana y a medida que ésta se reproduce, transmite
el DNA recombinante a cada una de las bacterias resultantes, que naturalmente

produciran Interferén.

Posteriormente, se realiza un proceso complejo de purificacion
mediante extraccién en medio acido y procedimientos cromatograficos con
diversos disolventes. En ultimo lugar, se logra la cristalizacién a partir de
soluciones concentradas por evaporacion-liofilizacion. Se consiguen de este modo

grandes cantidades de la sustancia con una pureza del 98% (524).
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Acciones biolégicas y mecanismos de actuacion

Las acciones bioldgicas de los Interferones pueden agruparse en:

* Actividad antiviral.

* Actividad antitumoral

* Actividad inmunomoduladora.

Probablemente son comunes muchos de los mecanismos por los que
se ejercen unas y otras acciones. Ademdas existe una clara interrelacion entre
ellas, de forma que algunas acciones contribuyen a la potenciacién de las otras.
Por ejemplo, la actividad inmunomoduladora contribuye a los efectos antitumoral

y antiviral.

Actividad antiviral

Esta actividad no es directa contra los virus, sino mediada a través
de sus efectos sobre la célula receptora sana o célula diana. Los mecanismos
fundamentales de la accion antivirica se basan en la inhibicién de la sintesis
proteica viral en el seno de la célula huesped. Los Interferones tras interactuar
con la célula en la forma en que se sefialé previamente, desencadenan la sintesis

de una serie de proteinas entre las que se encuentran (518):

2'5' OLIGO-ADENILATO-SINTETASA (OAS). Esta enzima convierte el ATP
en 2'5' Oligoadenilato, que activa una endonucleasa capaz de provocar la
degradacion del RNAm y asi inhibe la sintesis proteica viral. Efectivamente, la
2'5' OAS, tanto en células normales como neoplésicas, parece capaz de inhibir

la sintesis proteica, pudiendo estar relacionada con las acciones antiproliferativas
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y antivirales.

PROTEINFOSFOQUINASA. Esta enzima fosforila las histonas H3 y H4,

proteinas indispensables para el inicio de la sintesis proteica viral.

FOSFODIESTERASA. La cual, actuando sobre el RNAt viral, inhibe el proceso
de desarrollo de las cadenas protéicas completas que el virus va a producir, ya

que bloquea la incorporacion de aminoacidos al sistema ribosomal.

Pero ademas, los Interferones pueden aumentar la resistencia frente
a determinados agentes virales por mecanismos desconocidos no relacionados con
la sintesis proteica. Se ha comprobado que pueden dificultar el ensamblaje
intracelular de estructuras viricas, impidiendo la formacién de viriones
completos. En otros casos, inhiben la liberacién al medio extracelular del agente

virico, o bien, las particulas viricas excretadas carecen de infectividad (525).

Por otra parte, los Interferones también pueden ejercer actividad
antiinfecciosa a través de sus efectos inmunomoduladores, entre los que destaca
el aumento en la actividad NK, la activacién de linfocitos T citotéxicos y la
estimulacién macrofégica (526).

Actividad antitumoral

Los Interferones poseen la capacidad de inhibir la replicacion tanto
de células normales como malignas. Esta actividad citostitica, habitualmente
reversible, se manifiesta por una paralizacién de su ciclo celular en la fase G,,
y pudiera estar relacionada con la aparicion de determinados efectos secundarios
(pancitopenia). Todos los tipos de Interferén presentan en mayor o menor grado
la capacidad de inhibir la multiplicacién celular, tanto experimentalmente como
en el ser humano. Se ha comprobado la reduccién llamativa de la proliferacién

de hepatocitos, precursores de eritrocitos, células embrionarias, fibroblastos,
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celulas tumorales y células linfoides (513, 519).

El efecto mitogénico de diversas citokinas como el factor de
crecimiento de origen plaquetario, el factor de crecimiento epidérmico o el factor
de necrosis tumoral, puede ser contrarrestado por Interferones. Como estas
citokinas pueden a su vez inducir la sintesis de Interferdn, es posible que éste se
encuentre implicado en un mecanismo de feed-back negativo que regule la

actividad proliferativa de estos factores (517).

Un efecto antiproliferativo de los Interferones ocurre por bloqueo
parcial de la traduccién celular, por reduccién de la sintesis protéica y por una

prolongacion del tiempo intermitético (516).

Otros mecanismos secundarios por los que se puede desencadenar
una accién antitumoral son la induccién de receptores hormonales en lineas
celulares de tumores hormonosensibles (527, 528), 1a modulacién de la expresion
de los antigenos de clase I 'y II del Sistema Mayor de Histocompatibilidad (518),
la inhibicién de la expresion de determinados oncogenes (529) y los efectos, ya

descritos, sobre el sistema inmune.

Actividad inmunomoduladora

Los Interferones ejercen funciones reguladoras decisivas en el
sistema inmune, bien por efecto directo sobre la correspondiente célula diana o

indirecto, a través de modificaciones en la secrecién de otras citocinas.

Sobre la produccién de anticuerpos, se admite que la administracién
de Interferones previamente al contacto con el antigeno, aumenta la produccién
de anticuerpos, mientras que si se aplica después del antigeno, suprime la
respuesta. Dosis altas inhiben "in vivo" la respuesta de células formadoras de

placas, mientras que dosis bajas aumentan la formacién de placas (517, 518).
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La capacidad citotdxica y fagocitica de las células T son moduladas
positivamente por los Interferones, favoreciendo su eficiencia defensiva frente a

los elementos extrafios (518).

Todas las pruebas efectuadas hasta hoy han demostrado la capacidad
de los Interferones para aumentar la actividad NK de las células mononucleares
sanguineas. Producen un incremento de la actividad litica de los precursores de
c€lulas NK y aumentan la eficacia de sus elementos maduros. Este efecto
modulador no sélo supone una mayor capacidad litica frente a células sensibles
a las células NK en condiciones basales, sino que las amplia frente a otras
resistentes (526).

Varios estudios han indicado que el tratamiento de células de
exudado peritoneal con Interferén o con inductores de Interferén, puede aumentar
su potencial fagocitico (530). Adicionalmente, afectan a la funcién de los
macrofagos al regular la expresion de sus antigenos de superficie del sistema
mayor de histocompatibilidad y la produccién de Interleukina 1 y factor de
necrosis tumoral (531).

Farmacocinética_y farmacodinamia

Estudios toxicolégicos experimentales

En los estudios realizados para valorar la posible toxicidad por la
administracion Unica y repetida de Interferones en ratas, ratones, conejos y
monos, por vias intravenosa, intraperitoneal, subcutdnea e intramuscular, no se
ha puesto de manifiesto algin efecto téxico digno de mencién (532). Se han
administrado dosis de hasta 30 millones UI/10 ml/Kg de peso, no observandose
signos clinicos ni muertes relacionadas con el formaco, a excepcién de un claro

aumento en la temperatura corporal, que es habitual para los Interferones.
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Farmacodindmicamente, la administracién intravenosa de 1, 2.5 y
5 millones UI/Kg de peso, no indujo en ratas cambios significativos en la presién
arterial, la frecuencia cardiaca, el ECG o la actividad respiratoria. Tampoco se
manifestaron alteraciones a nivel de los musculos lisos de ileon aislado de cobaya

0 utero aislado de rata.

Farmacocinéticamente, tras la administracién oral a ratas (intubacién
gastrica), no se detectdé actividad en plasma, lo que confirma la alta
susceptibilidad de los Interferones a las proteasas gastricas. Por las vias
intramuscular y subcutdnea se alcanzaron niveles plasmaticos maximos alas 1 y
2 horas respectivamente, siendo superior la concentracién plasmatica maxima tras
la administracién subcutdnea. La presencia de la sustancia en liquidos
intersticiales fue constante, estando ausente en liquido cefalorraquideo. Se
registré un elevado indice de filtracién glomerular y reabsorcién y catabolismo
tubular renal. También hubo catabolismo hepético (533).

Perfil farmacoldgico en el hombre

Las rutas mas frecuentes de administracion para los Interferones han
sido la intramuscular y la subcutinea. Bajo dichas circunstancias, el firmaco es
absorbido desde el sitio de inyeccién, incrementdndose progresivamente los
niveles plasmaticos durante las primeras 5-9 horas. Posteriormente los niveles
plasmaticos decrecen hasta ser indetectables a las 24 horas de la administracién.
Ambas, la via intramuscular y la subcutinea presentan curvas plasmaticas
similares, aunque el pico maximo puede estar significativamente retrasado

después de la inyeccion subcutanea (534).

El INF-beta presenta una importante diferencia. Siguiendo a una
inyeccién intramuscular los niveles en sangre de la sustancia son indetectables,
a pesar de dar lugar a efectos bioldgicos. Para explicar este fendmeno se

sugirieron dos alternativas. La primera suponia que el farmaco era poco estable
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en sangre y se degradaba rapidamente. La segunda, que tuviese una liberacion
muy lenta desde la zona inoculada. Hoy sabemos que esta sustancia tiene
fundamentalmente una absorcién linfatica, desde donde pasa répidamente a los
tejidos evitando el flujo plasmatico, debido a la hidrofobicidad de su
glicoproteina (535).

Una remarcable cantidad de INF-alfa es filtrada, reabsorbida y
ampliamente degradada en las células tubulares renales con insignificante
excrecién en la orina. Diferencias en la carga molecular o en la forma son
probablemente las responsables de la significativa reduccién de la filtracién de
INF-beta. Su catabolismo es principalmente hepatico (536).

Para evaluar las caracteristicas farmacodindmicas, se ha prestado
atencién a la presencia de algunos marcadores como la actividad de 2'5'OAS,
cuyo nivel maximo se alcanzaba a las 24 horas y permanecia elevado hasta las
96 horas en que alcanzaba el nivel basal (537). Sin embargo, cuando se evalia
el efecto inmunomodulador de los Interferones estos datos tienen poco valor, ya
que los efectos bioldgicos pueden permanecer largo tiempo dependiendo de la
vida de las células moduladas (534).

Experiencia clinica

El desarrollo clinico de los Interferones ha progresado a través de
estudios iniciales de fase I hasta estudios de fase III con extensos ensayos clinicos
controlados. Son el prototipo de un grupo de agentes bioldgicos que estan en
plena expansiéon. Estos agentes operan, como hemos visto, a través de
mecanismos de accion diferentes a los quimioterdpicos convencionales y producen

un perfil de efectos secundarios asi como de patrones de respuesta distintos.
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Ensayos clinicos

En varias enfermedades infecciosas se ha comunicado beneficio con

el empleo de Interferones (517, 538):

* Infeccién ocular por virus Herpes simple 1.

* Herpes Zoster.

* Infeccién respiratoria aguda por Rinovirus.

* Infeccion por Aspergilus Fumigatus.

* Lepra lepromatosa.

* Verrugas vulgares.

* Condiloma acuminado e infecciones genitales por papilomavirus.
* Papiloma laringeo.

* Hepatitis crénica By C.

* Profilaxis de infecciones viricas tras trasplante renal.

* Infeccion por Citomegalovirus.

También en un nutrido grupo de enfermedades neoplasicas se ha

investigado el efecto antiproliferativo de estas sustancias (517, 538):

* Tricoleucemia.

* Leucemia mieloide crénica.

* Linfoma no Hodgkin.

* Linfoma cutdneo de células T.

* Mieloma multiple.

* Céncer Vesical (varios tipos histoldgicos).

* Céancer Renal (Varios tipos histoldgicos).

* Cancer de mama.

* Céancer de ovario (varios tipos histolégicos).
* Lesiones preneoplasicas vulvo-vagino-cervicales.
* Céncer pancreatico.

* Tumores carcinoides.
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* Algunos tumores cerebrales.
* Melanoma maligno.

* Sarcoma de Kaposi asociado a SIDA.

Algunas enfermedades neurolégicas (Esclerosis miultiple) o
autoinmunes (Lupus eritematoso sistémico) han sido, de igual modo, objeto de
estudio.

No se ha hecho uso clinico todavia de otros importantes efectos

fisiologicos de los Interferones, como su capacidad para inducir ondas lentas de

suefio cuando se administra intraventricularmente (517).

Efectos adversos

Existe un grupo de efectos secundarios tempranos que se presentan
de forma autolimitada tras las primeras inyecciones en la mayoria de los
pacientes (539). Estos son: Fiebre, mialgias, cefalea, astenia, anorexia.

Otro grupo de efectos secundarios tardios pueden persistir durante
todo el tratamiento. Generalmente con dosis bajas o medias estdn ausentes.
Algunas veces obligan a disminuir las dosis o a suspender el tratamiento (539).
Segtin el sistema organico afectado serian:

Sistémicos.- Pérdida de peso y caida del cabello.
Hematoldgicos.- Neutropenia y trombopenia.

Gastrointestinales.- Diarrea y vomitos.

Inmunolégicos.- Aumento de infecciones bacterianas, tiroiditis autoinmune,
vasculitis.
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Psiquidatricos.- Irritabilidad, depresion, somnolencia/insomnio, cuadros

confusionales, cuadros psicoticos.
Cardiovasculares.- Hipotensién y taquicardia.

En un anélisis que incluyé 867 pacientes tratados con INF-alfa
durante ensayos clinicos en fases III y III, los efectos secundarios mas
frecuentemente aparecidos fueron los siguientes: Fiebre 98%, nauseas 46%,
alteraciones neurologicas 34%, vomitos 29%, diarrea y otras alteraciones
gastrointestinales 27 %, alteraciones cardiovasculares 14%. Otras alteraciones

incidieron en menos del 10% de los sujetos tratados (540).
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HIPOTESIS, OBJETIVOS Y DISENO
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HIPOTESIS

De lo expuesto en las paginas anteriores pueden establecerse una
serie de razonamientos en los que se apoya el enunciado de la hipétesis que di6

origen a esta investigacion. Dichos argumentos son los siguientes:

1. En las pacientes con endometriosis existen alteraciones inmunoldgicas que,
independientemente de que sean causa o consecuencia de la enfermedad, juegan

un papel trascendente en la patogenia de la misma.

2. La endometriosis experimentalmente inducida en la rata Wistar remeda a la
endometriosis espontinea humana en muchos aspectos y constituye un buen

modelo para la investigacion del efecto de terapias experimentales.

3. La inmunomodulacién con Interferones ocasiona efectos sobre los distintos
componentes del sistema inmune contrarios, en gran medida, a los

mayoritariamente observados en las pacientes con endometriosis.

4. Los Interferones exhiben acciones antiproliferativas, habiéndose comprobado

un efecto citostitico en un gran numero de procesos neoplésicos.

Postulo pues, hipotéticamente, que:

LOS INTERFERONES ALFA 2B RECOMBINANTE HUMANO
Y BETA HUMANO REDUCEN SIGNIFICATIVAMENTE EL TAMANO DE
LOS IMPLANTES DE ENDOMETRIO AUTOTRASPLANTADOS EN LA
CAVIDAD PERITONEAL DE LA RATA WISTAR.
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo principal: Valorar si los Interferones alfa 2b recombinante humano y
beta humano reducen significativamente el tamafio de los implantes de
endometrio autotrasplantados en la cavidad peritoneal (endometriosis

experimental) de la rata Wistar. Es decir, verificar o desmentir la hipétesis.

Objetivos secundarios:

1. Valorar el efecto de la administracién intraperitoneal de INF-alfa 2b
recombinante humano, suministrado simultdneamente a la induccién experimental
de la endometriosis, sobre los implantes de endometrio autotrasplantados en la

rata Wistar.

2. Establecer la via de administracién de INF-alfa 2b recombinante humano mas

eficaz para reducir la endometriosis experimental en la rata Wistar.

3. Determinar el momento en que se produce el efecto maximo del INF-alfa 2b
recombinante humano, a corto plazo, sobre la endometriosis experimental en la

rata Wistar, y valorar la evolucién de dicho efecto a largo plazo.

4. Determinar la pauta de administracién y la dosificacién de INF-alfa 2b
recombinante humano mdas eficaces para reducir la endometriosis

experimentalmente inducida en la rata Wistar.
5. Establecer qué tipo de Interferén, alfa 2b recombinante humano o beta

humano, presenta una reduccion mayor del tamafio de los implantes de

endometrio autotrasplantados en la cavidad peritoneal de la rata Wistar.
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DISENO DE LA INVESTIGACION

Para alcanzar los objetivos propuestos, disefiamos un estudio
experimental longitudinal, analitico, controlado, parcialmente aleatorizado y a

simple ciego.

El estudio se planificé en cinco fases o experimentos individuales,
pero interconexionados, de forma que los resultados del experimento previo
condicionaban a los siguientes. Aunque se realiz6 un protocolo de investigacion,
recogiendo el conjunto de pasos que se sucederian en el estudio, las dosis, vias
de administracién y pautas terapefiticas a aplicar en cada experimento se

establecieron en base a los resultados de los experimentos previos.

Al tratarse de un estudio inédito, era totalmente imposible el calculo
de un efecto esperado, y por lo mismo, también imposible, la predeterminacion
del tamafio de la muestra. En trabajos previos de nuestro Departamento, se
ensayo, en el mismo modelo experimental y con metodologia similar, el efecto
de los tratamientos actualmente usados en la clinica. Para establecer el tamafio
muestral actual nos basamos en dichos trabajos. Elegimos un nimero de animales
tal, que el no encontrar diferencias entre ellos en el estudio actual hubiera

reflejado una clara desventaja respecto a los tratamientos convencionales.

Para determinar el efecto sobre el desarrollo de la endometriosis
experimental de Interferén alfa 2b, administrado simultdneamente a la induccién
quirargica de la enfermedad, disefiamos el experimento 1 (Figura 2).
Adicionalmente, mediante éste experimento, dispondriamos de un grupo de
control que nos permitiria conocer si la metodologia que fbamos a aplicar en toda
la investigacién podia modificar, por si misma, el tamafio de los implantes
endometridsicos. De este modo, provocariamos quiriirgicamente endometriosis
a 50 ratas. En ese momento dejariamos en la cavidad peritoneal de 20 animales,
aleatoriamente determinados, una dosis estandar de Interferén alfa 2b. Treinta a

cuarenta y cinco dias mas tarde relaparotomizariamos a los animales para
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evaluar, tanto en el grupo tratado (n=20) como en el no tratado (n=30), el
grado de endometriosis conseguida (Laparotomia de estadiaje). En ese momento,
las 20 ratas previamente tratadas serian sacrificadas. Llamaremos en adelante a
este grupo de animales que recibieron tramiento en el momento de la induccién
de la endometriosis, grupo B. En las 30 ratas no tratadas se realizaria, pasados
60 dias, una reintervencion para valorar el efecto de la laparotomia previa, asi
como del tiempo transcurrido y de la manipulacién de los animales, sobre el
tamafio de la endometriosis previamente conocido (Laparotomia de reestadiaje).
Con idéntica intencién se someteria a los animales a una cuarta y ultima
laparotomia, a los 60 dias de la intervencion previa, en el transcurso de la cual
se sacrificaria a las ratas (Laparotomia de reestadiaje final y sacrificio). Este
grupo de animales, portadores de la enfermedad, no sometidos a tratamiento pero
manipulados en la misma forma y mantenidos durante el mismo tiempo que los

posteriormente tratados, constituirian el grupo de control (grupo A).

El experimento 2 se disefi6 con el objetivo de valorar el efecto sobre
la enfermedad de pautas cortas de Interferdn alfa 2b, asi como determinar la via
de administracion mds efectiva en animales con la enfermedad desarrollada.
También determinariamos, mediante éste experimento, el momento en que se
produce el efecto méaximo del Interferén alfa 2b, a corto plazo, y la evolucién
de dicho efecto a largo plazo. Se aprecia una representacion esquematica del
disefio de este experimento en la figura 3. Induciriamos quirurgicamente
endometriosis a 60 animales (Laparotomia de induccién) y el tamafio de la
enfermedad conseguida seria determinado mediante una nueva laparotomia 30-45
dias més tarde (Laparotomia de estadiaje). En ese momento, los 60 animales
sufririan una doble aleatorizacién. Primeramente se distribuirian en dos grupos
iguales de 30 sujetos. En un grupo se trataria con dosis estandar, en pauta corta
de Interferén alfa 2b intraperitoneal. En el otro grupo con dosis estandar, en
pauta corta de Interferén alfa 2b subcutédneo. A su vez, en cada grupo previo se
formarian aleatoriamente tres subgrupos de 10 animales que se someterian a
laparotomia de reestadiaje a los 6, 12 y 20 dias de concluido el tratamiento,
respectivamente. Finalmente todos los animales, a los 120 dias de la laparotomia

de estadiaje, pasarfan a la laparotomia de reestadiaje final y sacrificio.
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Denominaremos grupo C a los animales de éste experimento que recibieron
Interferén alfa 2b por via intraperitoneal, y grupo D a los que recibieron el

farmaco por via subcuténea.

Conocida por el experimento previo la via de administracion mds
efectiva con una pauta corta de tratamiento, necesitdbamos saber si una pauta
terapeutica mantenida (pauta larga) lograba mejorar los resultados anteriores. Asi
disefiamos el experimento 3 (Figura 4). Quince ratas con endometriosis
experimental y estadiadas en forma y tiempo similares a los experimentos
previos, serian tratadas con dosis estindar de Interferén alfa 2b, en pauta larga,
por la via que hubiese demostrado ser més eficaz. A estos animales se les
realizaria una laparotomia de reestadiaje en el momento en que, segin el
experimento 2, el Interferén manifestase su maximo efecto sobre el tamafio de
los autotrasplantes endometriales. Sesenta dias mdis tarde, se someterian a
laparotomia de reestadiaje final y sacrificio para comprobar el efecto a largo
plazo de la antedicha pauta terapeutica. Nombraremos en el futuro a estos

animales como grupo E.

Hasta este momento la nica dosis utilizada, aunque con distintas
pautas, habria sido la estandar de 400.000 Unidades/Kg (mayoritariamente
empleada en ensayos experimentales). Una dosis superior podria conseguir mayor
reduccién del tamafio de los autotrasplantes de endometrio, o quizds una dosis
inferior fuese capaz de ofrecer resultados similares a los conseguidos por dosis
mas altas. En el experimento 4, treinta ratas con endometriosis inducida y
estadiadas en forma similar a los experimentos previos, serian aleatoriamente
distribuidas en dos grupos para recibir la mitad de la dosis estandar de Interferén
alfa 2b, por la via y con la pauta mas efectivas segin los experimentos previos,
o el doble. La laparotomia de reestadiaje se realizaria en el momento de maximo
efecto, detectado en el experimento 2. La laparotomia de reestadiaje final y
sacrificio sucederia a los 60 dias de la laparotomia previa (Figura 5). Al conjunto
de animales tratados con la mitad de la dosis estandar los llamaremos grupo F,

y los tratados con el doble de dicha dosis estandar se denominarén grupo G.
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Determinadas ya la via de administracién, pauta terapeutica y dosis
més eficaces, asi como el momento del efecto maximo del Interferén alfa 2b
recombinante humano, quedaria por conocer el rendimiento del Interferon beta
humano en la endometriosis experimental. En el experimento 5 (Figura 6),
quince animales con autotrasplante endometrial, estadiados, serian medicados con
Interferdn beta por la via mas efectiva y con la pauta y dosificaciéon que hubieran
presentado mas eficacia para el Interferén alfa 2b. Serian reestadiados en el
momento en que los experimentos previos hubieran demostrado el efecto
maximo. Evaluados finalmente y sacrificados a los 60 dias de la laparotomia

previa. Identificaremos a éstos animales como grupo H.

De este modo, quedarian configurados el grupo de control y los

distintos grupos de tratamiento en la forma que se aprecia en la tabla 9.
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50 animales

| No tratamiento. G.
30-45 dias control. 30 animales

|

~ Laparotomia de estadiaje

Interferon alfa2b IP. Dosis
estandar. 20 animales

SEGUIMIENTO

Figura 2. Disefio esquematico del experimento 1.
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60 animales
( Laparotomia de induccién
30-45 dias
Interferén alfa 2b 1P, Interferén alfa 2b S.C.
Dosis estandar. Pauta corta Dosis estandar. Pauta corta
30 animales 30 animales
3 Laparotomia
6 dias 3 20 dias
12 dias .
Reestadiaje 12 dias
20 dias -
6 s
_ l .
10 animales por grupo 120 dias 10 animales por grupo

Laparotomia de reestadiaje final

L.P. : Intraperitoneal

$.C. : Subcutineo y sacrificio

SRR

Figura 3. Disefio esquematico del experimento 2.
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15 animales

Laparotomia de induccién

Interfer6n alfa 2b. Por la via més eficaz.
Dosis estandar. Pauta larga

En el momento de maximo efecto

hparotomia de reestadiaj
final y sacrificio :

Figura 4. Disefio esquematico del experimento 3.
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30-45 dias
|
Laparotomia de estadiaje
INF alfa 2b por la viay con la INF alfa 2b por la via y con la
pauta mas efectivas. Mitad de la pauta mas efectivas. Doble de la
dosis estandar. dosis estandar.
15 animales 15 animales

En el momento de maximo efecto

Laparotomia de reestadiaje

Laparotomia de reestadiaje l‘inal £
y sacrificio i

i

INF : Interferén

Figura 5. Disefio esquematico del experimento 4.
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15 animales

yarotomia de induccion

INF beta por la via mas efectivay conla
pauta y dosiﬁcacic'[n mas eficaces

El el momento de maximo efecto

;}gparotomia de reestadiaje |
_ final y sacrificio

INF : Interferén

Figura 6. Disefio esquematico del experimento 5.
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Tabla 9. Composicién del grupo de control y de los distintos grupos de tratamiento

GRUPOS Experimento N Tipo Interferon Via Dosis Pauta Momento
GRUPO A * 1 30 No Tratamiento e
GRUPO B 1 20 Alfa 2b P Estandar Corta En la induccion
GRUPO C 2 30 Alfa 2b P Estandar Corta Tras el estadiaje
GRUPOD 2 30 Alfa 2b SC Estandar Corta Tras el estadiaje
GRUPOE 3 15 Alfa 2b >eficaz Estandar Larga Tras el estadiaje
GRUPOF 4 15 Alfa 2b >eficaz Mitad >eficaz Tras el estadiaje
GRUPO G 4 15 Alfa 2b >eficaz Doble >eficaz Tras el estadiaje
GRUPO H 5 15 Beta >eficaz >eficaz >eficaz Tras el estadiaje
IP: Intraperitoneal SC: Subcutaneo * . Grupo de control E
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MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL

Toda la investigacion se desarrollé en el laboratorio de cirugia
experimental de la Division de Ginecologia de la Facultad de Medicina de
Alicante. Este laboratorio se encuentra en el sétano del edificio de departamentos
del campus de San Juan de Alicante. Reline unas condiciones idéneas de
tranquilidad, dotacion y proximidad al estabulario y a los quiréfanos
experimentales del Departamento de Cirugia. Se trata de una superficie 1til de
unos 30 m?, con un pequefio despacho de unos 7 m? circunscrito en su interior.
Dispone de dos tomas de agua, toma de gases y tomas multiples de electricidad.
Se encuentra incluido dentro del acondicionamiento global del edificio, por lo
que dispone de regulacién de temperatura mediante aire frio/caliente. Las
condiciones de iluminacién fueron buenas y la limpieza, importantisima al

realizar cirugia en animales, fue correcta.

Material inventariable

Relacién de material utilizado para el desarrollo de la metodologia
basica y perteneciente a la Division de Ginecologia y Obstetricia, del
Departamento de Ginecologia y Toxicologia-Legislacion Sanitaria, de la Facultad
de Medicina, de la Universidad de Alicante:

* Microscopio quirdrgico binocular Vasconcellos (Vasconcellos S.A., Brasil)
equipado con tambor de lentes de 6, 10, 16, 25 y 40 aumentos y sistema
fotogréafico (flash MOD FC 250 y camara Praktica modelo "Super TL 1000")

(Figura 7).
* Equipo de material quirtirgico compuesto por tijeras tipo Mayo, pinzas de

diseccion con y sin dientes de ratén, pinzas tipo Crile y tipo Kocher, portaagujas

y tijeras de hilo (Figura §).
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* Equipo de material microquirurgico compuesto por portaagujas, tijeras de
microdiseccion, pinzas de diseccion sin dientes y dos pinzas de microcirugia de

punta fina.

* Equipo de electrocoagulacién bipolar AESCULAP GK 4 con terminales de
pinza recta, pinza con dngulo de 90° y pinza con angulo de 120° (Figura 9).

* Bascula electrénica de precision METTLER PJ 300 (Figura 10).

* Mesa y tabla de cirugia de pequefios animales, especialmente disefiada por
nosotros para esta investigacion, que dispone de paneles laterales para la fijacion
y separacion autoestatica de las paredes abdominales del animal (Figura 11).

* Centrifuga compacta KUBOTA, modelo 2010 (Kubota Corporation Bunkyo-ku,
Tokio, Japén), con capacidad para 8 tubos de 17.2X110 mm, rango de 0 a 4000

r.p.m., freno automatico y reloj avisador de hasta 30 minutos.

* Congelador Zanussi de tipo arcén para la conservacién de suero a -70°

centigrados.

Material inventariable empleado para el procesamiento de los datos,

redaccioén y edicién de la presente memoria (propiedad privada):

* Ordenador marca TAY, serie TOPSTAR, con procesador Pentium 166, 32
Megabytes de memoria RAM y capacidad de almacenamiento en el disco duro
de 2.500 Megabytes.

* Impresora de chorro de tinta HEWLETT PACKARD, modelo Deskjet 850C.

* Bases de datos y calculos estadisticos: RSIGMA y SPSS Base para Windows.
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* Procesadores de texto: WORDPERFECT 5.1 y WORD (Microsoft).

* Software de graficos: HARVARD GRAPHICS 3.0 y POWERPOINT
(Microsoft).

Material inventariable utilizado para la elaboracién de la iconografia

en soporte de papel o diapositiva:

* Camara YASHICA (Kyocera corporation, Shibuya-ku, Tokio 150, Japon),
modelo 230-AF, con posibilidad de enfoque y exposicién autométicos o
manuales. Objetivo YASHICA AF F 1.8 de 50 mm. Flash CS-250AF con
inclinacién del cabezal de hasta 90°. Varias lentes de aumento de 52 mm, de la
marca KENKO (Japén). (Propiedad privada).

* Registrador de imagenes POLAROID DIGITAL PALETTE CI-5000S (Polaroid
Espaiia S.A. Paseo de la Castellana 130, Madrid) con resolucién de color de 24
bits (8 bits por color primario) y 16.7 millones de colores. Interface de software
Superprint para entorno windows. (Propiedad de la Unidad de Investigacién del
Hospital Vega Baja de Orihuela).

* Scanner de sobremesa color HP SCANIJET 4P con software ADOBE

PHOTOSHOP LE. (Propiedad de la Unidad de Investigacién del Hospital Vega
Baja de Orihuela).
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Figura 7. Microscopio quirurgico binocular Vasconcellos.
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Figura 8. Material quirirgico inventariable.
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ar Aesculap GK 4.

Figura 9. Electrocoagul ador bipol
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Figura 10. Bascula electrénica de precision Mettler PJ 300.
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Figuras 11 Ay B. Tabla de cirugia de pequefios animales y detalle de su empleo.
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Material fungible

En mayor o menor cantidad fue necesario el empleo de diverso

material fungible que se detalla a continuacién:

- Jeringuillas desechables de varios volumenes.

- Agujas desechables de varias longitudes y calibres.

- Tallas quirurgicas desechables.

- Rollos de papel absorbente.

- Placas de Petri de material pléstico.

- Suero fisiolégico 1sotdnico.

- Solucién antiséptica yodada (Betadine®).

~ Alcohol metilico de 96°.

- Formol al 10%.

- Catgut crémico 00 con aguja PTC.

- Polipropileno monofilamento 00000 (Prolene®).

- Suturas de seda 0.

- Esparadrapo.

- Tubos de bioquimica.

- Tubos de Eppendorf.

- Clips y fichas de carton para el etiquetado de las jaulas.
- Material diverso para la limpieza del instrumental.

- Guantes de cuero duro para manipular a los animales.
- Guantes de latex.

- Bolsas plasticas para residuos y cadiveres.

- Contenedores de plastico duro para residuos contaminantes.
- Papel de impresion.

- Peliculas fotogréficas.
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Animales de experimentacion

Han sido empleadas un total de 194 ratas wistar (CFHB), hembras
virgenes, holoxénicas y no consanguineas. Estos animales fueron suministrados
por el animalario de la Facultad de Medicina de Alicante, situado a escasos
metros del laboratorio donde se desarrollé la investigacion. Una parte de los
animales procedia de la propia produccién del estabulario. La otra parte fue

adquirida a los proveedores habituales.

Todas las ratas eran adultas en el momento de la induccién
quirdrgica de la endometriosis, con edad préxima a los tres meses y peso entorno
a 240 gr.. Durante toda la investigacion se mantuvieron en jaulas compuestas por
una caja de plastico duro trasparente, cuya tapa superior era una rejilla de acero

inoxidable con cubiculos para depositar el alimento y el agua (Figura 12).

El lecho animal (fondo de la jaula), se compuso la mayoria de las
veces de virutas de madera. En pocas ocasiones el suelo fue de serrin, con
fragmentos mas pequefios de madera. Este suelo resulta confortable y sano para
los animales por su capacidad de absorcién de orina y heces, a la vez que facilita

la limpieza de las jaulas.

Las jaulas fueron habitadas por cinco animales, excepto cuando
parte de los sujetos de una jaula eran operados y la otra parte no, en cuyo caso
se separaban temporalmente. Es conocido el hecho de la agresividad que
muestran estos animales sobre sus congéneres al advertir inmovilidad en un

sujeto, llegando incluso a devorarse.

La alimentacién se suministré mediante disposicion "ad libitum" de
pienso cilindrico duro, elaborado mediante compresion-deshidratacién, 1o que
permite la roedura. Su composicién consta de 70.6% de hidratos de carbono,
11.1% de proteinas vegatales, 14.0% de proteinas animales, y un 4% de

vitaminas y minerales. El valor calérico medio es de 3000 calorias/Kg..
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Mediante "biberones", acoplados en la estructura metélica de la jaula, dispusieron
de agua potable a demanda.

Los cuidadores del estabulario, ademas de la limpieza y cambio de
jaulas, se encargaron de la alimentacién de los animales. El cambio de jaulas se
realiz una vez por semana. Las condiciones de estabulacion fueron de 18 a 25
grados centigrados de temperatura, con una humedad relativa de 50-60%, y con

ciclos diurnos de 12 horas de luz artificial.

Dentro del estabulario, nuestros animales se almacenaron en el Box
1. Una habitaciéon de 3 m* destinada a las ratas Wistar de la Divisién de
Ginecologia. En dicha habitacién, las jaulas fueron colocadas en estanterias
portajaulas a distintas alturas, y las condiciones de estabulacién se siguieron

estrictamente (Figura 13).
A lo largo de la investigacion se tuvieron presentes y se respetaron

rigurosamente las normas vigentes de proteccién animal, recogidas en el B.O.E.
N° 256, Disposicién General 25805 de 25-X-90.
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Figura 12. Jaula de mantenimiento.
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METODOS

Antes de iniciar el trabajo de campo en el laboratorio, acudi al
Servicio de Sanidad Exterior, de la Consejeria de Sanidad de la Comunidad
Valenciana, recabando informacién acerca de las precauciones y cuidados
sanitarios que debia seguir al manipular a los animales de experimentacién. Me
recomendaron, ademas de lavados exhaustivos después de cada sesion de trabajo,
la inmunizacién activa contra Hepatitis B, Tétanos, Tifoideas y paratifoideas.
Consejos que indudablemente segui. No recomendaron la inmunizacién inicial
antirrabica, dada la procedencia conocida de los animales, su estatus de
cautividad permanente sin contacto con otros animales y la vigilancia a que son

sometidos por los veterinarios del estabulario.

Procedimiento anestésico

Para sacar a una rata de la jaula que habitaba, se introdujo la mano
derecha en la misma, mientras la mano izquierda levantaba el techo metélico. Se
prendia la cola del animal y con un movimiento rdpido se trasladaba al animal
a la plancha de trabajo contiglia. En ese lugar se hacia a la rata apoyar sus
extremidades superiores manteniendo en el aire sus extremidades inferiores, al
tenerla suspendida de la cola con la mano derecha. La mano izquierda en ese
momento, con ayuda de una talla desechable, inmovilizaba al animal mediante
presién controlada.

Una vez inmovilizado en deciibito prono sobre la superficie rigida
de la plancha de trabajo, mediante inyeccién intramuscular en el tercio superior
de una extremidad inferior, administré 0.5-0.6 ml. de una combinacién anestésica
de Fentanilo y Droperidol (Thalamonal®). Esto supone para una rata adulta una

dosis aproximada de Fentanilo de 0.15 mg./Kg. de peso.
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Situé a la rata en una jaula de almacenamiento hasta comprobar el
estado de hipnosis por la anulacién completa del reflejo de enderezamiento,
hecho que habitualmente sucedié en el transcurso de unos 10-15 minutos.

Comprobado ésto, el paso siguiente fue pesar al animal y anotar dicho dato.

A continuacién fijé la rata a la tabla quirdrgica, en decubito supino,
mediante la aplicacion de tiras de esparadrapo en las cuatro extremidades, la cola
y el maxilar inferior. Con pinza sin dientes tiré de la lengua para exteriorizarla

y poder controlar en lo sucesivo su color.

Excepcionalmente administré una nueva dosis anestésica, si percibia
una pérdida de la letargia en el animal. Generalmente el despertar se produjo a
los 45-50 minutos de la administracién del anestésico. Antes, en los animales que
ofrecieron mas resistencia a la manipulacién. En algin caso aprecié vomitos al

recuperar la vigilia.

En ninglin caso se empled otra sustancia para sedar o analgesiar a

los animales.

Durante el periodo hipnético la vigilancia del animal se realizé
mediante observacion del color de la lengua, valoracién de la frecuencia cardiaca

por palpacién toracica y observacién de la respiracion esponténea.

La vigilancia en el postoperatorio inmediato se llevé a cabo
mediante la observacion de la respiracion espontinea y la emision de
movimientos reflejos ante determinados ruidos, como estirar y soltar el latex de
un guante. En este periodo se procedié a movilizar cuidadosa y periédicamente
al animal, para estimularlo, siempre que se observase hipotonia o hipnosis muy
profunda.
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Induccion de la endometriosis experimental

La induccién de la endometriosis experimental se realizo mediante
el método descrito por Jones (438).

La técnica quirtrgica fue limpia pero no estéril. Mientras se
esperaba la hipnosis del animal, el instrumental era introducido en un recipiente
con alcohol metilico de 96°. Antes de practicar cualquier incisién baifié toda Ia
superficie cutdnea abdominal con povidona yodada (Betadine®). No realicé

rasurado.

Anestesiado el animal y colocado en la tabla quirurgica e
inmovilizado en decubito supino, practiqué una laparotomia media de unos 3
cm., mediante tijeras de tipo Mayo, inicidndola aproximadamente un centimetro
por encima de la uretra. Se accedid a la cavidad abdominal a través de una

apertura en dos planos, uno la piel y otro el plano musculo-peritoneal.

La pélvis de estos animales estd ocupada por unos abundantes
cojinetes grasos, por lo que la identificaciéon y exposicién de los genitales
internos (ambos cuernos uterinos y ovarios) requiri6 cierta manipulacién de las

estructuras internas (Figura 14).

El siguiente paso consistié en la reseccion completa del cuerno
uterino y ovario izquierdos, hemostasiando los vasos uterinos y ovaricos

mediante electrocoagulacién bipolar.

La pieza resecada se coloco en una placa de Petri bafiada con una
pequefia cantidad de suero fisiolégico. Los bordes de la laparotomia se
aproximaron para mantener la cavidad abdominal del animal preservada de los
fenomenos de desecacién mientras se trabajaba en la placa de Petri. En esta
placa, con técnica microquirdrgica y bajo vision microscopica, procedi a la

eliminacién de la grasa del meso y a la extirpacion del ovario que seria
|

|
|
i
|
|
|
i
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desechado. Abri entonces €l cuerno uterino mediante una incisién longitudinal
por la linea de insercién del meso, procediendo al estiramiento del tejido, de

forma que se obtenia un fragmento tisular rectangular uterino.

A diferencia de otros métodos de induccién de endometriosis, el de
Jones, implanta unicamente fragmentos de endometrio y no de pared uterina
completa. Asi pués, bajo vision microscépica (25X), disequé el utero en dos

planos, separando el endometrio del perimetrio (musculo y serosa visceral).

El endometrio se corté para obtener cuatro fragmentos de 0.4 cm.
de lado (regla milimetrada). Estos fragmentos fueron implantados, mediante un
punto de sutura con Polipropileno 5/0 (Prolene®) y cuatro nudos de cirujano
(Figura 15), en la parte craneal y caudal de las paredes peritoneales derecha e
izquierda (separados 1.5 cm. de la incisién laparotomica y entre si). Para este
paso supuso una gran ayuda la separacion de las paredes abdominales lograda

mediante la tabla quirirgica que previamente habiamos disefiado y construido.

En todos los casos tuve la precaucion de que la superficie de los
implantes en contacto con el peritoneo fuese la base del endometrio, quedando

la superficie de la luz endometrial hacia la cavidad peritoneal.

La pared abdominal se cerré en dos planos (misculo-peritoneal y
piel) mediante suturas continuas con catgut 0. En el momento del cierre, de
nuevo realicé antisepsia por empapamiento de los bordes cutdneos con povidona
yodada (Betadine®).

Estadiaje de la endometriosis experimental

En la denominada laparotomia de estadiaje realicé una nueva
laparotomia media sobre la cicatriz previa con idéntica metodologia a la primera,

efectuando el estadiaje de las adherencias formadas y del crecimiento de los
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autotrasplantes endometriales en la forma que indico a continuacién.

Una mayor o menor fibrosis de las cubiertas abdominales fue la
norma. También fueron frecuentes las adherencias entre los cojinetes pélvicos
grasos y la cicatriz de la laparotomia anterior. Todo ello requirié una gran
precaucion para no lesionar estructuras. Los implantes de endometrio fueron
facilmente identificables, y las adherencias entre ellos y otras estructuras se
presentaron con mucha frecuencia. A veces fue necesario extirpar alguna
adherencia para poder acceder al implante y medirlo con exactitud. Tuve mucho

cuidado de no dafiar, especialmente, los autotrasplantes endometriales.

Estadiadas las adherencias y los implantes, cerré la incisién de igual

modo que en la primera intervencion.

valoracién del crecimiento de los autotrasplantes endometriales

Decidimos no s6lo estadiar cada implante de endometrio
autotrasplantado, sino también la endometriosis considerada por animal (suma de

los cuatro implantes de cada sujeto).

Crecimiento por implante

En nuestro Departamento, Brotons demostrd, con una metodologia
similar a la nuestra, que a los 30 dias del autotrasplante endometrial los implantes
iniciales se trasformaban en quistes o vesiculas en forma de gota que contenian
un liquido claro y seroso. Estos quistes estaban recubiertos habitualmente por una
estrecha capa de tejido conectivo, y en su luz existia un liquido rico en proteinas
con c€lulas endometriales libres y leucocitos. El quiste solia estar totalmente
revestido internamente por epitelio de tipo columnar formando glandulas
ocasionalmente. Siempre se encontraba estroma subyacente, y el masculo liso
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aparecia en cantidades variables (541). El aspecto visual de una de estas vesiculas

obtenidas por nosotros se puede apreciar en la figura 16.

En 1984 Jones establecié una clasificacion de los implantes
endometridsicos experimentales (438). Esta clasificacion de los implantes en
grados de crecimiento, con ligeras modificaciones, fue la que adoptamos para

estadiar los implantes (Tabla 10).

Pero como esta investigacién perseguia demostrar cualquier
alteracién de los implantes por efecto de un tratamiento, utilizamos también el
didmetro méximo de la vesicula como sistema de evaluacién. Ello nos permiti6
obtener datos acerca de la reduccién porcentual del tamafio de los implantes, asi
como constatar diferencias de tamafio entre implantes, que no suponian cambio
de grado en la clasificacion por grados de crecimiento (Por ¢jemplo, una vesicula
de 10 mm., y por tanto de grado III, pudo pasar tras tratamiento a tener 5 mm..
Se habria producido una reduccién del implante del 50%, pero la vesicula de 5

mm. seguiria siendo de grado III).
Consideramos implantes con mal crecimiento a los que presentaron

crecimiento grado 0 6 I, e implantes con buen crecimiento a los que tuvieron
grado II ¢ III.

Crecimiento por animal

Determinamos la cantidad de endometriosis presente en cada animal,
en un momento dado, por la suma de los valores individuales de cada uno de los

implantes colocados.

Siguiendo lo anterior, establecimos la cuantificaciéon de 1la

endometriosis por animal segin dos conceptos:
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1. Tamafio en milimetros (suma de los didmetros maximos de cada

uno de los cuatro implantes de cada animal).

2. Tamafio en grados (suma de los grados asignados a cada uno de

los cuatro implantes de cada animal).

Consideramos fallida la induccion de la endometriosis en un animal
cuando ninguno de los implantes presentd crecimiento alguno. Es decir, se

trataba de cuatro implantes de grado 0.

Valoracién de las adherencias

Las adherencias se clasificaron individualmente por implante en
cuatro grados (cero, uno, dos, tres) de menor a mayor severidad. También se
valor¢6 el cuadro adherencial por animal (suma de los grados adherenciales de
cada uno de los cuatro implantes que portaba cada animal). La tabla 11 recoge

los criterios para clasificar las adherencias por implante.

Finalmente, para integrar en un sélo dato por animal los implantes
y las adherencias, creamos un valor que contemplase la suma del tamafio en
milimetros, del tamafio en grados y del grado adherencial de los cuatro implantes

de cada animal.

De este modo, y resumiendo, estadiamos la endometriosis
experimental por implante y por animal. Por implante, clasificamos las vesiculas
y las adherencias en grados. Por animal, cuantificamos segun el tamafio en

milimetros, tamafio en grados, grado adberencial y suma de los tres pardmetros.
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Figura 14. Utero bicorne de la rata con los cojinetes grasos.
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Figura 15. Fragmento de endometrio implantado en la pared
peritoneal mediante un punto de polipropileno 5/0 y cuatro nudos.
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Figura 16. Vesicula endometriosica.
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Tabla 10. Clasificacién de los implantes en grados de crecimiento.

CRIPC

S R O T T DR e T

0 No se ve, 0 si se ve no llega a formar vesicula.

I Cualquier vesicula menor de 2 mm, o igual a

2 mm, pero en este ultimo caso solida.

11 Vesicula con liquido, menor de 4.5 mm, facil-
mente visible, pero el diametro mayor es me-

nor que el del implante original.

111 Vesicula con liquido de tamafio mayor o igual a

4.5 mm.
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Tabla 11. Clasificacion de las adherencias por implante.

STt

DESCRIPCION |

Cero Adherencias ausentes.

Uno Adherencias laxas, velamentosas,
minimas.

Dos Gruesas, bloqueando parcialmente
el implante.

Tres Adherencias gruesas bloqueando

totalmente el implante.
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Administracion de los Interferones

En el momento de iniciar la investigacién dispusimos de Interferén
alfa 2b recombinante humano, suministrado por el laboratorio Shering-Plough
(San Agustin de Guadalix. Madrid. Espafia) que lo comercializa con el nombre
de Intron A®. De igual modo, el laboratorio de especialidades médicas Serono
(Madrid. Espafia) nos proporcioné Interferén Beta humano, que comercializa
bajo la denominacién de Frone*. Ambos farmacos se presentan en viales
liofilizados con diversas cantidades de sustancia activa, listos para disolver en

uno o dos ml. de solucién salina fisiolégica.

La actividad biolégica del Interferén se mide en unidades (U). Una
unidad de Interferén corresponde a la cantidad de sustancia capaz de proteger,
en condiciones estdndar, al 50% de las células sanas de un cultivo expuesto al
efecto citopatico del virus empleado para dicha valoracién. Los viales de ambas
sustancias que nosotros empleamos fueron de 1 millén de U. Para preparar la
solucion, diluimos la sustancia activa de cada vial en 2 ml. de suero fisiolégico

estéril.

La administracion intraperitoneal de una dosis estandar de Interferén
consistio en dejar en dicha cavidad 0.2 ml de una solucién que contenia 100.000
U de la sustancia. La administracién subcutdnea de una dosis estdndar consistio
en la inyeccién de la misma cantidad de solucién en la zona lumbar del animal,

alternando derecha e izquierda al repetir las inyecciones.

Designamos como pauta corta a la administracién de una dosis de
Interferén intraperitoneal o tres dosis subcutdneas (una dosis cada 48 horas), y

como pauta larga, quince dosis subcutineas (una cada 48 horas).
La aplicacion de las sustancias comenzé en el curso de la

laparotomia, si era intraperitoneal, o a las 48 horas de la laparotomia, si se

trataba de la via subcutinea.
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Valoracién de la respuesta al tratamiento

Las denominadas laparotomia de reestadiaje y laparotomia de
reestadiaje final se realizaron para valorar el efecto de los distintos tratamientos

sobre la endometriosis experimental a corto y a largo plazo, respectivamente.

La metodologia quirirgica y la sistematica para estadiar los
implantes de endometrio autotrasplantados y las adherencias fueron idénticos a

los empleados en la laparotomia de estadiaje.

Procedimiento para el sacrificio

En el curso de la laparotomia de reestadiaje final, en todos los
casos, se procedi6 al sacrificio del animal. La sistematica de trabajo en esta

ultima laparotomia se detalla a continuacién:

Con el animal anestesiado, fijado a la mesa quirirgica y
laparotomizado, y tras llevar a cabo el estadiaje de implantes y adherencias,
procedi a la obtencién de sangre mediante puncién cardiaca transdiafragmatica
en el punto en que el latido producia mayor protrusién. Realizada la
cardiopuncion, mediante aspiracion lenta, obtuve entre 5 y 7 ml de sangre. A
continuacién, y sin sacar la aguja de su ubicacién intracardiaca, cambié la jeriga
que contenia la sangre por otra que contenia 5 ml de aire ambiente. La infusién
en embolada de estos 5 ml de aire produjo embolia gaseosa y colapso con muerte

instantdnea del animal.

Inmediatamente trasferf la sangre a tubos parafinados y centrifugué
a 3000 r.p.m. durante 10 minutos para la obtencién del suero. Este suero se
filtr6 y reparti6 en tubos de Eppendorf, que fueron refenciados mediante etiqueta
y congelados a -70° centigrados para posteriores estudios.
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En un numero importante de animales, de forma previa a la
cardiopuncién, resequé mediante diseccion microquiriirgica los implantes
incluyendo el punto de sutura utilizado para la fijaciéon. Los implantes asi
obtenidos de cada animal se introdujeron en tubos de 10 ml que contenian formol

al 10% vy, tras ser referenciados, se archivaron para posteriores estudios.

Los cadaveres se introdujeron en bolsas de plastico que se ataron y
depositaron en un arcén congelador, dispuesto para tal fin en el animalario, a la

espera de su posterior cremacion.

Registro de los datos

La cohabitacién de cinco animales por jaula hizo necesario la
creacion de un sistema de identificacion de cada uno de los cinco animales. No
servia la marca pintada, puesto que las ratas lamen hasta hacer desaparecer
cualquier colorante. Tampoco era Wtil la sefial realizada con hilos de sutura
porque la roedura los eliminaba. Incluso llegaban a soltar grapas metalicas.
Pensamos que la realizacién de cortes en las orejas podia ser el mejor sistema de
identificacion de las ratas, y asf lo hicimos. En el transcurso de la primera
laparotomia procedi a marcar cada animal, de forma que en cada jaula numerada
habia un animal con las dos orejas integras, otro con las dos orejas cortadas, otro
con corte en la oreja derecha, uno mads con corte en la oreja izquierda y
finalmente otro con un doble corte en una oreja que le conferia una forma

peculiar en trébol.

Identificado cada animal, todos los datos y observaciones obtenidos
se recogieron de manera individual y protocolizada. A continuacién se muestra
el protocolo de recogida de los datos. Es apreciable que varios de los datos de
los que se hizo acopio eran intrascendentes para los objetivos de la investigacion
propuestos, sin embargo no costd trabajo el hacerlo y quizas sean utiles en el

futuro para caracterizar mejor este modelo experimental.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

O 0 NN N R W N

L o T e e S O S T
0 N N W A W N = O

19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.
27.

186

LAPAROTOMIA DE INDUCCION

. Identificacién

. Fecha de nacimiento del animal

. Fecha de la induccién

. Edad del animal en el momento de la induccién

. Peso al inducirlo

. Anestesia en mililitros

. Duracion de la operacién de induccién.

. Despegamiento del endometrio (facil, moderada dificultad, muy dificultoso)
. Localizacién del implante I (IA, IP, DA, DP)

. Vaso peritoneal en el lugar donde se coloco el implante (si, no)
. Localizacién del implante II (IA, IP, DA, DP)

. Vaso en el implante II (si, no)

. Localizacién del implante IIT (IA, IP, DA, DP)

. Vaso en ¢l implante III (si, no)

. Localizacién del implante IV (IA, IP, DA, DP)

. Vaso en el implante IV (si, no)

. Incidencias

. Tratamiento inicial (si, no)

LAPAROTOMIA DE ESTADIAJE

Fecha de la laparotomia de valoracién
Tiempo postinduccién

Peso

Anestesia

Duracion de la laparotomia de valoracién
Vascularizacién de la pared (1, 2, 3)
Adherencias/fibrosis de pared (0, 1, 2, 3)

Tamafio del implante I
Aspecto del implante I (s6lido, liquido)
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28. Vasos en la superficie de la vesicula (si, no)

29. Relacién de la vesicula con la adherencia (libre, bloqueada, oculta)
30. Grado del implante I (0,1,II,IIT)

31. Grado de la adherencia I (0,1,2,3)

32. Relacidn de la adherencia con otras estructuras (grasa, meso, intestino)

33. Tamafio del implante IT

34. Aspecto del implante II (s6lido, liquido)

35. Vasos en la superficie de la vesicula (si, no)

36. Relacioén de la vesicula con la adherencia (libre, bloqueada, oculta)
37. Grado del implante II (0,1,I1,III)

38. Grado de la adherencia II (0,1,2,3)

39. Relacién de la adherencia con otras estructuras (grasa, meso, intestino)

40. Tamafio del implante III

41. Aspecto del implante III (sélido, liquido)

42. Vasos en la superficie de la vesicula (si, no)

43. Relacién de la vesicula con la adherencia (libre, bloqueada, oculta)
44. Grado del implante III (0,1,ILIII)

45. Grado de la adberencia III (0,1,2,3)

46. Relacién de la adherencia con otras estructuras (grasa, meso, intestino)

47. Tamafio del implante IV

48. Aspecto del implante IV (sdlido, liquido)

49. Vasos en la superficie de la vesicula (si, no)

50. Relacion de la vesicula con la adherencia (libre, bloqueada, oculta)
51. Grado del implante IV (0,1,11,IIT)

52. Grado de la adherencia IV (0,1,2,3)

53. Relacion de la adherencia con otras estructuras (grasa, meso, intestino)
54. Valoracién global de las adherencias. Numero

55. Valoracién global del tamafio de los implantes. Numero

56. Valoracién global del grado de los implantes. Namero
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Valoracion final de los tres parametros. Nimero

Incidencias

59. TRAT (INF-IP, INF-SC Pc, INF SC100 P1, No trat, INF 50, INF 200, INF
Beta).

60.

61

67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.

74.
75.
76.
77.
78.
79.
80.

81.

LAPAROTOMIA DE REESTADIAJE

Fecha de la laparotomia de respuesta inicial

. Tiempo postratamiento
62.
63.
64.
65.
66.

Peso

Anestesia

Duracién de la laparotomia de respuesta
Vascularizacién de la pared (1,2,3)
Adherencias/fibrosis en la pared (0,1,2,3)

Tamafio del implante I

Aspecto del implante I (s6lido, Liquido)

Vasos en la superficie de la vesicula (si,no)

Relacién de la vesicula con la adherencia (libre,bloqueada,oculta)
Grado del implante I (0,1,I1,11II)

Grado de la adherencia I (0,1,2,3)

Relacion de la adherencia con otras estructuras (grasa,meso,intestino)

Tamafio del implante II

Aspecto del implante II (solido,liquido)

vasos en la superficie de la vesicula (si,no)

Relacién de la vesicula con la adherencia (libre,bloqueada,oculta)
Grado del implante II (0,1,I,III)

Grado de la adherencia II (0,1,2,3)

Relacion de la adherencia con otras estructuras (grasa,meso,intestino)

Tamafio del implante III
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82. Aspecto del implante III (solido,liquido)

83. Vasos en la superficie de la vesicula (si,no)

84. Relacion de la vesicula con la adherencia (libre,bloqueada,oculta)
85. Grado del implante III (0,I,I1,III)

86. Grado de la adherencia III (0,1,2,3)

87. Relacién de la adherencia con otras estructuras (grasa,meso,intestino)

88. Tamafio del implante IV

89. Aspecto del implante IV (sélido,liquido)

90. Vasos en la superficie de la vesicula (si,no)

91. Relacién de la vesicula con la adherencia (libre,bloqueada,oculta)
92. Grado del implante IV (0,1,11,1II) |

93. Grado de la adherencia IV (0,1,2,3)

94. Relacién de la adherencia con otras estructuras (grasa,meso,intestino)

95. Valoracion global de las adherencias. Namero

96. Valoracion global del tamafio de los implantes. Numero
97. Valoracion global del grado de los implantes. Némero
98. Valoracién final de los tres parametros. Numero

99. Incidencias

LAPAROTOMIA DE REESTADIAJE FINAL Y SACRIFICIO

100. Fecha de la laparotomia de valoracién del mantenimiento de la respuesta
101. Tiempo postratamiento

102. Peso

103. Anestesia

104. Duracién de la laparotomia

105. Vascularizacién de la pared (1,2,3)

106. Adherencias/fibrosis en la pared (0,1,2,3)

107. Tamafio del implante I

108. Aspecto del implante I (sélido,liquido)
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109. Vasos en la superficie de la vesicula (si,no)

110. Relacion de la vesicula con la adherencia (libre,bloqueada,oculta)
111. Grado del implante I (0,I,I1,1II)

112. Grado de la adherencia I (0,1,2,3)

113. Relacion de la adherencia con otras estructuras (grasa, meso,intestino)

114. Tamafio del implante II

115. Aspecto del implante 11 (s6lido,liquido)

116. Vasos en la superficie de la vesicula (si,no)

117. Relacion de la vesicula con la adherencia (libre,bloqueada, oculta)
118. Grado del implante II (0,1,11,11I)

119. Grado de la adherencia II (0,1,2,3)

120. Relacién de la adherencia con otras estructuras (grasa,meso, intestino)

121. Tamafio del implante IIT

122. Aspecto del implante III (sélido,liquido)

123. Vasos en la superficie de la vesicula (si,no)

124. Relacion de la vesicula con la adherencia (libre,bloqueada, oculta)
125. Grado del implante III (0,I,1T,1II)

126. Grado de la adherencia III (0,1,2,3)

127. Relacion de la adherencia con otras estructuras (grasa,meso, intestino)

128. Tamafio del implante IV

129. Aspecto del implante IV (sé6lido,liquido)

130. Vasos en la superficie de la vesicula (si,no)

131. Relacién de la vesicula con la adherencia (libre,bloqueada,oculta)
132. Grado del implante IV (0,1,II,III)

133. Grado de la adherencia IV (0,1,2,3)

134. Relacién de la adherencia con otras estructuras (grasa,meso, intestino)
135. Valoracién global de las adherencias. Numero

136. Valoracién global del tamafio de los implantes. Nimero

137. Valoracion global del grado de los implantes. Numero
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138. Valoracion final de los tres pardmetros. Numero
139. Incidencias

140. Fallecimiento (si,no)

141. Fecha del fallecimiento

142. Dia postinduccién

143. Causa sospechada del fallecimiento

144. Hallazgos de la necropsia

145. Impresiones 1
146. Impresiones 2

147. Impresiones 3

Anadlisis estadistico de los resultados

Para la comparacién de los resultados obtenidos empleamos la

metodologia estadistica que se sefiala a continuacion.

Cuando comparamos mediciones nominales, es decir, incidencias,
utilizamos la prueba exacta de Fisher. Si se trataba de datos de intervalo, es
decir, medias, comprobamos en todos los casos si la variable seguia o0 no una
distribucién normal. La bondad de ajuste a una curva de distribuciéon normal se
establecié mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Si la variable seguia una
distribuciéon normal se comparaba mediante una prueba paramétrica, "t" de
Student. Si la variable no seguia una distribucion normal usamos una prueba no
paramétrica, Mann-Whitney en el caso de datos de muestras independientes, o

Wilcoxon en el caso de datos pareados.
Para la comparacién myltiple de datos de intervalo establecimos un

analisis de la varianza, empleando la prueba de Newman-Keuls para realizar el

contraste de hipétesis.
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En todos los casos adoptamos como limite de signicado estadistico
la probabilidad de que un hecho ocurriese por azar no mas de una vez de cada
veinte (p<0.05).

Relacion de animales empleados y laparotomias realizadas

En la tabla 12 se muestra la distribucién de los animales y
laparotomias realizadas. Analizdndola detenidamente es posible obtener
informacién adicional. De los 194 animales suministrados, fueron 171 (88.15%)
los incluidos en el estudio € integrados en cada uno de los cinco experimentos.
Las doce primeras ratas (6.18%) fueron utilizadas para ejercicio de su manejo,
adquirir habilidad en la técnica del autotrasplante y aprender a valorar, segun los
criterios establecidos, las vesiculas y las adherencias. Once animales (5.67 %),
inicialmente destinados a formar parte del material de investigacién, fueron
excluidos del estudio por causa accidental (fallecimiento antes de completar el

protocolo) o incidental (fracaso de induccidn).
Realicé 700 laparotomias en la totalidad de los animales, excluidas

las necropsias. Calculando un tiempo medio de 25 minutos por laparotomia, ello

representa unas 292 horas de tiempo quirtrgico.
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Tabla 12. Distribucién de ios animales y laparotomias

193

Volver al indice/Tornar a I'index

realizadas.

ANIMALES EMPLEADOS . . . . . .. ... .. .......

- Para adquirir experiencia .. .. ... ... ...
- Excluidos por fallecimiento . . . . . . __ ... ..
- Excluidos por fracaso de inducciéon . . ... ..
- Utilizados en el experimento 1 . _ . . . . . _ . ..
- Utilizados en el experimento 2 . . . . .. ... ..
- Utilizados en el experimento 3 . . . . ... .. ..
- Utilizados en el experimento 4 . . . . . . ... ..
- Utilizados en el experimento 5 . . _ . .. ... ..

LAPAROTOMIAS EFECTUADAS

- Para adquirir experiencia

- En animales excluidos

- En el experimento 1 _ _ ... __ ..

- En el experimento 2
- En el experimento 3

- En el experimento 4

- En el experimento 5
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RESULTADOS
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RESULTADOS

En ocho casos se produjo el fallecimiento de la rata antes de
concluir el protocolo al que estaba destinada. Ello representa una mortalidad
global del 4.12%, y una mortalidad por laparotomia efectuada del 1.14%. En
todos los casos el fallecimiento se produjo en el postoperatorio inmediato.
Ninguno de estos animales habia sufrido incidencias intraoperatorias apreciables
que justificasen el 6bito, y tampoco la necropsia presenté hallazgos significativos.
Los numeros de 6rden de las ratas fallecidas fueron 10, 31, 37, 49, 66, 67, 79
y 106.

El éxito alcanzado en la induccion experimental de la endometriosis
fue del 98.27%. Solamente tres sujetos mostraron ausencia total de crecimiento
de los cuatro fragmentos de endometrio autotrasplantados, hallandose en ellos

simplemente el punto de polipropileno que los fijaba.

En todos los animales los implantes de endometrio autotrasplantados
crecieron mas o menos, independientemente del orden en que fueron implantados
(Tabla 13).
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Tabla 13. Tamafio medio (milimetros) de las vesiculas en la valoracion inicial
(laparotomia de estadiaje), segun el orden en que fueron realizados los implantes.
Se incluyen todos los animales del estudio.

ORDEN DE TAMANO
COLOCACION X + DS
1° 411 + 2.29
2° 435 + 246
3 4.02 + 2.47
4° 4.19 + 2.61

DIFERENCIAS NS
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Homogeneidad de los grupos

El peso medio por animal, obtenido al inicio de cada laparotomia,
tanto en el grupo de control (Grupo A) como en cada uno de los grupos que
recibieron tratamiento (Grupos B, C, D, E, F, G y H), aparece en la tabla 14.
El aumento de peso fue uniforme y no hubo diferencias estadisticamente

significativas intergrupos antes ni después de administradas las terapias.

Tampoco hubo diferencias significativas en la cantidad media de
anestesico empleada para cada intervencion en el grupo de control y en los
diferentes grupos de estudio (Tabla 15).

Independientemente de que alguna intervencién aislada tuviera,
debido a la dificultad particular del caso, una duracién sensiblemente mayor que
las demas, el tiempo medio que ocupd cada laparotomia fue similar en los

diferentes grupos establecidos en esta investigacién (Tabla 16).

La impresion subjetiva de mayor o menor dificultad encontrada al
despegar el endometrio del perimetrio en el momento de la induccién de la
endometriosis experimental queda reflejada en la tabla 17. En ella se aprecia que

no existieron diferencias significativas intergrupos en este aspecto.

Tras ser inducida la enfermedad en el animal de laboratorio, la
distribucién de los implantes por grado de crecimiento encontrado en la
laparotomia de estadiaje no presento diferencias estadisticamente significativas al
comparar lo hallado en el grupo de control (Grupo A) con lo hallado en cada uno
de los grupos que recibieron posteriormente tratamiento (Grupos C, D, E, F, G
y H), ni tampoco al comparar estos tltimos entre si (Tabla 18). De igual modo
sucedi6 con la distribucion de los implantes por grado adherencial encontrado en
la laparotomia de estadiaje. Los grupos fueron homogéneos, no existiendo en este

sentido diferencias entre ellos (Tabla 19).
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Cuando consideramos el grado adherencial medio, el tamafio medio
en milimetros y en grados, y la suma de los tres parametros previos, todos ellos
obtenidos por animal en la laparotomia de estadiaje, tampoco existieron
diferencias estadisticamente significativas al comparar el grupo de control con los
grupos de estudio y estos Ultimos entre si (Tabla 20).
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Tabla 14. Peso medio por animal en gramos, obtenido en cada laparotomia, en el grupo de control (experimento 1) y en todos los
grupos de estudio (experimentos 1, 2,3, 4y 5).

LAPAROTOMIAS GRUPOA GRUPOB GRUPOC GRUPOD GRUPOE GRUPOF GRUPOG GRUPOH

X£DS X+DS X+DS X+£DS X+£DS X+£DS X+£DS X+£DS
Primera 237£36 237+£32 239+16 238+16 237+8 239+14 240+17 239+18
Segunda 273£23 274+12 275+15 273+18 272+10 273£18 273+£18 270£17
Tercera 285+26 287+17 288+20 286+15 287+18 288+16 287+17
Cuarta 296+27 294+18 296+15 300+18 299420 298+36 294+13

NEWMAN-KEULS: NS
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Tabla 15. Cantidad media de anestésico en mililitros utilizada en cada laparotomia en el grupo de control (experimento 1) y en todos

los grupos de estudio (experimentos 1, 2, 3, 4y 5).

LAPAROTOMIAS GRUPOA GRUPOB GRUPOC GRUPOD GRUPOE GRUPOF GRUPOG GRUPOH
X£DS X£DS X+DS X+DS X+DS X+DS X£DS X+DS
Primera 0.51+0.06  0.50+0.08 0.50+0.03  0.50+£0.06  0.50+0.02 0.50£0.03 0.51+0.01 0.51+0.03
Segunda 052+0.06  0.5240.07 0.51£0.08 0.52£0.10 0.53+0.07 0.53+0.01 0.53+£0.17  0.50+0.06
Tercera 0.51£0.10 0.51£0.16  0.51+0.08 0.53+0.01  0.53+0.12  0.52+0.01 0.50+0.13
Cuarta 0.51+0.07 0.52+0.08  0.51+0.13  0.50+0.05 0.50+0.01  0.50+0.03 0.50+0.05
NEWMAN-KEULS: NS
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Tabla 16. Duracion media en minutos de cada laparotomia en el grupo de control (experimento 1) y en todos los grupos de estudio

(experimentos 1, 2, 3,4y 5).

LAPAROTOMIAS GRUPOA GRUPOB GRUPOC

GRUPOD GRUPOE GRUPOF GRUPOG GRUPOH
X+DS X+DS X+£DS X+£DS X+DS X£DS X+DS X+£DS
Primera 39.90£6.89 37.50+6.12 36.36+638 36.43+5.21 38.40+522 37.20+3.34 38.80+3.91 36.20+4.10
Segunda 20.1243.15 21.14+4.20 21.73+5.78 21.60+4.42 20.00+1.81 19.73+2.40 21204648 19.53+2.99
Tercera 21.54+4.18 21.83+8.48 20.00+3.36 21.46+2.16 21.8042.51 20.46+2.41 20.93+2.01
Cuarta 17.58+3 .61 16.93+122 16.93+2.44 16.73£3.84 16.13+4.24 16.32+7.12 17.46+1.62
NEWMAN-KEULS: NS

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997

10T



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

Tabla 17. Grado de dificultad encontrado en el despegamiento del endometrio durante 1a induccioén. Comparacion entre todos los

grupos (tratados y no tratados).

DIFICULTAD GRUPO A

GRUPOB GRUPOC GRUPOD GRUPOE GRUPOF GRUPOG GRUPOH

N % N % N @®% N % N % N % N (%) N (%)
Ficil 23 (7420) 12 (60.00) 16 (53.33) 15 (50.00) 9 (60.00) 10 (66.66) 8 (53.34) 10 (66.66)
Moder. dif. 4 (1290) 4 (20.00) 6 (20.00) 10 (33.33) 3 (20.00) 2 (13.34) 4 (26.66) 3 (20.00)
Muy dif, 4 (1290) 4 (20.00) 8 (26.67) 5 (16.67) 3 (20.00) 3 (20.00) 3 (20.00) 2 (13.34)
TOTAL 31 (100.00) 20 (100.00) 30 (100.00) 30 (100.00) 15 (100.00) 15 (100.00) 15 (100.00) 15 (100.00)

Moder. dif. : Moderada dificultad
Muy dif. : Muy dificultoso

FISHER: NS
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Tabla 18. Distribucion de los implantes por grado de crecimiento encontrado en la laparotomia de estadiaje. Comparacion entre los
diversos grupos. Queda excluido de esta tabla el grupo B, que recibi6 tratamiento primario.

GRADO DE GRUPOA  GRUPOC
CRECIMIENTO N (%) N (%)

GRUPOG  GRUPOH
(o) N (%)

GRUPOD GRUPOE  GRUPOF
N (%) N % N (% N

0 11 (887) 13 (10.83) 13 (1083 2 (333 7 (1167) 5 (833) 10 (16.66)
I 8 (645) 4 (333) 10 (833 2 (333) 0 (000) 3 (5000 2 (334
Il 53 (4274) 49 (40.84) 43 (3584) 32 (5334) 33 (55.00) 34 (56.67) 26 (4333)
m 52 (4194) 54 (45.00) 54 (45.00) 24 (40.00) 20 (33.33) 18 (30.00) 22 (36.67)
TOTAL 124 (100.00) 120 (100.00) 120 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00)
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Tabla 19. Distribucion de los implantes por grado adherencial encontrado en la laparotomia de estadiaje. Comparacion entre los
diversos grupos. Queda excluido de esta tabla el grupo B, que recibi6 tratamiento primario.

GRADO GRUPOA GRUPOC GRUPOD GRUPOE GRUPOF GRUPOG GRUPOH
ADHERENCIAL N (%) N (%) N (%) N % N (%) N (%) N (%)

CERO 7 (565 7 (583) 7 (583) 2 (333) 2 (333) 4 (666) 5 (833)
UNO 42 (3387) 49 (40.83) 46 (3833) 20 (33.33) 25 (41.66) 25 (41.66) 22 (36.67)
DOS 50 (4032) 36 (30.00) 42 (35.00) 20 (3333) 15 (25.00) 18 (30.01) 17 (28.33)
TRES 25 (20.16) 28 (2334) 25 (2084) 18 (3001) 18 (3001) 13 (21.67) 16 (26.67)

TOTAL 124 (100.00) 120 (100.00) 120 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00)

FISHER: NS
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Tabla 20. Grado adherencial medio, tamafio medio en milimetros y grados y suma de los tres parametros, obtenidos por animal en la
laparotomia de estadiaje. Comparacion entre los diversos grupos. Queda excluido de ésta tabla el grupo B que recibi6 tratamiento

primario.

LAPAROTOMIAS GRUPO A GRUPO C GRUPO D GRUPOE GRUPO F GRUPO G GRUPO H
X+DS X+£DS X£DS X£DS X+£DS X+£DS X£DS
Grado adher. 7.00£2.20 6.80£1.71 6.23+2.06 7.60+2.38 7.26+1.86 6.66+2.16 6.80+3.21
Milimetros 17.29+6.74 19.71+7.81 18.08+9.20 16.43+3.63 17.56+4.56 16.23+£5.31 16.70+5.84
Grados 8.70+£1.98 9.20+2.28 8.73+£2.76 9.20+1.20 8.40+2.29 8.33£2.55 8.86+2.69
Suma param. 32.67+9.98 35.48+10.41 32.98+12.29  33.26%6.65 33.23+8.21 31.90£9.45  32.36+8.27

Grado adher. : Grado adherencial

NEWMAN-KEULS: NS

Suma param. : Suma de parametros
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Primer experimento: Establecimiento de un grupo control de evolucién
espontinea de Jos implantes. Investigacién del efecto de una dosis estindar
intraperitoneal de Interferén alfa 2b en el momento de la induccién.

Una representacioén esquematica de este experimento, tal y como se

ejecutd, se puede ver en la figura 17.

Respecto al grupo A (grupo de control, animales no tratados), los
resultados hallados fueron los siguientes:

La distribucién de los implantes por grado de crecimiento no cambio
de forma significativa a los 60 dias (laparotomia de reestadiaje) ni a los 120 dias
(laparotomia final) de la valoracién inicial (laparotomia de estadiaje) (Tabla 21).
No obstante, algunas vesiculas sufrieron cambios. Asi en la tabla 22 se analiza,
de forma detallada, la modificacién del grado de los implantes desde la
laparotomia de estadiaje hasta la laparotomia final. En ella observamos una
mayor tendencia de las vesiculas a permanecer estables en los grados extremos

(0 y III), existiendo una mayor variabilidad en los grados intermedios (I y II).

Aunque la distribucién de los implantes por grado adherencial no
cambié de forma estadisticamente significativa en las distintas laparotomias
(Tabla 23), si se encontraron diferencias cuando el grado adherencial se
considerd por animal. Esto se aprecia en la tabla 24, donde se objetiva un
aumento en €l grado adherencial medio por animal a medida que se suceden las
intervenciones, llegando a ser las diferencias estadisticamente significativas al
comparar lo hallado en la valoracién inicial (laparotomia de estadiaje) con lo
hallado en la valoracién final (laparotomia final) (p <0.05). Este incremento en
el grado adherencial por animal al sucederse las laparotomias propicié que, a
pesar de no existir modificacién en el tamafio medio de la endometriosis (tanto
en milimetros como en grados), el valor medio por animal resultante de la suma
del tamafio de los cuatro implantes y el grado adherencial de los mismos, fuese

significativamente mayor en la valoracién final (laparotomia final) que en la
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inicial (laparotomia de estadiaje).

Cuando sumamos el didmetro mayor de los 124 implantes realizados
a estos 31 animales y comparamos dicho valor en cada una de las tres
laparotomias, observamos que se produjo una reduccion, con respecto al valor
inicial (estadiaje) (536 mm), del 1.40% en la laparotomia de reestadiaje (528.5
mm), y un incremento del 1.96% en la laparotomia final (546.5 mm). Del
mismo modo, cuando sumamos el grado de crecimiento asignado a cada uno de
los 124 implantes realizados a estos 31 animales y comparamos los valores asi
obtenidos en cada una de las tres laparotomias, apreciamos incrementos del
1.85% en la laparotomia de reestadiaje y del 2.59% en la laparotomia final con
respecto a la valoracién inicial (laparotomia de estadiaje). En la figura 18 se
muestra una imagen ilustrativa de ese escaso cambio en la cantidad global de la

endometriosis presente en este grupo.

Respecto al grupo B (animales que recibieron tratamiento en el
momento de la induccién de la endometriosis), los resultados haltados fueron los
siguientes:

Al comparar el grupo B con el grupo de control (grupo A) en el
momento de la valoracién de la endometriosis conseguida (laparotomia de
estadiaje), no fue posible encontrar diferencias significativas en la distribucién

de los implantes por grado de crecimiento (Tabla 25).

La distribucién de los implantes por grado adherencial mostré una
menor tendencia en el grupo B a presentar grados adherenciales mas severos que
en el grupo A. No obstante, las diferencias sélo alcanzaron significacién
estadistica para las adherencias de grado Dos (p <0.05) (Tabla 26).

Considerada la enfermedad no por implante sino por animal, ni el
grado adherencial medio, ni el tamafio medio en milimetros o en grados, ni el
valor medio resultante de la suma de los tres parametros previos fueron diferentes

en el grupo B (tratado) con respecto al grupo A (control) (Tabla 27).
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Figura 17. Representacién esquematica del experimento 1.
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Tabla 23. Experimento 1. Grupo A (animales no tratados).
Distribuciéon de los implantes por grado adherencial en las
laparotomias de estadiaje, reestadiaje y final.
GRADO Estadiaje Reestadiaje Final
AHERENCIAL N (%) N (%) N (%)
Cero 7 (5.65) 7 (5.65) 6 (4.84)
Uno 42  (33.87) 34 (27.42) 34 (27.42)
Dos 50 (40.32) 58 (46.77) 50 (40.32)
Tres 25 (20.16) 25  (20.16) 34 (27.42)
TOTAL 124 (100.00) 124 (100.00) 124 (100.00)

Fisher: Diferencias NS.
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laparotomias de estadiaje, reestadiaje y final.
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GRADO DE Estadiaje Reestadiaje Final
CRECIMIENTO N (%) N (%) N (%)
0 11 (8.87) 10 (8.06) 12 (9.68)
| 8 (6.45) 10 (8.08) 8 (6.45)
I 53 (42.74) 47 (37.91) 43 (34.68)
i 52 (41.94) 57 (45.97) 61 (49.19)
TOTAL 124 (100.00) 124 (100.00) 124(100.00)

Fisher: Diferencias NS.
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Tabla 22. Experimento 1. Grupo A (animales no tratados). Modificacién del
grado de los implantes desde la laparotomia de estadiaje hasta la
laparotomia final.

GRADO FINAL
GRADO 0 | I 1 TOTAL
INICIAL N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
0 [8 (72.73)]0 ( 0.00) 3 (27.27) 0 ( 0.00) | 11 ( 8.87)

| 1 (12.50)| 4 (50.00)|3 (37.50) 0 ( 0.00) | 8 ( 6.45)
I 3 ( 5.66) 4 ( 7.55) 84(64.15)|12(22.64) | 53 (42.74)
11 0 ( 0.00) 0 (000 3 ( 5.77)] 49 (94.23)| 52 (41.94)

TOTAL 12 ( 9.68) 8 ( 6.45) 43 (34.68) 61 (49.19) |124 (100.0)

Fisher: Diferencias NS. entre los totales.

0 Implantes que permanecieron inalterados.
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Tabla 24. Experimento 1. Grupo A (animales no tratados). Grado
adherencial medio, tamano medio en milimetros y grados, y suma de los
tres parametros, obtenidos por animal en cada una de las tres

laparotomias.

Estadiaje Reestadiaje Final

X = DS X = DS X = DS
Grado adherencial * 7.00+2.20 7.29+2.10 7.61x2.04
Milimetros 17.29+6.74 17.04+7.44 17.62+7.51
Grados 8.70+1.98 8.87+2.24 8.93+2.51
Suma parametros * 32.67+9.98 33.53+10.51 34.17+10.94

*
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Figura 18. Experimento 1. Grupo A (animales no tratados).
Modificacién de la suma del tamafo de todos los implantes.
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Tabla 25. Experimento 1. Distribucién de los implantes por grado de
crecimiento encontrado en la laparotomia de estadiaje. Comparacién

entre los animales tratados en el momento de la induccién (grupo B)
y el grupo control de animales no tratados (grupo A)

GRADO DE Grupo B Grupo A Fisher
CRECIMIENTO N (%) N (%) P
0 10 (12.50) 11 (8.87) NS
| 10 (12.50) 8 (6.45) NS
i 24  (30.00) 53 (42.74) NS
1l 36  (45.00) 52 (41.94) NS
TOTAL 80  (100.00) 124  (100.00)
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Tabla 26. Experimento 1. Distribuciéon de los implantes por grado
adherencial encontrado en la laparotomia de estadiaje.
Comparacion entre los animales tratados en el momento de la
induccion (grupo B) y el grupo control de animales no tratados
(grupo A).
GRADO Grupo B Grupo A Fisher
ADHERENCIAL N (%) N (%) P
Cero 5 (6.25) 7 (5.65) NS
Uno 37 (46.25) 42  (33.87) NS
Dos 18 (22.50) 50 (40.32) p<0.05
Tres 20 (25.00) 25 (20.16) NS
TOTAL 80 (100.00) 124 (100.00)
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Tabla 27. Experimento 1. Grado adherencial medio, tamafno medio en
milimetros y grados y suma de los tres parametros, obtenidos por animal.
Comparacion entre los animales tratados en el momento de la induccién

(grupo B) y el grupo control de animales no iratados (grupo A).

Grupo B Grupo A t-Student

X + DS X = DS P
Grado il 6.65+2.41 7.00%2.20 NS *
Milimetros 16.95+6.43 17.29+6.74 NS
Grados 8.30+2.81 8.70+1.98 NS
gg%ggos 31.90+9.50 82.67+9.98 NS

* Mann-Whitney.
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Segundo experimento: Determinacion del efecto de pautas cortas de

tratamiento con Interferén alfa 2b. Determinacién de la via de

administracion mds efectiva. Estudio de la farmacodinamia sobre la

enfermedad.

La figura 19 ofrece una representacion esquematica del experimento

dos, tal y como se llevé a cabo.

Respecto al grupo C (animales tratados tras el estadiaje con una
dosis estindar de Interferén alfa 2b intraperitoneal), los resultados hallados

fueron los siguientes:

Al comparar la distribucion de los implantes por grado de
crecimiento encontrado en las laparotomias de estadiaje (antes del tratamiento)
y final (120 dias después del tratamiento) (Tabla 28), se aprecia un aumento del
porcentaje de implantes con mal crecimiento y una disminucién de los implantes
con buen crecimiento en la laparotomia final. Las diferencias fueron

significativas para las vesiculas de grado 0 y II.

La distribucién de los implantes por grado adherencial no se vié
afectada en este grupo por efecto del tratamiento (Tabla 29).

Considerando la endometriosis por animal (Tabla 30), todavia fue
mas evidente el beneficio del tratamiento, apreciandose, al comparar lo
encontrado antes y después de administrado el mismo, diferencias altamente
significativas en el tamafio medio y suma de parametros. Sin embargo, el grado

adherencial medio por animal permaneci6 inalterado.

Cuando sumamos el didmetro mayor de los 120 implantes realizados
a estos 30 animales del grupo C, observamos que se produjo una reduccién del
24.73% en la valoracién final (después del tratamiento) (laparotomia final) con
respecto al valor inicial (antes del tratamiento) (laparotomia de estadiaje). De
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forma similar, cuando sumamos el grado de crecimiento asignado a cada uno de
los 120 implantes realizados a estos 30 animales, observamos una reduccién del
20.29% en el valor obtenido posteriormente al tratamiento con respecto al valor
obtenido previamente al mismo. Gréaficamente la figura 20 refleja estos Gltimos
datos.

Respecto al grupo D (animales tratados tras el estadiaje con tres
dosis estiandar de Interferén alfa 2b por via subcuténea), los resultados hallados

fueron los siguientes:

La distribucién de los implantes por grado de crecimiento
encontrado antes (estadiaje) y después del tratamiento (final) mostré un
incremento altamente significativo de los grados 0 (p <0.001) y una disminucién
de los grados I, IT y IIT que no alcanzé significacién estadistica (Tabla 31). Sin
embargo, al analizar los implantes segin su distribucién en mal crecimiento
(grados 0 y I) o buen cremiento (grados IT y III) las diferencias fueron

significativas.

En la tabla 32 se refleja la distribucién de los implantes segun el
grado adherencial encontrado antes (estadiaje) y después del tratamiento (final).
En conjunto se aprecia también, posteriormente al tratamiento, una tendencia
hacia la disminucién de grado, siendo las diferencias estadisticamente

significativas para los implantes de grado uno y tres.

Al considerar la endometriosis por animal (Tabla 33), tanto el
tamafio medio de la enfermedad como la suma de grado adherencial medio y
tamafio medio, experimentaron después del tratamiento disminuciones altamente
significativas. No ocurri6 lo mismo con el grado adherencial medio, para el que
no fue posible hallar diferencias estadisticamente significativas por efecto de la

terapia.

Se produjo en este grupo D, después de administrado el tratamiento,
una disminucién del tamafio global de la enfermedad del 22.67% cuando se
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consider6 la suma del didmetro mayor de todos los implantes, y del 22.91%
cuando fue la suma de los grados de crecimiento asignados a cada implante la
que se tuvo en cuenta. El histograma de la figura 21 representa graficamente

estos hechos.

Finalizada la exposicion de los resultados obtenidos por efecto de
las pautas cortas de Interferén alfa 2b via intraperitoneal (grupo C) y subcutanea
(grupo D), realizamos, para determinar la via de administracién més efectiva,
una comparacion miltiple entre los grupos A (control), C (Interferén
intraperitoneal) y D (Interferén subcutdneo), respecto al grado adherencial medio,
tamafio medio en milimetros y grados, y suma de los tres parametros, obtenidos
por animal después de administrado el tratamiento (laparotomia final) (Tabla 34).
Esta comparacién mostré una reduccion estadisticamente significativa del tamafio
medio de la endometriosis en los grupos tratados con respecto al grupo control,
sin que se apreciaran diferencias en este sentido entre una y otra vias de
administracion. Por contra, el grado adherencial medio fue menor en el grupo
tratado por via subcutdnea (grupo D) que en el tratado por via intraperitoneal
(grupo C) y en el grupo control (grupo A), alcanzando las diferencias
significacion estadistica.

Respecto al estudio de la dindmica de actuacién del farmaco sobre

la endometriosis experimental, hallamos los siguientes resultados:

En la tabla 35 se evalda la modificacién de los valores obtenidos por
la suma del tamafio en grados y en milimetros de todos los implantes al sexto,
duodécimo y vigésimo dias postratamiento, con respecto a los valores obtenidos
antes de aplicada la terapia (estadiaje) en el grupo C (Interferén alfa 2b
intraperitoneal). Esta tabla pone de manifiesto que en los 10 animales
laparotomizados a los 6 dias de haber recibido el farmaco, existié una reduccion
de la suma del tamafio de todos los implantes del 28.73% si se valoraba en
grados, y del 33.42% cuando la cuantificacién era en milimetros. El grupo
intervenido a los 12 dias presenté una disminucién del tamafio en grados del

19.77%, y del 33.42% del tamafio en milimetros. Los 10 animales restantes,
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operados a los 20 dias tras la administracion del tratamiento, mostraron
disminuciones del tamafio en grados y milimetros del 20.79% y 19.91%
respectivamente.

Contrariamente, en las ratas tratadas con tres dosis de Interferon alfa
2b subcutaneo (grupo D), encontramos reducciones en grados y milimetros al
sexto dia del 8.99% y 12.90%, al duodécimo dia del 19.05% y 13.74% vy al
vigésimo dia del 20.79% y 17.61% respectivamente (Tabla 36).

Integrando estos resultados con los obtenidos para cada grupo en la
laparotomia final (120 dias tras el tratamiento) elaboramos las figuras 22 y 23.
Estos diagramas de lineas ofrecen una vision clara de la dindmica de la respuesta.
La via intraperitoneal mostré un efecto méximo inicial que fue disminuyendo
hasta el vigésimo dia. A partir de entonces, un porcentaje de disminucién del 20-
25% se mantuvo durante por lo menos 120 dias (Figura 22). De forma distinta,
la via subcutdnea presentd un efecto minimo inicial que aumenté hasta el
vigésimo dia, momento en el que se alcanzd una meseta de reduccién del 20-25%

que se mantuvo hasta por lo menos el dia 120 (Figura 23).
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Tabla 28. Grupo C (animales tratados tras el estadiaje con una dosis
de 100.000 U. de Interferén alfa 2b intraperitoneal). Distribucién de
los implantes por grado de crecimiento encontrado en las
laparotomias de estadiaje y final (antes y después del tratamiento).

GRADO DE Estadiaje Final P
CRECIMIENTO N (%) N (%) Fisher

0 13 (10.83) 29 (24.17) p<0.01

| 4 (3.33) 10 (8.33) NS

I 49 (40.84) 33 (27.50) p<0.05

1 54 (45.00) 48 (40.00) NS
Total 120 (100.00) 120 (100.00)
Mal crec. 17 (14.16) 39 (32.50) p<0.005
Buen crec. 103 (85.84) 81 (67.50) p<0.05

Mal crec. : Mal crecimiento
Buen crec. : Buenh crecimiento
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Tabla 29. Experimento 2. Grupo C (animales tratados tras el
estadiaje con una dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b
intraperitoneal). Distribucién de los implantes por grado adherencial
encontrado en las laparotomias de estadiaje y final (antes y después
del tratamiento).

GRADO Estadiaje Final P

ADHERENCIAL N (%) N (%) Fisher
Cero 7 (5.83) 8 (6.67) NS
Uno 49  (40.83) 43  (35.83) NS
Dos 36  (30.00) 38 (31.67) NS
Tres 28  (23.34) 31  (25.83) NS
Total 120  (100.00) 120 (100.00)
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Tabla 30. Experimento 2. Grupo C (animales tratados tras el estadiaje
con una dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b intraperitoneal).
Grado adherencial medio, tamafo medio en milimetros y grados y suma

de los tres parametros, en las laparotomias de estadiaje y final (antes y
después del tratamiento).

Estadiaje Final
X * DS X + DS P
Grado adherencial 6.80+1.71 7.083+2.23 ** NS
Milimetros 19.71x7.81 14.86+7.98 * p<0.001
Grados 9.20+2.28 7.33x3.14 * p<0.001
Suma parametros 35.48+10.41 28.90+11.16 * p<0.001

** Wilcoxon.
* t-Student.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

225

Tamarno

700 700

600 600

500

500

400

400

300

300

200

200

100 100

Estadiaje Final

Laparotomias

.Grados . Milimetros

Figura 20. Experimento 2. Grupo C (animales tratados iras el estadiaje
con una dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b intraperitoneal).
Modificacién de la suma del tamano de todos los implantes, antes
(estadiaje) y después del tratamiento (final).
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Tabla 31. Experimento 2. Grupo D (animales tratados tras el
estadiaje con tres dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b
subcutaneas). Distribucién de los implantes por grado de
crecimiento encontrado en las laparotomias de estadiaje y final
(antes y después del tratamiento).

GRADO DE Estadiaje Final P
CRECIMIENTO N (%) N (%) Fisher
0 13 (10.83) 37 (30.83) p<0.001
i 10 (8.33) 9 (7.50) NS
1 43 (35.84) 31  (25.83) NS
I 54 (45.00) 43 (35.84) NS
Total 120 (100.00) 120 (100.00)
Mal crec. 23 (19.16) 46 (38.33) p<0.01
Buen crec. 97 (80.84) 74 (61.67) p<0.05

Mal crec. : Mal crecimiento
Buen crec.: Buen crecimiento
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Tabla 32. Experimento 2. Grupo D (animales tratados tras el
estadiaje con tres dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b
subcutaneas). Distribucién de los implantes por grado adherencial
encontrado en las laparotomias de estadiaje y final (antes y después
del tratamiento).

GRADO Estadiaje Final P

ADHERENCIAL N (%) N (%) Fisher
Cero 7 (5.83) 8 (6.67) NS
Uno 46 (88.33) 63 (52.50) p<0.05
Dos 42 (835.00) 34 (28.33) NS
Tres 25 (20.84) 15 (12.50) p<0.05
Total 120 (100.00) 120 (100.00)
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Tabla 33. Experimento 2. Grupo D (animales tratados tras el estadiaje
con tres dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas).
Grado adherencial medio, tamano medio en milimetros y grados y
suma de los tres pardmetros, en las laparotomias de estadiaje y final
(antes y después del tratamiento).

Estadiaje Final
X = DS X = DS P
Grado adherencial 6.23+2.06 5.93+1.70 ** NS
Milimetros 18.08+9.20 13.98+9.49 * p<0.001
Grados 8.73x2.76 6.73+3.85 * p<0.001
Suma pardmetros 32.98+x12.29 26.61+13.96 * p<0.001
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Figura 21. Experimento 2. Grupo D (animales tratados tras el estadiaje
con tres dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas.
Modificaciéon de la suma del tamano de todos los implantes, antes
(estadiaje) y después del tratamiento (final).
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Tabla 34. Experimento 2. Grado adherencial medio, tamafio medio en
milimetros y grados y suma de los tres parametros, en el momento de la
laparotomia final. Comparacién entre los grupos A (grupo control), C
(Interferén intraperitoneal tras estadiaje en pauta corta) y D (Interferén
subcutaneo tras estadiaje en pauta corta).

Grupo C Grupo A Grupo D

X = DS X = DS X = DS
Grado adherencial * 7.03+x2.283 7.61x2.04 ** 593+1.70
Milimetros 14.86+7.98 * 17.62+7.51 * 13.98+9.49
Grados 7.33x3.14 * 8.93+x2.51 * 6.73+3.85
Suma parametros 28.90+x11.16 * 34.17x10.94 * 26.61%13.96

Newman-Keuls: * p<0.05, ** p<0.001

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticas entre ellos. Situados a la izquierda de los valores de la
primera columna indican diferencias estadisticas entre éstos y los
valores de la Ultima columna y la misma fila.
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Tabla 35. Experimento 2. Modificaciéon de la suma del tamafho en grados y

milimetros de los implantes, al sexto, duodécimo y vigésimo dias

postratamiento, en los animales del grupo C (Una dosis de 100.000 U. de

Interferén alfa 2b intraperitoneal, tras el estadiaje).

6° DIA Estaﬁdiaje Hees}adiaje Modificacién
E E %
Grados 94 67 - 28.73
Milimetros 194 116.5 - 39.95
12° DIA
Grados 86 69 -19.77
Milimetros 191.5 127.5 - 33.42
20° DIA
Grados 96 70.5 - 20.79
Milimetros 206 165 - 19.91

E: Suma de los valores individuales de cada uno de los 40 implantes
colocados en los 10 animales de cada grupo.
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Tabla 36. Experimento 2. Modificacién de la suma del tamano en grados y
milimetros de los implantes, al sexto, duodécimo y vigésimo dias
postratamiento, en los animales del grupo D (3 dosis de 100.000 U. de
Interferén alfa 2b subcutaneas, tras el estadiaje).

6° DIA Estadiaje Hees}adiaje Modificacion
E E %
Grados 89 81 - 8.99
Milimetros 190 165.5 -12.90
12° DIA
Grados 84 68 - 19.05
Milimetros 156.5 135 - 13.74
20° DIA
Grados 89 70.5 - 20.79
Milimetros 196 161.5 - 17.61

E: Suma de los valores individuales de cada uno de los 40 implantes
colocados en los 10 animales de cada grupo.
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Figura 22.Experimento 2. Porcentaje de reduccién de la suma del tamano
de los implantes con relacién al tiempo transcurrido postratamiento, en
los animales del grupo C (Una dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b
intraperitoneal, tras el estadiaje).
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Figura 23. Experimento 2. Porcentaje de reduccién de |la suma del
tamano de los implantes con relacién al tiempo transcurrido
postratamiento, en los animales del grupo D (tres dosis de 100.000 U. de
Interferén alfa 2b subcutaneas, tras el estadiaje).
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Tercer experimento: Investigacion del efecto de una pauta larga de
tratamiento con Interferén alfa 2b.

En la figura 24 aparece una representacién esquematica de la forma

en que se llevé a cabo el tercer experimento.

Los resultados hallados en el grupo E (animales tratados tras el
estadiaje con 15 dosis estindar de Interferén alfa 2b por via subcutinea) fueron
los siguientes:

Al comparar la distribucién de los implantes por grado de
crecimiento encontrado antes del tratamiento (estadiaje), 30 dias tras la
finalizacién del mismo (reestadiaje) y 60 dias mas tarde (final), se observa una
tendencia importante hacia la disminucién de grado por efecto de la terapia
(Tabla 37). Las diferencias entre lo encontrado antes (estadiaje) y después del
tratamiento (reestadiaje y final) fueron significativas, sin embargo no se alcanzé

diferencia significativa entre estas dos tiltimas valoraciones.

La tabla 38 trata de reflejar la dindmica de modificacién en el grado
de los implantes desde la valoracién previa al tratamiento hasta la valoracion
final postratamiento. Aparecen en esta tabla destacados los implantes que
tuvieron el mismo grado inicial (antes del tratamiento) y final (después del
tratamiento). Apreciamos que los dos implantes con grado O inicial
permanecieron finalmente en dicho grado. Los dos implantes con grado I pasaron
a grado 0. Casi el 70% de los de grado II pasaron a grados inferiores, la mayoria
a grado 0. El 62.5% de los implantes con grado III disminuyeron finalmente de
grado.

El grado adherencial por implante no sufrié modificacién a lo largo

del experimento (Tabla 39), como tampoco lo hizo al ser evaluado por animal
(Tabla 40).
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Cuando consideramos la endometriosis por animal, el tamafio medio
y la suma de tamafio y grado adherencial medios sufrieron importantes
disminuciones tras la administracion del tratamiento. La tabla 40 revela que hubo
en este sentido diferencias altamente significativas entre lo hallado en la
laparotomia de estadiaje (antes del tratamiento) y lo hallado en las laparotomias
de reestadiaje y final (30 y 90 dias tras la finalizacion de la terapia

respectivamente), pero no al comparar estas dos tultimas entre si.

Con la pauta de tratamiento empleada en este grupo E, el tamafio
global de la endometriosis, considerado por la suma de los didmetros mayores
de los 60 implantes, disminuyé en un 30.63% a los 30 dias de finalizada la
terapia (laparotomia de reestadiaje), y en un 42.80% 60 dias mas tarde

(laparotomia final). La figura 25 representa de forma grafica estos resultados.

En la tabla 41 comparamos los grupos A (grupo control), D (3 dosis
de Interferon alfa 2b subcuténeas) (pauta corta) y E (15 dosis de Interferén alfa
2b subcutaneas) (pauta larga) en cuanto al grado adberencial medio por animal,
el tamafio medio en milimetros y grados, y la suma de los tres pardmetros,
encontrados en la laparotomia final. Las diferencias entre los distintos grupos
fueron notorias en estos aspectos. El grado adherencial medio en las ratas que se
trataron con pauta corta fue inferior que en las que recibieron pauta larga
(p<0.005) y que las pertenecientes al grupo control (p <0.001). Entre los dos
ltimos grupos no hubo diferencias significativas. Los grupos tratados (D y E)
presentaron tamafios medios de endometriosis por animal significativamente
menores que €l grupo control. Existieron diferencias en el tamafio medio de la
endometriosis por animal entre los grupos tratados con una u otra pauta, siendo
menores los valores encontrados en el grupo E, pero solo las diferencias halladas

en el tamafio medio en milimetros alcanzaron significacién estadistica (p <0.05).
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Figura 24. Representacién esquematica del experimento 3.
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Tabla 37. Experimento 3. Grupo E (animales tratados tras el estadiaje
con 15 dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas).
Distribucion de los implantes por grado de crecimiento en las
laparotomias de estadiaje (antes del tratamiento), reestadiaje (30
dias tras la finalizacién del tratamiento) y final (90 dias tras la
finalizacién del tratamiento).

GRADO DE Estadiaje Reestadiaje Final
CRECIMIENTO N (%) N (%) N (%)
0 *kk D (3.83) ** 16 (26.67) 24 (40.00)
I 2 (3.83) * 10 (16.67) 7 (11.67)
Il * 32 (53.34) 22 (36.66) 15 (25.00)
I 24 (40.00) * 12 (20.00) 14 (23.33)
TOTAL 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00)

Fisher: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de
los valores de la primera columna indican diferencias estadisticas entre
éstos y los valores de la Gltima columna y la misma fila.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

239

Tabla 38. Experimento 3. Grupo E (animales tratados tras el estadiaje con
15 dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b subcuténeas). Modificacién del
grado de los implantes desde la laparotomia de estadiaje (antes del

tratamiento) hasta la laparotomia final (90 dias tras la finalizacién del
tratamiento).

GRADO FINAL

GRADO 0 | Il 1 TOTAL
INICIAL N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)

0 2 (100.0)| 0 (0.00) 0 (0.00) 0O (0.00) | 2 (3.33)

| 2 (100.0)| 0 (0.00) |0 (0.00) 0 (0.00) 2 (3.33)
I 19 (59.87) 3 (9.37) | 5 (15.68) |5 (15.63) | 32 (53.34)
il 1 (4.17) 4 (16.67) 10(41.66)] 9 (37.50)| 24 (40.00)

TOTAL 24 _(40.00) 7 (11.67) 15(25.00) 14 (23.33) | 60 (100.00)

Fisher: * p<0.05, ** p<0.01 entre
los totales.

[0 Implantes que permanecieron inalterados.
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Tabla 39. Experimento 3. Grupo E (animales tratados con 15 dosis
de 100.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas). Distribucién de
los implantes por grado adherencial en las laparotomias de
estadiaje (antes del tratamiento), reestadiaje (30 dias tras la
finalizacién del tratamiento) y final (90 dias tras la finalizacién del
tratamiento).
GRADO Estadiaje Reestadiaje Final
AHERENCIAL N (%) N (%) N (%)
Cero 2 (3.33) 2 (3.33) 0 (0.00)
Uno 20 (33.33) 23 (38.33) 23 (38.33)
Dos 20 (33.33) 18 (30.00) 22 (36.67)
Tres 18 (30.01) 17 (28.34) 15 (25.00)
TOTAL 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00)
Fisher NS.
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Tabla 40. Experimento 3. Grupo E (animales tratados con 15 dosis de
100.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas). Grado adherencial medio,
tamano medio en milimetros y grados y suma de los tres parametros,
obtenidos por animal en cada una de las tres laparotomias (Estadiaje:
antes del tratamiento. Reestadiaje: 30 dias tras la finalizacién del
tratamiento. Final: 90 dias tras la finalizacién del tratamiento).

Estadiaje Reestadiaje Final

X = DS X = DS X = DS
Grado adherencial 7.60+2.38 7.33x1.29 7.46+1.45
Milimetros * 16.483x£3.63 * 10.23x5.41 9.40+5.96
Grados * 9.20+x1.20 * 6.00x2.97 5.26+3.26
Suma parametros *% 33.283+x6.65 *x 23.56x9.21 22.40+x10.59

* p<0.0001, ** p<0.00001

Los asteriscos situados enire dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de
los valores de la primera columna indican diferencias estadisticas
entre éstos y los valores de la Gltima columna y la misma fila.
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Figura 25. Experimento 3. Grupo E (animales tratados con 15 dosis de
100.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas). Modificacién de la suma
del tamano de todos los implantes, desde la valoracion realizada antes del
tratamiento (estadiaje), 30 dias tras la finalizacién del tratamiento
(reestadiaje) y 90 dias tras la finalizacion del tratamiento (final).

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

243

Tabla 41. Experimento 3. Grado adherencial medio, tamano medio en
milimetros y grados y suma de los tres parametros, en el momento de la
laparotomia final. Comparacién entre los grupos A (grupo control)
(experimento 1), D (3 dosis de 100.000 U. de Interferén alfa 2b
subcutaneas) (experimento 2) y E (15 dosis de 100.000 U. de Interferén alfa
2b subcuténeas) (experimento 3).

Grupo E Grupo A Grupo D

X = DS X = DS X = DS
Grado adherencial ** 7.46+1.45 7.61x2.04 *** 593+1.70
Milimetros * 9.40+x5.96 ***17.62+7.51 * 13.98%+9.49
Grados 5.26+3.26 *** 8.,983+2.51 * 6.73£3.85
Suma parametros 22.40+10.59 **34,17+10.94 * 26.61+13.96

* p<0.05. ** p<0.005. *** p<0.001.

Los asteriscos situados enire dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de los
valores de la primera columna indican diferencias estadisticas entre
éstos y los valores de la Ultima columna y la misma fila.
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Una representacion esquematica de la forma en que se ejecuté este

cuarto experimento se muestra en la figura 26.

Respecto al grupo F (animales tratados tras el estadiaje con 15 dosis
de 50.000 U. de Interferén alfa 2b por via subcuténea), los resultados hallados

fueron los siguientes:

La distribucién de los implantes por grado de crecimiento, tendid
a la reduccion de grado, observandose diferencias significativas entre lo
encontrado en la laparotomia de estadiaje (antes del tratamiento) y lo hallado en
las laparotomias de reestadiaje y final (después del tratamiento) (Tabla 42). Sin

embargo, no hubo diferencias en este sentido entre las dos wltimas laparotomias.

Al analizar la dindmica de modificacion del grado de los implantes
desde la valoracién inicial (antes del tratamiento) hasta la final (después del
tratamiento) se aprecia lo siguiente (Tabla 43). Ningin implante aumenté de
grado después de recibido el tratamiento. El 55% de las vesiculas con grado II
inicial y el 90% de las de grado II disminuyeron finalmente de grado,
alcanzando grado 0 (desaparicién macroscopica) el 36% y el 20%

respectivamente.

La distribucion de los implantes por grado adherencial no se
modificé por efecto del tratamiento (Tabla 44), como tampoco se modificé el
grado adherencial medio por animal (Tabla 45). Esta tdltima tabla refleja la
disminucién del tamafio medio de los implantes por animal que ocurrié después
del tratamiento. No se registré cambio significativo en el tamafio medio de la
endometriosis por animal entre las laparotomias de reestadiaje (30 dias

postratamiento) y la final (90 dias postratamiento).

Los porcentajes de reducion del tamafio global de la endometriosis
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en los animales de este grupo, obtenidos por la suma del tamafio en grados y en
milimetros de todas las vesiculas, fueron a los 30 dias de finalizada la terapia
(reestadiaje) del 41.27 % (grados) y 44.63 % (milimetros). Sesenta dias mds tarde
la reducioén era de 47.61 % (grados) y 50.57 % (milimetros). Todo esto se observa

graficamente en el histograma de la figura 27.

Respecto al grupo G (animales tratados tras el estadiaje con 15 dosis
de 200.000 U. de Interferén alfa 2b por via subcutdnea), los resultados hallados

fueron los siguientes:

La distribucién de los implantes por grado de crecimiento en cada
una de las laparotomias (estadiaje, reestadiaje y final) se inclin6 hacia la reducién
de grado, siendo las diferencias significativas entre lo encontrado previa
(estadiaje) y posteriormente al tratamiento (reestadiaje y final) (Tabla 46). Del
mismo modo que en el grupo anterior, no hubo diferencias en este sentido entre

las dos ultimas laparotomias.

La tabla 47, que estudia la modificacién del grado de los implantes
desde 1a laparotomia de estadiaje (antes del tratamiento) hasta la laparotomia final
(depués del tratamiento), revela lo siguiente. Cinco implantes pasaron a grado III
después de haber recibido tratamiento, uno desde el grado I y cuatro desde el
grado II. Casi el 60% de las vesiculas de grado Il y el 83% de las de grado III,
redujeron su grado por efecto de la terapia, llegando el 41% y el 5% a grado 0

(desaparicién macroscépica) respectivamente.

Ni la distribucién de los implantes por grado adherencial (Tabla 48),
ni el grado adherencial medio por animal (Tabla 49) presentaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar lo encontrado en cada una de las tres
laparotomias. En la tabla 49 también se aprecia una importante reduccién del
tamafio medio de la endometriosis después del tratamiento (diferencias altamente
significativas), aunque entre las laparotomias de reestadiaje (30 dias

postratamiento) y de reestadiaje final (90 dias postratamiento) no hubiese cambio.
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La suma del tamafio de todas las vesiculas en grados y milimetros,
disminuy6 al realizar el reestadiaje, con respecto a la valoracién previa al
tratamiento (estadiaje), un 35.20% y 35.01 % respectivamente. Al realizar la
evaluacién final, esta reducién era del 37.60 % y 37.03%, en grados y
milimetros respectivamente. La figura 28 plasma estos resultados de forma

grafica.

Finalizada la exposicién de los resultados obtenidos por efecto de
pautas largas de Interferén alfa 2b subcutédneo a dosis de 50.000 U. (grupo F) y
200.000 U. (grupo G), realizamos, para identificar la dosis més efectiva, una
comparacion multiple entre los grupos E (15 dosis de 100.000 U. de Interferén
alfa 2b), F (15 dosis de 50.000 U. de Interferon alfa 2b) y G (15 dosis de
200.000 U. de Interferén alfa 2b) respecto al grado adherencial medio, tamafio
medio en milimetros y grados, y suma de los tres parametros, obtenidos por
animal a los 30 dias de finalizado el tratamiento (laparotomia de reestadiaje). No
hubo diferencias significativas entre los tres grupos (Tabla 50). Una comparacién
similar a la anterior, realizada a los 90 dias de finalizado el tratamiento
(laparotomia final) arrojé el mismo resultado (Tabla 51). Aunque el grupo F
(50.000 U.) present6 los menores valores medios por animal, las diferencias no

alcanzaron significacion estadistica.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

247
30 animales
30-45 dias
Interferén alfa 2b S.C. Interferén alfa 2b S.C.
50.000 U.I./48h./15 dosis 200.000 U.l./48h./15 dosis
n= 15 n= 15
30 dias

30 animales

S.C.: Subcuténeo

Figura 26. Representacion esquematica del experimento 4,
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Tabla 42.Experimento 4. Grupo F (animales tratados con 15 dosis de
50.000 U. de Interferdn alfa 2b subcutaneas). Distribucién de los
implantes por grado de crecimiento en las laparotomias de estadiaje
(antes del tratamiento), reestadiaje (30 dias tras la finalizacién del
tratamiento) y final (90 dias tras la finalizacién del tratamiento).

GRADO DE Estadiaje Reestadiaje Final
CRECIMIENTO N (%) N (%) N (%)
0 *7 (11.67) * 19 (31.67) 23 (88.33)
I 0 (0.00) *** 11 (18.33) 10 (16.67)
I 33 (55.00) 27 (45.00) 25 (41.67)
1 et 20 (38.93) ***= 3 (5.00) 2 (3.33)
TOTAL 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00)

Fisher: * p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001, **** p<0.0005.

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda
de los valores de la primera columna indican diferencias
estadisticas entre éstos y los valores de la udltima columna y la
misma fila.
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Tabla 43. Experimento 4. Grupo F (animales tratados con 15 dosis de
50.000 U. de Interferén alfa 2b subcutdneas). Modificacién del grado de los
implantes desde la laparotomia de estadiaje (antes del tratamiento) hasta
la laparotomia final (90 dias tras la finalizacién del tratamiento).

GRADO FINAL
GRADO 0 i I 1l TOTAL
INICIAL N (% N (% N (% N (%) N (%)
0 [7 (100.00)]0 (0.00) 0 (0.00) O (0.00) 7 (11.87)

| 0 (o.oo)[o (o.OO)Jo (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)
Il 12 (36.36) 6 (18.18)[15 (45.46) |0 (0.00) 33 (55.00)
1l 4 (20.00) 4 (20.00) 10 (50.00)| 2 (10.00)| 20 (33.33)

TOTAL 23 (38.33) 10 (16.67) 25 (41.67) 2 (3.33) 60 (100.00)
*

* *%

Fisher: * p<0.005, ** p<0.0005 entre los totales.

[0 Implantes que permanecieron inalterados.
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Tabla 44. Experimento 4. Grupo F (animales tratados con 15 dosis de
50.000 U. de Interferén alfa 2b subcuténeas). Distribucién de los
implantes por grado adherencial en las laparotomias de estadiaje
(antes del tratamiento), reestadiaje (30 dias tras la finalizacién del
tratamiento) y final (90 dias tras la finalizacion del tratamiento).

GRADO Estadiaje Reestadiaje Final

AHERENCIAL N (%) N (%) N (%)
Cero 2 (3.33) 0 (0.00) 1 (1.87)
Uno 25 (41.67) 28 (46.66) 22 (36.67)
Dos 15 (25.00) 16 (26.67) 19 (31.66)
Tres 18 (80.00) 16 (26.67) 18 (30.00)

TOTAL 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00)

Diferencias NS
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Tabla 45. Experimento 4. Grupo F (animales tratados con 15 dosis de
50.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas). Grado adherencial medio,
tamano medio en milimetros y grados y suma de los tres parametros,
obtenidos por animal, en cada una de las tres laparotomias.

Estadiaje Reestadiaje Final

X = DS X = DS X += DS
Grado adherencial 7.26+1.86 7.20x2.24 7.60+1.50
Milimetros **k 17.56+4 56 *** 8 06+2.91 7.20+3.13
Grados **  8,40+£2.29 * 493+1.75 4.40%=1.,93

Suma parametros ** 33.283+8.21 * 20.20x5.98 19.20+5.10

* p<0.0001, ** p<0.000001, *** p<0.0000001.

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de
los valores de la primera columna indican diferencias estadisticas
entre éstos y los valores de la Gltima columna y la misma fila.
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Figura 27. Experimento 4. Grupo F (animales tratados con 15 dosis de
50.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas). Modificacién de la suma del
tamano de todos los implantes desde la valoracion realizada antes del
tratamiento (estadiaje), 30 dias tras la finalizacién del tratamiento
(reestadiaje) y 90 dias tras la finalizacién del tratamiento (final).
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Tabla 46. Experimento 4. Grupo G (animales tratados con 15 dosis de
200.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas). Distribucién de los
implantes por grado de crecimiento encontrado en las laparotomias de
estadiaje (antes del tratamiento), reestadiaje (30 dias postratamiento) y
final (90 dias postratamiento).
GRADO DE Estadiaje Reestadiaje Final
CRECIMIENTO N (%) N (%) N (%)
0 *w 5 (8.83) * 16 (26.67) 22 (36.67)
I 3 (5.00) * 10 (16.67) 7  (11.67)
I 34 (56.67) 31 (51.66) 23 (38.33)
1" * 18 (30.00) ** 3 (5.00) 8 (18.83)
TOTAL 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00)

* Fisher p<0.05
** Fisher p<0.005

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de los
valores de la primera columna indican diferencias estadisticas entre éstos
y los valores de la ultima columna y la misma fila.
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Tabla 47. Experimento 4. Grupo G (animales tratados con 15 dosis de
200.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas). Modificacién del grado de
los implantes desde la laparotomia de estadiaje (antes del tratamiento)
hasta la laparotomia final (90 dias postratamiento).

GRADO FINAL
GRADO 0 | I 1l TOTAL
INICIAL N (%) N (% N (%) N (%) N (%)
0 [5 (100.00)]0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 5 (8.33)

| 2 (66.67)] 0 (0.00) |0 (0.00) 1 (33.33) 3 (5.00)
I 14 (41.17) 6 (17.65) [10(29.41) |4 (11.77) | 34 (56.67)
I 1 (5.55) 1 (5.55) 138(72.23) |38 (16.67)|| 18 (30.00)

TOTAL 22 (36.67) 7 (11.67) 23(38.33) 8 (13.33) | 60 (100.00)

* % *

Fisher: * p<0.05, ** p<0.005. entre los totales.

0 Implantes con el mismo grado inicial y final.
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Tabla 48. Experimento 4. Grupo G (animales tratados con 15 dosis de
200.000 U. de Interferén alfa 2b subcuténeas). Distribucién de los
implantes por grado adherencial en las laparotomias de estadiaje

(antes del tratamiento), reestadiaje (30 dias postratamiento) y final (90
dias postratamiento).

GRADO Estadiaje Reestadiaje Final

AHERENCIAL N (%) N (%) N (%)
Cero 4 (6.67) 5 (8.83) 3 (5.00)
Uno 25 (41.67) 25 (41.67) 23 (38.34)
Dos 18 (30.00) 15 (25.00) 17 (28.83)
Tres 13 (21.66) 15 (25.00) 17 (28.33)

TOTAL 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00)

Fisher: Diferencias NS.
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Tabla 49. Experimento 4. Grupo G (animales tratados con 15 dosis de
200.000 U. de Interferén alfa 2b subcutaneas). Grado adherencial
medio, tamano medio en milimetros y grados y suma de los tres
parametros, obtenidos por animal, en cada una de las tres laparotomias.

Estadiaje Reestadiaje Final

X = DS X = DS X = DS
Grado adherencial 6.66+2.16 6.73+2.05 7.20x1.82
Milimetros ** 16.283x5.31 *** 8.60%4.91 8.33+5.56
Grados ** 8.33x2.55 *** 5.40%+2.89 5.20£3.23
Suma parametros * 31.90+9.45 *** 20,73+9.35 20.73+10.07

* p<0.0005, ** p<0.0001, *** p<0.00001.

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de
los valores de la primera columna indican diferencias estadisticas entre
éstos y los valores de la ultima columna y la misma fila.
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Figura 28. Experimento 4. Grupo G (animales tratados con 15 dosis de
200.000 U. de Interferdén alfa 2b subcutaneas). Modificacion de la suma
del tamafo de todos los implantes desde la valoracién realizada antes del
tratamiento (estadiaje) hasta la valoraciéon realizada a los 30 dias
postratamiento (reestadiaje) y la realizada a los 90 dias de finalizado el
mismo (final).

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

258

Tabla 50. Experimento 4. Grado adherencial medio, tamano medio en
milimetros y grados y suma de los tres parametros, en el momento de la
laparotomia de reestadiaje. Comparacién entre los animales tratados con 15
administraciones de INF alfa2b SC., a dosis de 50.000 (grupo F), 100.000
(grupo E) y 200.000 U. (grupo G) respectivamente.

Grupo E Grupo F Grupo G
X = DS X =+ DS X = DS
Grado adherencial 7.33x1.29 7.20£2.24 6.73x2.05
Milimetros 10.23+5.41 8.06+2.91 8.60+4.91
Grados 6.00+2.97 4.93+1.75 5.40+2.89
Suma parametros 23.56x9.21 20.20+5.98 20.73+9.35

Diferencias NS.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

259

Tabla 51. Experimento 4. Grado adherencial medio, tamafio medio en
milimetros y grados y suma de los tres parametros, en el momento de la
laparotomia final. Comparacién entre los animales tratados con 15
administraciones de INF alfa2b SC., a dosis de 50.000 (grupo F), 100.000
(grupo E) y 200.000 U. (grupo G) respectivamente.

GrupoE GrupoF GrupoG

X = DS X = DS X = DS
Grado adherencial 7.46+1.45 7.60x1.50 7.20x1.82
Milimetros 9.40+x5.96 7.20%+3.13 8.833%£5.56
Grados 5.26+3.26 4.40%+1.93 5.20+3.23
Suma parametros 22.40x10.59 19.20%x5.10 20.73+10.07

Diferencias NS.
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uin erimento: tigacidon efecto del erferén beta

humano.

Una representacién esquemética del quinto experimento tal y como

se ejecutd aparece en la figura 29.

Los resultados hallados en el grupo H (animales tratados tras el
estadiaje con 15 dosis de 50.000 U. de Interferén beta humano) fueron los
siguientes:

Aplicado el tratamiento, en las laparotomias de reestadiaje y final
fue notoria una disminucién del grado de crecimiento de los implantes, llegando
en los grados 0 y III a ser significativas las diferencias (Tabla 52). Pero como
en anteriores experimentos, no hubo diferencias en este sentido entre la
evaluacién efectuada a los 30 dias de finalizado el tratamiento y la efectuada a

los 90 dias del mismo.

La modificacién del grado de los implantes desde la valoracién
inicial (antes del tratamiento) hasta la valoracién final (90 dias tras la finalizacién
del tratamiento) se puede apreciar en la tabla 53. Todos los implantes de grado
0 inicial permanecieron finalmente en el mismo grado. Todos los implantes de
grado I inicial pasaron finalmente a grado 0. El 50% de las vesiculas de grado
Il y el 73% de las de grado III inicial disminuyeron en la evaluacién final,
llegando hasta grado 0 (desaparicién macroscépica) el 31% y el 18%
respectivamente.

Del mismo modo que el Interferdn alfa 2b, el Interferén beta no
modificé de manera significativa el grado adherencial por implante (Tabla 54),
ni el grado adherencial medio por animal (Tabla 55). En esta ultima tabla se
observa también un importante decremento (diferencias altamente significativas)
en ¢l tamafio medio de la endometriosis por animal después de haber recibido el

tratamiento. A diferencia de anteriores experimentos, existieron diferencias
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estadisticamente significativas entre lo encontrado a los 30 dias del tratamiento
(reestadiaje) y lo encontrado a los 90 dias de finalizado el mismo (final), en
cuanto al tamafio medio en grados y suma de tamafio y grado adherencial.

Se advirtié en la laparotomia de reestadiaje, con respecto a la
valoracidn previa al tratamiento (estadiaje), una reduccién de la suma del tamafio
en grados y en milimetros de todas las vesiculas del 26.27% y 27.01%,
respectivamente. En la laparotomia final, estas reducciones alcanzaron el 35,60 %
(grados) y el 34.06% (milimetros). En el histograma de la figura 30 se
representan graficamente estos resultados.

La tabla 56 muestra como el tamafio medio en milimetros y grados,
obtenido por animal a los 90 dias de finalizado el tratamiento (laparotomia final)
fue significativamente menor en los animales tratados con 50.000 U. de
Interferén alfa2b (grupo F) o con 50.000 U. de Interferén beta (grupo H) que
en el grupo de control (grupo A). No existieron diferencias estadisticamente
significativas en ese sentido entre ambos tratamientos. El grado adherencial

medio no presenté diferencias entre los grupos tratados y el grupo control.
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15 animales

Interferén Beta S.C.
50.000 U.l./48h./15 dosis

30 dias

60 dias

15 animales

S.C.: Subcuténeo

Figura 29. Representacion esquematica del
experimento 5.
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Tabla 52. Experimento 5. Grupo H (animales tratados con 15 dosis de
50.000 U. de Interferén beta subcuténeas). Distribucién de los
implantes por grado de crecimiento en las laparotomias de estadiaje
(antes del tratamiento), reestadiaje (30 dias postratamiento) y final
(90 dias postratamiento).

GRADO DE Estadiaje Reestadiaje Final
CRECIMIENTO N (%) N (%) N (%)
0 * 10 (16.66) * 20 (33.33) 24 (40.00)
| 2 (3.34) 4 (6.67) 6 (10.00)
I 26 (43.33) 25 (41.67) 20 (33.383)
1l * 22 (36.67) * 11 (18.33) 10 (16.67)
TOTAL 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00)

Fisher : * p<0.05.

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de
los valores de la primera columna indican diferencias estadisticas entre
éstos y los valores de la Ultima columna y la misma fila.
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Tabla 53. Experimento 5. Grupo H (animales tratados con 15 dosis de
50.000 U. de Interferén beta subcuténeas). Modificacién del grado de los
implantes desde la laparotomia de estadiaje (antes del tratamiento) hasta la
laparotomia final (90 dias tras la finalizacién del tratamiento).

GRADO FINAL
GRADO 0 | I 1l TOTAL
INICIAL N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
0 [10 (100.0)| 0 (0.00) © (0.00) O (0.00) | 10 (16.66)

| 2 (100.0)| 0 (0.00) |0 (0.00) 0 (0.00) | 2 (3.34)
I 8 (30.77) 5 (19.23)| 9 (34.62) |4 (15.38) | 26 (43.33)
1l 4 (18.18) 1 (4.54) 11(50.00)[ 6 (27.28)| | 22 (36.67)

TOTAL 24 (40.00) 6 (10.00) 20 (33.33) 10 (16.67) | 60 (100.00)
* *

Fisher : * p<0.05. entre los {otales

O Implantes que permanecieron inalterados.
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Tabla 54. Experimento 5. Grupo H (animales tratados con 15 dosis
de 50.000 U. de Interferén beta subcutaneas). Distribucién de los
implantes por grado adherencial en las laparotomias de estadiaje
(antes del tratamiento), reestadiaje (30 dias postratamiento) y final
(90 dias postratamiento).
GRADO Estadiaje Reestadiaje Final
AHERENCIAL N (%) N (%) N (%)
Cero 5 (8.33) 8 (13.83) 10 (16.67)
Uno 22 (36.67) 16 (26.67) 21 (35.00)
Dos 17  (28.33) 18 (30.00) 10 (16.67)
Tres 16 (26.67) 18 (30.00) 19 (31.66)
TOTAL 60 (100.00) 60 (100.00) 60 (100.00)

Fisher : Diferencias NS.
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Tabla 55. Experimento 5. Grupo H (animales tratados con 15 dosis de
50.000 U. de Interferén alfa 2b subcuténeas). Grado adherencial medio,
tamano medio en milimetros y grados y suma de los tres parametros,
obtenidos por animal en cada una de las tres laparotomias.

Estadiaje Reestadiaje Final

X = DS X = DS X + DS
Grado adherencial 6.80+3.21 7.06+3.10 6.53+3.52
Milimetros *** 16.70%5.84 **x 10.00+4.69 9.03+3.94
Grados *** 8.86%+2.69 ** 580+2.67 * 5.06+2.01

Suma parametros *** 32.86+8.27 *** 22.86+x7.69 * 20.50+7.13

* p<0.05, ** p<0.001, *** p<0.0005

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de
los valores de la primera columna indican diferencias estadisticas
entre éstos y los valores de la Gltima columna y la misma fila.
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Figura 30. Experimento 5. Grupo H (animales tratados con 15 dosis de
50.000 U. de Interferén beta). Modificacién de la suma del tamafio de
todos los implantes desde la valoracidén realizada antes del tratamiento
(estadiaje) hasta las valoraciones realizadas a los 30 dias de finalizado el
tratamiento (reestadiaje) y 90 dias de finalizado el mismo (final).
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Tabla 56. Experimento 5. Grado adherencial medio, tamafio medio en
milimetros y grados y suma de los tres pardmetros en el momento de la

laparotomia final. Comparacién entre los animales tratados con 50.000 U. de
INF alfa2b SC (grupo F), los tratados con 50.000 U. de INf beta SC (grupo H)

y el grupo control de animales no tratados (grupo A).

GrupoF GrupoA GrupoH

X = DS X = DS X = DS
Grado adherencial 7.60x1.50 7.61+x2.04 6.583+3.52
Milimetros 7.20x3.183 *** {7.62+x7.51 *** 9.03+3.94
Grados 4,401,983 ** 893x2.51 ** 506x2.01
Suma parametros 19.20+5.10 ** 34.17+10.94 * 20.50%x7.13

* p<0.05, ** p<0.005, *** p<0.001.

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de los
valores de la primera columna indican diferencias estadisticas estre
éstos y los valores de la ultima columna y la misma fila.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

269

Comparacién de los porcentajes de reduccion por implante y por animal

Aunque a medida que {bamos dando a conocer los resultados de los
distintos experimentos recurrimos a experimentos previos para establecer
comparaciones (el disefio de la investigacién lo exigia), hemos optado por
describir en tltimo lugar los resultados comparativos de los porcentajes de
reduccion, tanto por implante como por animal, de los diversos grupos de estudio
y de control. Como en ningtin caso los resultados encontrados en la laparotomia
de reestadiaje final fueron peores que los de la laparotomia de reestadiaje, los
porcentajes de reduccidn que sefialamos en las tablas siguientes se refieren al

beneficio desde la valoracion previa al tratamiento hasta la valoracion final.

En la tabla 57 comparamos la reduccién porcentual de tamafio por
implante obtenida en el grupo control (grupo A), en los grupos tratados con 15
dosis de Interferén alfa 2b o beta (pautas largas) (Grupos E, F, G y H) y en los
grupos tratados con las pautas cortas (una dosis intraperitoneal o 3 dosis
subcutdneas de Interferén alfa 2b) (grupos C y D). Los grupos tratados
presentaron diferencias significativas con el grupo control, pero las diferencias
fueron mucho mayores para los tratados con pautas largas. Ademdas, hubo
diferencias significativas entre las pautas largas y las cortas. Considerada la
reduccién por animal en estos mismos grupos, las diferencias, aunque menores,

todavia existieron en el mismo sentido previo (Tabla 58).

En la tabla 59 se compara la reduccion porcentual de tamafio por
implante aparecida en el grupo control (grupo A) y en los grupos tratados con
50.000 U de Interferén alfa 2b (grupo F) o de Interferén beta (grupo H). Los
dos grupos que recibieron tratamiento presentaron porcentajes de reduccién
significativamente superiores que el grupo de control. Entre los dos grupos
tratados no hubo diferencias. En ambos casos, cerca del 50% de los implantes
redujeron su tamafio en proporcién igual o superior al 50%, mientras que esto

ocurria sélo en el 6% de los implantes del grupo de control. El 30% de las
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vesiculas desaparecieron macroscépicamente con ambos tratamientos. En el grupo
control ésto s6lo ocurri6 en el 3%. Pero cuando comparamos de la misma forma
los porcentajes de reduccién por animal, las cosas fueron distintas (Tabla 60).
Sélo Interferén alfa 2b mantenia reducciones mayores del 50% en el 47% de los
animales, frente a INFbeta que lo hacia en el 20% de ellos. Mientras que ningun
animal tratado con Interferén alfa 2b experiment6 una reduccién inferior al 10%,

esto ocurri6 en el 26.67% de los que recibieron Interferén beta.

Comparando finalmente los porcentajes de reduccién por implante
entre los animales tratados (grupos C, D, E, F, G y H) y no tratados (grupo A)
(grupo de control), se comprobd el beneficio global que aportaron los
Interferones (Tabla 61). Aunque las diferencias con el grupo control son
altamente significativas, éstas se ven disminuidas en esta tabla por la adicién en
el grupo de estudio de animales que recibieron dosis y pautas menos eficaces.
Aun asi, en la parte inferior de la tabla queda patente el alto beneficio logrado.
El mismo tipo de comparacion, pero efectuada por animal, arroja unas
diferencias muy empobrecidas por el menor nimero de elementos (Tabla 62). No

obstante, también el resumen del final de la tabla resulta clarificador.
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Tabla 57. Porcentaje de reducciéon por implante entre las laparotomias de
estadiaje y final (antes y después del tratamiento respectivamente).
Comparacién entre los animales tratados con pautas largas (grupos E, F, G y
H), los que recibieron pautas cortas (IP 6 SC) (grupos C y D) y el grupo
control de animales no tratados (grupo A). Quedan excluidos aquellos
implantes que tuvieron crecimiento 0 en la laparotomia de estadiaje (antes
del tratamiento).

REDUCCION P. Larga G. Control P.Corta
% N (%) N (%) N (%)
90-100 ** B9 (31.65) ***** 4 (3.89) *** 37 (16.44)
75-89 4 (1.83) 0 (0.00) 6 (2.67)
50-74 * 43 (19.78) ***x% 3 (2.54) *** 29 (12.89)
25-49 47 (21.56) * 14 (11.87) * 46 (20.44)
10-24 26 (11.92) 20 (16.95) 37 (16.45)
< 10 *%x 29 (18.81) ***** 77 (65.25) x*x*xx 70 (31.11)
TOTAL 218 (100.00) 118 (100.00) 225 (100.00)

Fisher: * p<0.05
** p<0.01
*** p<0.005
P.Larga: Pautas largas. ¥*** p<0.0005

G.Control: Grupo control. **k**  p<0.0001
P.Corta: Pautas cortas.

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de los
valores de la primera columna indican diferencias estadisticas entre
éstos y los valores de la Ultima columna y la misma fila.
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Tabla 58.Porcentaje de reduccién por animal entre las laparotomias de
estadiaje y final (antes y después del tratamiento respectivamente).
Comparacion entre los animales tratados con pautas largas de INFalfa2b 6
beta (grupos E, F, G y H), los tratados con pautas cortas (grupos Cy D) y el

grupo conirol de animales no tratados (grupo A).

REDUCCION P.Larga G. Control P.Corta

% N (%) N (%) N (%)
90-100 3 (5.00) 0 (0.00) 2 (3.34)
75-89 6 (10.00) 0 (0.00) 3 (5.00)
50-74 * 16 (26.67) *** 0 (0.00) 6 (10.00)
25-49 25 (41.66) **** 4 (3.28) ** {7 (28.33)
10-24 * 4 (6.67) * 7 (22.58) 12 (20.00)
< 10 ** 6 (10.00) ***x* 23 (74.19) * 20 (33.33)
TOTAL 60 (100.00) 31 (100.00) 60 (100.00)

Fisher: * p<0.05

** p<0.01

**%  5.<0.005
P.Larga: Pautas largas. **** p<0.001
G.Control: Grupo control. **%k%k% 5 <0.0001

P.Corta: Pautas cortas.

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de
los valores de la primera columna indican diferencias estadisticas
entre éstos y los valores de la Ultima columna y la primera fila.
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Tabla 59. Porcentaje de reduccién por implante entre las laparotomias de
estadiaje y final (antes y después del tratamiento respectivamente).
Comparacién entre los animales tratados con 50.000 U. de INF alfa2zb SC -
(grupo F), los tratados con 50.000 U. de INF beta Sc (grupo H) y el grupo
control de animales no tratados (grupo A). Quedan excluidos aquellos
implantes que tuvieron crecimiento 0 en la laparotomia de estadiaje (antes

del tratamiento).

REDUCCION GrupoF GrupoA GrupoH
% N (%) N (%) N (%)
90-100 16 (29.09) ***** 4 (3.39) ***** 14 (28.58)
75-89 0 (0.00) 0 (0.00) 2  (4.08)
50-74 12 (21.81) **** 3 (2.54) ** 10 (20.41)
25-49 14 (25.46) * 14 (11.87) 9 (18.37)
10-24 5 (9.09) 20 (16.95) 6 (12.24)
< 10 8 (14.55) ***** 77 (65.25)  *** 8 (16.32)
TOTAL 55 (100.00) 118 (100.00) 49 (100.00)

Fisher: * p<0.05
** p<0.005
**%  n<0.001
****  n<0.0005
*kkkk

p<0.0001

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de los
valores de la primera columna indican diferencias estadisticas entre
éstos y los valores de la Ultima columna y la misma fila.

Tesis doctoral de la Universidad de Alicante. Tesi doctoral de la Universitat d'Alacant. 1997



Efectos de los interferones alfa 2B recombinante humano y beta humano sobre la endometriosis experimentalmente inducida en la... José Maria Rodriguez Ingelmo

274

Tabla 60. Porcentaje de reduccién por animal entre las laparotomias de
estadiaje y final (antes y después del tratamiento respectivamente).
Comparacién entre los animales tratados con 50.000 U. de INF alfa2b SC
(grupo F), los tratados con 50.000 U. de INF beta SC (grupo H) y el grupo
control de animales no tratados (grupo A).

REDUCCION GRUPO F GRUPO A GRUPO H
% N (%) N (%) N (%)
90-100 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)
75-89 0 (0.00) 0 (0.00) 1 (6.67)
50-74 7 (46.67)  ** 0 (0.00) 2 (18.83)
25-49 6 (40.00) * 1 (3.283) ** 8 (53.83)
10-24 2 (13.33) 7 (22.58) 0 (0.00)
<10 0 (0.00) *** 23 (74.19) 4 (26.67)
TOTAL 15 (100.00) 31 (100.00) 15 (100.00)

Fisher: * p<0.05
** n<0.005
*** p<0.001

Los asteriscos situados entre dos valores indican diferencias
estadisticamente significativas entre ellos. Situados a la izquierda de
los valores de la primera columna indican diferencias estadisticas entre
éstos y los valores de la dltima columna y la misma fila.
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Tabla 61. Porcentaje de reduccion por implante entre las laparotomias de
estadiaje y final (antes y después del tratamiento respectivamente).
Comparacién entre los animales tratados (grupos C, D, E, F, Gy H) y los no
tratados (Grupo control) (grupo A). Quedan excluidos aquellos implantes
que tuvieron crecimiento O en la laparotomia de estadiaje (antes del
tratamiento).

REDUCCION G. Tratamiento G. Control Fishe
S r
% N (%) N (%)
90-100 106 (283.93) 4 (3.39) P<0.00001
75-89 10  (2.26) 0 (0.00) NS
50-74 72  (16.25) 3 (2.54) p<0.0001
25-49 93 (20.99) 14 (11.87) p<0.05
10-24 63 (14.22) 20 (16.95) NS
< 10 99 (22.85) 77 (65.25) p<0.0000001
TOTAL 443 (100.00) 118 (100.00)
*  Mejoria 344 (77.65) 41 (34.75) p<0.0001
** No modificacién 99 (22.835) 77 (65.25) p<0.0000001

* Mejoria: Porcentajes de reduccién = 10%.

** No modificacién: Porcentajes de reduccién <10% o crecimiento.

G. Tratamiento: Grupos tratados.
G. Control: Grupo de control.
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Tabla 62. Porcentaje de reduccién por animal entre las laparotomias de
estadiaje y final (antes y después del tratamiento respectivamente).
Comparacién entre los animales tratados (grupos C, D, E, F, Gy H) y los no
tratados (Grupo control) (grupo A).

REDUCCION G. Tratamiento G. Control ]
Fisher
% N (%) N (%)
90-100 5 (4.17) 0 (0.00) NS
75-89 9 (7.50) 0 (0.00) NS
50-74 22 (18.34) 0 (0.00) p<0.01
25-49 42 (35.00) 1 (8.22) p<0.005
10-24 16 (13.33) 7 (22.58) NS
< 10 26 (21.66) 23 (74.20) p<0.0005
TOTAL 120 (100.00) 31 (100.00)
*  Mejoria 94 (78.34) 8 (25.80) p<0.005
** No modificacion 26 (21.66) 23 (74.20) p<0.0005

* Mejoria: Porcentaje de reduccion = 10%.

** No modificacién: Porcentaje de reduccién < 10% o crecimiento.

G. Tratamiento: Grupos tratados.
G. Control: Grupo de control.
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DISCUSION
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Sobre la endometriosis como materia de investigacion

La endometriosis es una enfermedad apasionante para quien la
estudia y terrible para quienes la padecen.

Se trata de un proceso ginecoldgico por excelencia, a cuyo
diagnoéstico se llega desde las mas variadas circunstancias. En algunos casos las
pacientes son atendidas en consultas de ginecologia orgdnica al manifestar
fundamentalmente &lgias o masa pélvica. En otras ocasiones, la endometriosis se
diagnostica en el curso de un estudio de esterilidad, y son las unidades de
reproduccion las que asumen el tratamiento y seguimiento de estas pacientes.
Cuando estas mujeres se quedan gestantes, su embarazo, por diversas
circunstancias (esterilidad previa, abortos anteriores, maternidad afiosa etc...),
suele etiquetarse de alto riesgo, de forma que también los profesionales dedicados
a la Obstetricia han de llevar a cabo el control de esta enfermedad. Todas las
subespecialidades ginecologicas han de encargarse en algin momento de la
atencion a pacientes con endometriosis. Es una entidad patolégica principal en

el gjercicio de la ginecologia.

Los procesos ginecoldgicos se presentan con mayor frecuencia de
forma aguda. Los tratamientos en esta especialidad suelen ser, por fortuna,
resolutivos. No acostumbra, por tanto, el ginectlogo a encontrarse con
enfermedades insidiosas para las que no existe un tratamiento definitivo o,
cuando menos, paliativo claramente establecido. Estos hechos, mds ampliamente
desarrollados al sefialar en la introduccion el estado actual de los conocimientos
de la enfermedad, han movido a los ginecélogos a especular y realizar una
actividad investigadora frenética en este tema. Desde el primer cuarto del
presente siglo en que la enfermedad quedd clinicamente caracterizada, se han
publicado miles de articulos sobre los mas diversos aspectos de la enfermedad,
pero lo fundamental permanece incierto. La etiopatogenia nos es desconocida y

los tratamientos disponibles son caros y brindan poco beneficio a largo plazo.
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Cuando una enfermedad dispone de un tratamiento curativo, importa
poco lo que éste cueste. Sin embargo, cuando los tratamientos disponibles son
de eficacia dudosa y, aun mas, si no existe una clara superioridad de alguno de
ellos sobre los demds, el precio deberia condicionar la eleccion. Parrilla (277)
sefiala que un tratamiento con Acetato de medroxiprogesterona a dosis de 30
mg/dia cuesta 27.600 pesetas; un tratamiento con Danazol a dosis de 800 mg/dia
cuesta 79.200 pesetas; un tratamiento con Gestrinona a dosis de 2.5 mg dos
veces a la semana cuesta 90.000 pesetas; un tratamiento con un Analogo de Gn-
RH a dosis de 3.5 mg/mes cuesta 150.400 pesetas. Sefiala también este autor que
Friedman calcul6 el coste de un tratamiento con un Andlogo durante 24 meses
mas add-back (estrégenos conjugados equinos y Acetato de medroxiprogesterona)
durante 21 meses, siendo de 956.480 pesetas, casi la mitad (1.736.060 pesetas)
del coste de una histerectomia mas doble anexectomia y los cuidados

hospitalarios posteriores.

La necesidad de tratamientos mas efectivos para la endometriosis es
apremiante por las razones expuestas. Pero ademas en nuestro entorno la
enfermedad es, desde tiempo atrds, tema constante de investigacion. En el
Departamento de Ginecologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de
Alicante se habia conseguido caracterizar perfectamente un modelo experimental
en la rata Wistar con el que, después de varias tesis doctorales que estudiaron
diversos aspectos de la enfermedad, se disponia de una enorme experiencia. El
interés por los nuevos conocimientos sobre los aspectos inmunes de la
endometriosis, la disponibilidad de medios técnicos y la experiencia en el manejo

del modelo experimental, hicieron posible el inicio de esta investigacion.

Quizas estos argumentos supongan una repeticion de consideraciones
ya establecidas en la introduccioén, pero he querido darles entidad propia porque,
como es bien sabido, una hipétesis correctamente enunciada, con un disefio y una
metodologia adecuados y con resultados claros, pudiera carecer de interés si el
problema que estudia no fuese pertinente. La pertinencia es una de las principales

cualidades de una investigacion (542).
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Calnam resume en seis las razones principales para la divulgacion
médica honesta (543):

- Informar sobre algo anormal o inesperado para que los profesionales estén

alertados.

- Informar sobre investigaciones experimentales que puedan afectar a la

préctica clinica.

- Informar sobre una nueva enfermedad o tratamiento.

- Describir descubrimientos sobre equipos, instrumental, etc...

- Revisar la practica ordinaria y resultados de tratamientos en un equipo 0
en un ambiente determinado para que otros investigadores puedan
compararlos.

- Proponer una hipétesis basada en observaciones y pruebas.

Esta investigacion engloba varias de las anteriores razones, lo que

la constituye en materia adecuada para ser cientificamente evaluada.
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Discusién sobre algunos aspectos relacionados con la hipétesis, los
objetivos y el disefio experimental

Los razonamientos conducentes a la elaboracion de la hipodtesis
quedaron suficientemente argumentados en la introduccién. No discutiré en este
punto sobre los hallazgos inmunolégicos demostrados tanto en la endometriosis
humana como en la experimental, y el efecto que los Interferones pudieran tener

sobre ellos, por ser materia a debatir posteriormente.

Los criterios empleados para elaborar la hipdtesis han sido el de la
plausibilidad bioldgica y el razonamiento por analogia (544). La plausibilidad
biolégica se refiere a la concordancia de la asociacién (enfermedad y farmaco)
con los conocimientos bioldgicos y clinicos actuales para producir un efecto
médicamente conveniente (los Interferones modulan el sistema inmunolégico en
sentido opuesto a lo observado en la endometriosis). El razonamiento por
analogia consiste en que, partiendo de asociaciones terapeuticas de naturaleza
similar, se identifica una relacion de eficacia para la asociacién terapeutica actual
(como mediante su accién antiproliferativa los Interferones reducen el tamafio

tumoral, también podrian hacerlo con los implantes endometridsicos).

Sobre la validez del modelo de endometriosis experimental en rata
para el estudio de la eficacia de terapias experimentales, la mayoria de los
autores coinciden en considerarlo adecuado (316, 453, 462, 467, 468). La
principal diferencia con la endometriosis humana, como ya se ha sefialado, es
que en este modelo los implantes de endometrio autotrasplantados presentan un
crecimiento autolimitado. Es decir, que el tamafio alcanzado por los implantes
a los 30-40 dias de la induccién se mantiene inalterado (pequefias oscilaciones)
a lo largo del tiempo. Esto tiene la desventaja de que el factor de progresion que
suele caracterizar la historia natural de la endometriosis humana no se puede
valorar en este modelo. Sin embargo, este mismo aspecto supone una clara
ventaja en el sentido de que permite la creacién facil de grupos homogéneos con

extension similar de la enfermedad previa al tratamiento.
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Una de las afirmaciones més rotundas sobre los Interferones es la
de que éstos son especificos de especie. La mayoria de las revisiones son
coincidentes en este aspecto (507, 516, 517, 518). Sin embargo existen datos en
la literatura que demuestran la inexactitud de la anterior afirmacién. Ya en el afio
1973, Cantell y Pyhala demostraron que el Interferén leucocitico humano era
acttvo en conejos (522). Streuli (545) sefiala que mientras Interferén alfa 2 es dos
veces mas activo sobre células humanas que sobre bovinas, Interferén alfa 1 es
10-20 veces mas activo sobre células bovinas que sobre las humanas. Para
Borden, el Interferén beta manifiesta una importante especificidad de especie,
pero Interferéon alfa humano es capaz de actuar con eficacia sobre células
heter6logas bovinas, porcinas y murinas (513). La inyeccién en ventriculos
cerebrales de Interferén alfa humano, a dosis de 10.000 U, produjo un largo y
duradero aumento en la actividad eléctrica del nervio esplénico simpéatico en ratas
anestesiadas con Uretano; el mismo efecto que produjo una preparacién de
Interferon murino administrada en las mismas circunstancias (546). Se ha
encontrado Interferdn alfa recombinante humano ligado a membranas de tejido
cerebral después de haber sido administrado a ratas (547). Mencies, en un
estudio directamente dirigido a comprobar este hecho, pudo demostrar que una
preparacion de Interferén alfa murino tuvo la misma accién y similar potencia
que el Interferén alfa humano (548). En resumen, los estudios biofisicos y
bioquimicos indican que el Interferén alfa humano es sustancialmente activo en
ratas (549).

(A qué puede ser debida la diferente especificidad de especie de los
distintos Interferones?.

Como ya se ha seflalado anteriormente, la composicion del
Interferén alfa es exclusivamente proteica, mientras que los Interferones beta y
gamma son proteinas glucosiladas. Este aspecto confiere a las sustancias
diferentes propiedades farmacocinéticas que mdés adelante analizaremos, pero
ademds algunos autores han atribuido a la fraccién hidrocarbonada la
responsabilidad en la especificidad de especie (515). La teoria propone que la

actividad en especies cruzadas estd anulada por los Interferones mas glicosilados,
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mientras que los que tienen pocos residuos de azucar manifiestan més actividad
en especies cruzadas (550, 551). En ese sentido, Ledesma afirma que Interferén
alfa tiene poca especifidad de especie, algo mayor es la del Interferén beta y el
Interferén gamma es absolutamente especifico de especie (514). La idea, no
obstante, no es compartida por todos; y asi Bocci sefiala que los receptores
celulares de membrana reconocen las moléculas de Interferén independientemente
de su contenido en carbohidratos. La deglicoxilacién del Interferén beta afect6
en poca medida a la especificidad de especie de dicha sustancia (558). Permanece
pues la duda sobre si es es el carbohidrato o se trata de la fraccién proteica el

que confiere especificidad de especie a la unién receptor-ligando.

El Interfer6n murino utilizado en experimentacién ha sido el no
inmune (mezcla de alfa y beta) (553, 554) y el inmune (Interferén gamma
recombinante murino) (555). Ambos requieren complicados procesos de
laboratorio para su obtencién. Adn asumiendo que probablemente el Interferén
murino hubiese presentado un efecto mds especifico en nuestro modelo
experimental, hay suficientes datos en 1la literatura para utilizar

experimentalmente Interferén alfa humano en modelos murinos.

A pesar de su menor especificidad de especie, encontramos
argumentos para ensayar el Interferén beta humano en la endometriosis
experimental. Cuando se compar¢ la actividad antiproliferativa relativa de los
Interferones naturales alfa y beta sobre 43 cultivos de 23 lineas celulares,
Interferén beta produjo mas del 20% de inhibicién del crecimiento en 22 tipos
celulares (88 %) frente a una inhibicién del crecimiento mayor del 20% en sélo
9 tipos celulares (36 %) del Interferdn alfa (556). Estos hallazgos indican que los
distintos tipos de Interferén pueden diferir en sus efectos bioldgicos, reguladores
celulares y clinicos. Experimentando con ratones, Asano encontré en ellos
induccién de Interfer6n alfa cuando se les administré Interferén beta.
Contrariamente la administracion de Interferén alfa no indujo la formacién de
Interferén beta (557).

El disefio aplicado en nuestro estudio en orden a conseguir cada uno
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de los objetivos propuestos fue el tipico de casos y controles, pero con la
particularidad de introducir un componente multiensayo secuencial que aportd

ventajas y también inconvenientes.

La principal ventaja fue que al iniciar un experimento se contaba
con la informacién sumistrada por el/los experimento/s previo/s. De no haber
sido asi, el disefio respecto a dosis, pautas y vias de administracion hubiera

tenido que ser completamente especulativo y con riesgo grande de error.

La desventaja fundamental correspondi6 a la imposibilidad de hacer
una distribucion aleatoria de los animales de cada grupo de tratamiento. El hecho
de que se tratase de experimentos independientes separados en el tiempo anulé
dicha posibilidad. La consecuencia de ello pudiera haber sido el que los animales
de experimentos diferentes hubieran estado expuestos a circunstancias distintas,
no controlables, que provocasen reduccién de la homogeneidad. Si esto hubiera
sido asi, las conclusiones obtenidas en base a diferencias encontradas al comparar
grupos no homogéneos no serian vélidas. Por fortuna, en todos los aspectos que
consideramos que pudieran ejercer influencia, nuestros grupos se comportaron
de manera homogénea. Por otro lado, investigaciones previas en nuestro
Departamento han mostrado la reproducibilidad del modelo experimental en
diferentes ocasiones (503, 504, 428). La aleatorizacién sélo fue posible en los
experimentos en que se incluia mas de un grupo de animales (experimentos 1,
2y4).

Podria cuestionarse la validez de un grupo de ratas con
endometriosis experimental no tratadas como grupo control. Es posible que Ia
administracién de placebo hubiera dado lugar a un mejor grupo de referencia.
Pero ello hubiera significado la necesidad de crear varios controles con pautas y
vias de administracién del placebo distintas. En los ensayos terapeuticos es
necesario la creacién de grupos de control por tres razones (544). En primer
lugar, porque la mayoria de las enfermedades tienen un curso imprevisible y la
intervencién del farmaco ha de valorarse en el contexto de la evolucién natural

de la enfermedad. En segundo lugar, por el fenémeno conocido de la regresion
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a la media, segun el cual las enfermedades no letales tienden a mejorar con el
paso del tiempo. En tercer lugar, por el llamado "efecto Hawthorne" o tendencia
de las personas a modificar su comportamiento por ser objeto de interés y
eventualmente responder a la atencién que se les da. Nuestro grupo de control
es adecuado para descartar la interferencia sobre los resultados del tratamiento
de las dos primeras razones sefialadas. La interferencia del "efecto Hawthorne"
sobre los resultados de un tratamiento se evitaria inicamente con administracion
de placebo en el grupo de referencia, sin embargo este efecto, evidente en los
ensayos clinicos con humanos, es mucho mas cuestionable en la experimentacién
animal.

En el experimento 2 se introdujo, para determinar el efecto de la
terapia sobre los implantes a lo largo del tiempo, un pequefio estudio de
cohortes. Este disefio tuvo la ventaja de seguir la secuencia real de los hechos,
pero al realizarse las valoraciones temporales sobre animales distintos se
introdujo el sesgo de la variabilidad biologica individual. Es decir, que hemos
supuesto que todos los elementos mostrarian la misma intensidad de respuesta al
afiadir una misma dosis del farmaco estudiado, y eso pudo no ser cierto. Para
evitar el sesgo, hubieramos tenido que realizar las valoraciones temporales sobre
el mismo grupo de animales. Ello significaria haber realizado dos laparotomias
mds por animal en corto periodo de tiempo, multiplicando el riesgo de
evisceraciones y otras complicaciones. Decidimos realizar el disefio secuencial

y asumir el sesgo indicado.

La valoracién del efecto a largo plazo del tratamiento se realizo
entre 90 y 120 dias tras la conclusién de la terapia. La rata es un animal
poliestral. Cada ciclo estral dura 4 6 5 dias y consta de varias fases: Proestro,
estro, metaestro (llamado por algunos diestro I), diestro (denominado a veces
como diestro II). Esto supone que, desde la terminacion de la terapia hasta la
valoracién de su efecto a largo plazo, cada animal tuvo entre 18 y 30 ciclos
estrales. Parece un tiempo suficiente para demostrar efecto sostenido. Jones, en
un modelo idéntico al nuestro, estimé en & semanas el tiempo adecuado para

valorar a largo plazo el efecto de Levonorgestrel, Danazol, Analogos de Gn-RH
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y castracion (438).

Hemos asumido en el experimento 5 que dosis, vias de
administracién y pautas terapetiticas son similares para Interferén alfa 2b e
Interferén beta. Asi hemos valorado el efecto del INFbeta comparativamente con
INFalfa2b, aplicados ambos de la misma forma. Eso, indudablemente, puede no
ser cierto. Ambas sustancias actian sobre un receptor celular comun (520), se
emplean en la clinica humana a las mismas dosis y por las mismas vias (537),
y presentan efectos bioldgicos y farmacodinamia similares (558, 559). Sin
embargo, su composicién y su farmacocinética son distintos. INFbeta es una
glicoproteina, mientras que INFalfa es una proteina sin carbohidratos. Debido al
carbohidrato, INFbeta es una molécula hidrofdbica, tisufilica, que permanece
anclada en los tejidos donde se sintetiza. Contrariamente, INFalfa difunde al
plasma porque es menos hidrofébica y mas plasmafilica al no contener aziicares.
Segin Bocci, esas diferencias no traducen distinta potencia en sus funciones

biolégicas aunque si distintos perfiles metabélicos (552).
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Discusion de aspectos relacionados con los métodos

La forma de manipular a los animales es un aspecto no resefiado en
los trabajos, mas bien transmitido y aprendido de forma practica. El modo en
que manejé a las ratas, detalladamente explicado en los métodos, fue fruto de
experiencias transmitidas y de observaciones propias, algunas de las cuales sefialo

a continuacién para justificar mi método.

La rata dispone de unos miembros superiores cortos y débiles que
le sirven fundamentalmente para realizar tareas precisas con poco requerimiento
de fuerza. Por el contrario, sus miembros inferiores son largos y fuertes. Con
ellos realiza la deambulacién y, sobre todo, el salto. Cuando el animal se
desplaza libremente en espacios amplios combina la carrera, si no se ve acosado,
con el salto, que permite mayor velocidad y se emplea en la huida. Si se evita
el apoyo de las extremidades inferiores el animal estd indefenso, ya que su tnico
apoyo son los miembros superiores que "a duras penas" soportan su peso.
Ademas posee unos musculos paravertebrales potentes, de forma que si se la
mantiene suspendida de la cola sin proporcionarle un lugar para desencadenar el
reflejo de apoyo, tiende en unos instantes a girar sobre si misma y morder el
objeto que la suspende. Carece este roedor de una buena visién, pero suple tal

carencia con un extraordinario olfato y un agudo oido.

La percepcidn por las ratas del temor y nerviosismo de la persona
que los va a manipular es un hecho bien documentado en veterinaria y que he
podido comprobar. Se mostraban en dicha circunstancia agitadas y sus reacciones

eran mas rapidas y desconfiadas.

En mi opinién, la manipulacién de estos animales debe realizarse
de forma coordinada y precisa. Los movimientos han de ser rdpidos y los
desplazamientos cortos. Siempre que sea posible se ha de mantener una mano
libre para ayudar a inmovilizarlo en caso de escurrimiento. Resulta conveniente

también mantenerlo tapado. Cuando el animal no ve, se siente oculto y se
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tranquiliza.

Para la anestesia, hemos empleado una combinacién, en proporcién
1/50, de Droperidol y Fentanilo (Thalamonal®). El Droperidol es un neuroléptico
mayor del grupo de las butirofenonas. Fentanilo es un potente analgésico
narcético. Su uso conjunto es 1o que se conoce como neuroleptoanalgesia. Los
principales efectos secundarios de esta combinacion son la depresion respiratoria,
hipotensidn, hipertonia muscular y efectos anticolinérgicos. Es muy probable que
los ocho fallecimientos accidentales estuvieran relacionados con el procedimiento
anestésico. La utilizacién aislada de Fentanilo quizés hubiese sido més adecuada,
al evitar la sumacion de efectos depresores de la funcién respiratoria. No
obstante, consideramos ventajoso este método anestésico por varias razones:
Resulta comodo de administrar (inyeccién intramuscular), mantiene la letargia
durante el tiempo justo para el acto quirtirgico y proporciona una buena analgesia
en las horas siguientes, con lo que se evita la aplicacién de otras sustancias que
pudieran influir en los resultados y se garantiza que el animal no sufre. En la
literatura, se describe en pocos casos el procedimiento anestésico empleado. Los
mas frecuentes han sido Eter (437, 453, 454, 456, 494), Ketamina y Halotano
(450, 462), Uretano (546) y Pentobarbital sédico intraperitoneal (455).

Respecto al método de induccion de la endometriosis, algunos
investigadores han propuesto la implantacion de endometrio en el tejido
subcutineo de los animales de experimentacion, con el objetivo de poder valorar
su crecimiento sin necesidad de recurrir a laparotomias. De este modo, Berquist
y cols. (501), estimaron el tamafio de los implantes por simple palpacién.
Stéckemann (470), comprobd la formacién de vesiculas por resonancia nuclear
magnética. Aoki (376), evalud ecograficamente el crecimiento de fragmentos de
endometrio humano trasplantados en el tejido subcutaneo de ratonas carentes
congénitamente de inmunidad humoral y celular (SCID mice). Es evidente que
la valoracién adecuada requiere la vision directa. El aspecto, 1a medida objetiva
y exacta de las vesiculas, y las adherencias, s6lo se pueden determinar
correctamente mediante laparotomia. Desde otro punto de vista, la endometriosis

extraperitoneal remeda en menor grado a la endometriosis humana al no influir
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ni ser influida por el medio peritoneal.

(Por qué utilizamos el método de Jones para inducir

quirdrgicamente la endometriosis?

Existen fundamentalmente dos métodos de autotrasplante
endometrial en ratas. El primero de ellos fue descrito por Jones en 1984.
Consiste en la colocacién de explantes endometriales, obtenidos al separar
microquirargicamente el endometrio del resto de los componentes histolégicos
del utero (438). El segundo método lo describié Vernon un afio mas tarde, y
difiere del anterior en que se implantan fragmentos uterinos completos (437). A
pesar de su mayor complejidad y requerimientos tecnoldgicos, con el paso del
tiempo, se ha impuesto el procedimiento de Jones (450, 453-456, 462, 467). En
nuestro Departamento, Brotons estudié la eficacia de ambos métodos,
demostrando mejor rendimiento de la técnica de Jones en términos de mayor

porcentaje de buen crecimiento de los implantes (503).

La rata dispone de una extraordinaria resistencia a las infecciones.
Algunos trabajos de este tipo se han realizado bajo condiciones estériles (437,
450, 462, 494). Nosotros utilizamos una técnica limpia pero no estéril.
Excepcionalmente encontramos pequefias colecciones purulentas en la pared
abdominal, nunca intraperitonealmente. No parece necesaria la adopcioén de esta
medida en este tipo de experimentacion, aunque de disponer de la infraestructura

necesaria seria recomendable su empleo.

Después de resecado el hemittero del que obtendriamos el explante
endometrial, todo el trabajo microquirirgico, emulando a otros trabajos (450),
se realizd sobre placa de Petri con suero fisioldgico a temperatura ambiente. Este
medio evitd la desecacién de los tejidos y no influyd en el posterior crecimiento
de los implantes. Vernon, aunque no efectué despegamiento del endometrio,
realizo la apertura y fraccionamiento de la pieza resecada en un medio compuesto
por Ham F-10, a 37 grados centigrados (437). El tamafio de las vesiculas que €1

encontro no fue diferente del de las nuestras, por lo que parece que el medio en
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que se suspenden los tejidos no influye en su crecimiento posterior. Tampoco la
temperatura afecta a dicho aspecto, como lo demuestra el hecho de que, en
nuestro estudio, el tamafio de los implantes colocados en primer lugar fuese

similar al de los colocados en ultimo lugar.

El peritoneo resulta un lugar idéneo para la colocacién de los
autotrasplantes por varias razones. Permite un acceso quirirgico rapido y poco
complicado, evitando tiempos operatorios largos que favorecerian la formacién
de adherencias. Por su mayor grado de vascularizacion, se consiguen mayores
porcentajes de viabilidad de los autotrasplantes (428). La vision de los implantes
es facil, haciendo posible la localizacién del 100% de los mismos. En este
sentido, 9 de los 182 implantes que Quereda efectué en meso intestinal no
pudieron localizarse en las laparotomias posteriores, mientras que todos los
colocados en peritoneo (364 implantes) fueron correctamente identificados en las

evaluaciones subsiguientes (428).

Elegimos cuatro explantes porque ello nos proporcionaba una buena
cantidad de endometrio ectépico con un menor nimero de animales. Haber
puesto mds implantes hubiera podido dificultar, en gran medida, la valoracién de
las modificaciones de cada uno de ellos. La experiencia demuestra que aunque
parezca que se colocan muy separados, la formacién de adherencias y el propio
crecimiento de las vesiculas favorecen la coalescencia. No hemos encontrado
precedentes en la literatura con mas de cuatro implantes por rata. Este namero
ha sido muy variable, mencionandose un implante (453), dos implantes (450,
462), tres (428, 541) y cuatro (437).

Aunque muchos autores citan un aumento de las adherencias por la
existencia de endometriosis experimental (478, 481, 560, 561), nosotros
pensamos que las suturas con las que se fijan los implantes pueden jugar cierto
papel contributivo en la génesis de las mismas. Todo ello se veria favorecido por
la posicion prona en la que viven estos animales, depositindose directamente las
asas intestinales y el epiplon sobre los implantes y las suturas. Por ésta y por las

demas razones que indicaré a continuacién, utilicé, para fijar cada implante, un
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s6lo punto de Polipropileno de 5/0 anudado con cuatro nudos. El Nylon ha sido
el material de sutura empleado universalmente para este propdsito. Vernon utilizé
un sélo punto de Nylon de 4/0 (437), mientras que Rajkumar necesité para fijar
cada implante cuatro puntos de Nylon monofilamento de 6/0 (450).

Polipropileno es un polimero formado por moléculas de cadena larga
en las que se repite la unidad propileno. Es un hilo de elevada resistencia a la
traccion, equiparable en este sentido al Nylon. Desde el punto de vista quimico
es muy inerte y resistente a los dcidos y los édlcalis. Causa una reaccidn tisular
minima, a diferencia del Nylon que produce reacciones inflamatorias que pueden
durar varios meses. Después de largos periodos de tiempo, no sélo permanece,
sino que mantiene en el organismo su resistencia inicial. Esas condiciones lo han
convertido en ¢l material de eleccién en cirugia plastica, vascular y en las suturas
de nervios (562). A todas estas ventajas une, para nuestro propdsito, las de ser
monofilamento, irreabsorbible y comercializarse coloreado (azul), 1o que permite
su segura identificacién atn en el caso de haber desaparecido completamente el
explante. El unico inconveniente es el de su escasa flexibilidad, lo que hace
necesario la realizacién de varios nudos para evitar que el anudado se deshaga.

Cuatro fueron los que consideramos como minimo indispensable.

No hemos tenido en cuenta el momento del ciclo estral en que se
practicé la induccion ni en el que se realizaron los estadiajes posteriores.
Pensamos, como otros autores (453), que este factor no influye en la tasa de

éxito de la induccién ni en el crecimiento del implante.

La segunda laparotomia realizada a cada animal, denominada por
nosotros de estadiaje, tuvo como objetivo valorar el tamafio de las vesiculas a las
que el endometrio autotrasplantado dié lugar. Se realizo entre 30 y 45 dias tras
1a induccion. En su publicacion pionera, Vernon y Wilson, indicaron cémo los
implantes crecieron desde 1.5 mm al colocarlos, hasta un méximo de 5 mm en
el dia 60 postinduccién (437). Mas tarde, Brotons comprobd que los implantes
valorados entre 30 y 40 dias después de la induccién presentaban un tamafio

estable, observando que Gnicamente el 5% de ellos continuaban creciendo una
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vez valorados (541). Al igual que otros investigadores (560), Quereda aprecid
que por mdis tiempo que dejara transcurrir desde la colocacién de los
autotrasplantes hasta la valoracion de su tamafio, los mismos no parecian mostrar
un mayor crecimiento. Es decir, que los implantes una vez que han alcanzado un
crecimiento determinado no tienden a crecer mas (428). Este momento ha sido
establecido por algunos en dos semanas (454, 456, 467), para otros en tres

semanas (453), cuatro semanas (438, 450) o incluso seis semanas (437, 494).

En cuanto a los sistemas seguidos para estadiar la endometriosis
experimental, tanto por implante como por animal, quedaron argumentadas las
razones para utilizar dichos métodos en el lugar en que se describieron. Baste
ahora realizar un breve comentario aclaratorio sobre la forma en que se midieron
las vesiculas. La perfecta correlacién del didmetro longitudinal (didmetro mayor)
del implante con la anchura, superficie y volumen del mismo fue demostrada por
Vernon y Wilson (437). Aceptando lo previo, decidimos utilizar el didmetro
maximo como medida Unica de valoracion del implante. Sistema de evaluacion,

por tanto, objetivo.

Respecto a la catalogacion de las adherencias seguimos la
clasificacion propuesta por Quereda (428). Con ella tratamos de reflejar su
severidad en una escala semicuantitativa que, aunque con limites arbitrarios,

fuese fiel reflejo del aspecto subjetivo de mayor o menor gravedad.

Con relacién a la dosis de Interferén, consideramos 400.000 U/Kg
como la dosis estdndar, lo que supuso unas 100.000 U por animal. Estas dosis
han sido las empleadas con este tipo de animales en otros trabajos (563, 564).
Corresponden a 1/40 de las dosis mayoritariamente empleadas en la clinica
humana (3-5 millones), y coinciden con las adaptaciones que se han realizado
para otros farmacos al extrapolar dosis del hombre a la rata (428, 438, 441,
457).

Hicimos equivalente una dosis de 100.000 U administrada

intraperitonealmente a tres dosis de 100.000 U administradas subcutdneamente
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a dias alternos, basandonos en los datos bibliogréficos referidos a la
farmacocinética de los Interferones. Bocci (534), en una revision extensa, sefiald
que algunos autores como Berek habian reportado niveles de Interferén en fluido
peritoneal, por lo menos durante 24 horas siguiendo a su administracién por la
misma via, 30-100 veces superiores que los niveles plasmaticos. Los niveles de
Interferén en cavidad peritoneal permanecieron detectables durante, por lo
menos, 5 dias. Parece evidente que la cavidad peritoneal actiia como reservorio,
siendo mayoritariamente absorbida la sustancia a través de los linfaticos
subdiafragméticos. Resultaria fécil retrasar la absorcién con simples maniobras

posturales que disminuyeran el contacto del fluido peritoneal con el diafragma.

La administracién de Interferdn por via subcutdnea comenzo siempre
a las 48 horas de la laparotomia de estadiaje. El riesgo de producir
eventraciones/evisceraciones, al ejercer compresién sobre el animal para
inmovilizarlo, fue lo que nos movié a demorar durante ese tiempo la primera
administracion del farmaco. A partir de ahi, las dosis sucesivas se aplicaron cada
48 horas hasta completar 3 6 15 dosis, segun se tratase de pauta corta o larga
respectivamente. Los argumentos en favor de esta metodologia derivan de la
farmacocinética de los Interferones humanos aplicados a animales de
experimentacién. En 1975, Harmon y Janis (522), investigando en ratones,
apreciaron que una simple inyeccién intramuscular de Interferén humano
mantenia niveles detectables de la sustancia durante 48 horas, y que inyecciones
subcutaneas parecian mostrar mayores persistencias. Cantell y Pyhdld (565),
también compararon los niveles séricos de Interferén en hamsters, conejos,
ovejas y hombres, después de la administracion intravenosa de diferentes dosis
de Interferén leucocitico humano. Obtuvieron los mismos resultados en cada
especie. El nivel sérico de Interferon dependia directamente de las U/peso
corporal inyectadas. Con 300.000 U de INFalfa humano/Kg. de peso se
mantenian niveles séricos de 100 U/ml., durante al menos 12 horas. Cuando la
administracién era por via intramuscular o subcutinea, los niveles séricos

persistian durante un tiempo superior.
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Establecimos en 15, las dosis de Interferéon a administrar en la
denominada pauta larga. Este nimero fue elegido arbitrariamente, pero con los
siguientes condicionantes. Nuestra intencion era administrar el mayor nimero
posible de dosis. Sin embargo, tenfamos una limitacién impuesta. El Interferén
humano es un producto bioldgico antigénicamente extrafio para la rata,
sensibilizante e incapaz tedricamente de presentar actividad una vez anulado por
reacciones neutralizantes de antigeno-anticuerpo. Aunque conceptualmente
cuando el firmaco es neutralizado por anticuerpos especificos pierde toda su
eficacia, la experiencia prictica parece no confirmar exdctamente ese aserto. Se
han comunicado raros casos en que pacientes sometidos a tratamiento con
Interferén alfa?b recombinante desarrollaron anticuerpos neutralizantes. Varios
de estos pacientes todavia continuaron presentando respuestas clinicas al
tratamiento (566). En la rata, después de tres infusiones intravenosas, ya
aparecieron en algunos animales anticuerpos antiinterferén (564). Pensamos, por

la razén expuesta, que mdas de 15 dosis no aportarian beneficio adicional.

Aprovechar la cardiopuncién, necesaria si queriamos obtener sangre
que seria utilizada en posteriores estudios, para el procedimiento de sacrificio fue
una buena idea. El método se antojé rapido, indoloro y seguro. El ébito por
embolia gaseosa fue instantdneo, registrandose excepcionalmente alguna
convulsién previa. Los métodos clasicamente utilizados, como la fractura cervical

o la dosis anestésica letal, no tuvieron lugar en este estudio.

La recogida de todos los datos del protocolo, incluido el estadiaje
de implantes y adherencias, se realizé directamente en €l curso de cada
laparotomia, evitando siempre el hacerlo de forma diferida a partir de
descripciones anotadas. Algunos aspectos se obtuvieron de una forma totalmente
subjetiva, como la vascularizacién o la fibrosis de la pared del animal en las
laparotomias iterativas. Debido a esa subjetividad y a la irrelevancia de dichos
datos sobre los objetivos de la investigacion, no fueron finalmente analizados y,

por tanto, desechados.
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Discusion de los _resultados

Una medida del aprovechamiento de los recursos la constituye el
porcentaje de animales incluidos en el estudio sobre el total de los suministrados
(88.15%). Descartando a las 12 ratas que voluntariamente se destinaron al
entrenamiento en los aspectos microquirrgicos y valoracion de implantes y
adherencias, quedarian s6lo 11 animales (5.67%), destinados a formar parte del
material de investigacion, que por distintas razones (fallecicimiento accidental o
fallo de induccién) fueron excluidos del estudio. Este dato generalmente no es
sefialado en las publicaciones de las revistas cientificas. Hay que recurtir a
memorias de investigacion para obtener datos de otros autores. Asi, en las
memorias previas de nuestro Departamento, el porcentaje de exclusion se situd
en el 12% (428, 567). Las causas que motivaron tales diferencias se analizan a

continuacion.

Todos los fallecimientos accidentales de nuestro estudio (8 casos,
4.12%) se produjeron en el postoperatorio inmediato, y estuvieron directamente
relacionados con el procedimiento anestésico. Porcentaje inferior al obtenido por
Barragan (10.71%) (567) y similar al obtenido por Quereda (5.96%) (428),
utilizando idéntico método. Ya hemos sefialado como probablemente la
asociacion anestésica empleada, por el alto grado de depresion respiratoria que
produce, estuviese en el origen de esos 6bitos. Nuestro menor porcentaje de
fallecimientos con respecto a los de los autores sefialados fue debido a un mejor
conocimiento de las dosis utilizadas y de la aplicaciéon de estimulos a los
animales. Téngase en cuenta que dichos investigadores forman parte de nuestro
grupo, con lo que he aprovechado su experiencia en beneficio propio. Ademads,
a lo largo de la investigacién, he tratado de aumentar la atencién al
postoperatorio inmediato de estos animales, mediante movilizacién periddica y
emision de ruidos frecuentes, hasta comprobar un grado de vigilia adecuado. En
el estado somnoliente que caracterizo a los primeros momentos del despertar, era
frecuente observar que los animales se agrupaban, unos encima de otros,

impidiéndo los movimientos respiratorios toracicos de los situados debajo.
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Apercibidos de ello, fuimos corrigiendo tal circunstancia a medida que avanzaba
el estudio. La eficacia de las medidas adoptadas se comprueba al observar que
7 de las 8 ratas fallecidas pertenecieron a los 90 primeros animales (50%),

mientras que entre los tltimos 90 (50%) sélo fallecié una rata.

Otro aspecto que acentuia la rentabilidad del modelo ha sido el
elevado indice de éxito en la induccion de la endometriosis (98.27%). Este
resultado estd mds en la linea de los que sefialan que todos los implantes
crecieron (437, 450, 455, 462, 472) y se aleja de los que comunican peores
resultados (453, 467, 478). En nuestro Departamento Brotons consiguié un
93.70% de éxito (541), Barragan un 96.9% (567) y Quereda un 88.8% (428).
Basamos nuestra mejor tasa de éxito en tres argumentos. En primer lugar, la
colocacién de todos los implantes en la superficie peritoneal parietal pudo
suponer una ventaja con respecto a los anteriores trabajos, en que parte de los
implantes se realizaban en el meso intestinal. Quereda ya demostrd la
superioridad la primera zona en términos de crecimiento de las vesiculas (428).
En segundo lugar, la propia técnica de colocacién de los fragmentos de
endometrio que hemos empleado parece que pudiera ser més eficaz. Para fijar
cada implante en la superficie peritoneal se recurrié en los trabajos previos a
pellizcar con una pinza de Crile un fragmento de dicho tejido, sobre el que se
traccionaba para hacerlo accesible. Con la nueva tabla de trabajo, disefiada
especialmente para este estudio, conseguiamos una separacion automadtica de las
paredes abdominales del animal, de forma que la exposicién de la superficie
peritoneal era perfecta sin necesidad de maniobras auxiliares. La contusion tisular
provocada por la pinza de agarre en las proximidades del lugar de fijacion del
implante, pudo disminuir la vascularizacién de la zona con el consiguiente
deterioro de su crecimiento. En tercer lugar, al emplear en nuestro estudio cuatro
implantes por animal, en vez de los tres realizados en los trabajos previos, la

posibilidad de que ninguno de los implantes creciera fue menor.
En conexidn directa con los ultimos argumentos se sitiian los datos

de buen o mal crecimiento de la endometriosis en los animales en los que la

induccién resultd exitosa. También los resultados obtenidos en este trabajo son
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claramente superiores a los obtenidos previamente en nuestro Departamento.
Fueron catalogados como con buen crecimiento (grados II ¢ III) el 84.44% de
los implantes en ¢l presente trabajo, frente al 71.20% en el de Brotons (541), el
72.30% en el de Barragan (567) y el 70.80% en el de Quereda (428).

Los resultados del primer experimento demuestran que la
endometriosis experimentalmente inducida en la rata wistar no se modifica
espontaneamente con el paso del tiempo. A esta misma conclusion habian llegado
Vernon y Wilson cuando comprobaron que a los 10 meses de la laparotomia de
estadiaje los animales mantenian la misma cantidad de endometriosis previa
(437). También Rajkumar utiliz6 en su trabajo un grupo control de animales con
endometriosis inducida, no tratados, en los que pudo comprobar estabilidad en

el tamafio de los implantes tres meses después del estadiaje inicial (450).

La coincidencia de los estudios previos reafirma la idea de la
estabilidad de la endometriosis experimental. Sin embargo, no sabiamos en que
modo podia influir la préactica de varias laparotomias sucesivas sobre el
endometrio ectépico. Las laparotomias suponian estrés para los animales, con
aumento de esteroides suprarrenales, cuya repercusién, aunque probable, era
incierta. Del mismo modo, en las intervenciones se manipulaban las vesiculas y
se sometia a éstas a la influencia del aire ambiente. Era desconocido
para nosotros el efecto que estas circunstancias podian tener sobre la
endometriosis previa, y no tenerlo en cuenta hubiera podido restar validez a los

resultados de los distintos tratamientos.

Ni la distribucién de los implantes en grados de crecimiento, ni el
tamafio medio de la suma de los cuatro implantes de cada animal, en milimetros
o en grados, cambiaron a los 60 6 120 dias con respecto al estadiaje inicial. Esto
demuestra que la practica de la laparotomia de reestadiaje, con las circunstancias
sefialadas que la acompafiaron, no ejercid influencia sobre el tamafio previo de
la endometriosis experimental. Tal extremo se ve reforzado al comprobar que la
modificacion de la suma total de todos los implantes resultd en un ligerisimo

incremento, inferior al 3%.
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Es cierto que algunas vesiculas oscilaron discretamente de tamafio,
pero lo hicieron, tanto incrementéndose unas, como disminuyendo otras, lo que

evidencia una ausencia de influjo definido de las circunstancias evaluadas.

La mayoria de los autores coinciden en sefialar un aumento en la
aparicién de adherencias por la existencia de endometriosis experimental (428,
473, 485, 541, 560, 561). Otros, sin embargo, niegan dicha relacién (450, 479).
Las adherencias fueron la norma en nuestros animales. Las encontradas al
estadiar a los animales del primer experimento no mostraron diferencias de grado
con el resto de los animales del estudio. Parecieron mostrar un discreto
incremento al sucederse las laparotomias, aunque sélo al considerar el grado
adherencial medio por animal hubo diferencias estadisticamente significativas
entre las valoraciones inicial y final. Es légico que ocurriese asi.
Independientemente del papel que las suturas de Polipropileno y la propia
endometriosis puedan tener en la génesis de las adherencias, las laparotomias,
mediante ]a desecacion de los tejidos y los restos heméticos sometidos a procesos

de fibrinoformacion y fibrinolisis, generan "per se" incremento adherencial.

En conjunto, la integracién de los multiples hallazgos puntuales de
los distintos componentes del sistema inmunolégico encontrados en la

endometriosis, se ha realizado desde tres puntos de vista distintos.

Algunos autores, basindose en las alteraciones del componente
humoral del sistema inmunolégico, opinan que se trata de una enfermedad
autoinmune (568-571). La presencia de titulos séricos de autoanticuerpos
organoespecificos (anticuerpos antiendometriales) (572) o, en menor medida,
contra componentes celulares (anticuerpos anticardiolipina) (573) parecen
apoyarlo. Otros hallazgos son menos consistentes con esta vision del problema.
Asi, la ausencia de asociacién con ciertos antigenos del sistema HLA,
caracteristica comun de las enfermedades autoinmunes, haria menos probable la

etiologia autoinmune (574, 575).

En segundo lugar, estarian los que defienden que un déficit celular
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inmunoldgico es la condicién etiopatogénica bdsica que condiciona esta
enfermedad. Segun esta hipétesis, cuando los sistemas celulares de aclaramiento
de los fragmentos endometriales desplazados son sobrepasados, la enfermedad se
desarrolla. Los esfuerzos del sistema inmunoldgico celular por limitar el
crecimiento endometrial ectépico, aunque insuficientes para ese proposito,
jugarian un papel critico en la activacién de las células B, que pasarian de estar
en reposo a alcanzar un estado activado con ulterior diferenciacién y produccién
de anticuerpos (576-579).

Finalmente, a los elementos mas primitivos € inespecificos del
sistema inmunoldgico también se los ha implicado en la génesis de la
enfermedad. Se trata de la teoria de la activacién macrofagica como causa de
endometriosis (580). Los macréfagos peritoneales de mujeres con endometriosis
son mas grandes, mas maduros y estdn hiperactivados. Producen mas factores de
crecimiento y Fibronectina. Los fibroblastos peritoneales necesitan dos factores
para proliferar: Factor de competencia y factor de progresién. Las sustancias
estimuladoras del crecimiento y la Fibronectina serian el factor de competencia
para fibroblastos y células del estroma endometrial. El factor de progresién lo
constituirian los estrégenos. Asi, en presencia de flujo menstrual retrogrado,
aumento de la activacion macrofégica e hiperestronismo relativo, las condiciones

serian Optimas para el desarrollo del cuadro (581).

Llegados a este punto, y en vista de la coexistencia en la
enfermedad de multiples alteraciones del sistema inmune, integradas de formas
conceptualmente distintas, las posibilidades de inmunomodulacién son

fundamentalmente dos. La terapia inmunosupresora o la inmunoexaltadora.

La terapia inmunosupresora ha sido propuesta por los profesionales
mas dedicados a la medicina de la reproduccién, preocupados por las
consecuencias que los factores liberados en las reacciones inmunes pudieran tener
sobre la fertilidad de estas pacientes (582, 583). Experimentalmente se han
ensayado corticoides (584, 585), Pentoxifilina (586, 587), Verapamil (488),
Lipiodol (588) e indometacina (486). In vitro, se ha estudiado el efecto
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inmunosupresor de Danazol (589, 590, 591) y de la Gestrinona (592). También
en la clinica ha sido investigada la modulacién inmunolégica de Danazol (593,
594), Danazol y analogos de la Gn-RH (595, 596) y de los agonistas de Gn-RH
aisladamente (597). En general, los resultados comunicados con estas
modalidades terapeiticas han sido buenos o muy buenos en orden a recuperar la
fertilidad perdida. Sin embargo, cuando D'Hooghe estudié el efecto de la
inmunosupresion con Metilprednisolona y Azatioprina en babones con
endometriosis espontdnea, comprobd que los animales inmunosuprimidos tuvieron
un nimero y tamafio significativamente mayor de lesiones endometridsicas que

los animales del grupo control no tratados (598).

La terapia Inmunoexaltadora estd mucho menos desarrollada. Su
propuesta parte de la preocupacion, no tanto por los fendmenos reproductivos
sino por las manifestaciones clinicas y los aspectos de progresién y recidiva
endometridsicos. Las posibilidades en este sentido son mds limitadas y entrafian
gran complejidad. El sistema inmunoregulador actia, como hemos visto, en
cadena, de forma que la modulacién de un elemento puede alterar el sistema
entero. Esto, que parece constituir una adversidad severa, pudiera ser ventajoso.
De la misma manera que en la endometriosis se reconocen desviaciones de varios
de los componentes del sistema inmune, cuyo origen probablemente sea unico,
asi también la modulacién del elemento clave pudiera establecer cambios en la
red que devolvieran al sistema el orden fisioldgico perdido. Sustancias como
Procodazol (estimulante de la fagocitosis macrofagica), Factor de crecimiento
hematopoyético (estimulante de granulocitos), Timoestimulina (polipéptidos de
timo bovino estimulantes de la respuesta inmunitaria celular), Interleukina-2
(linfocina con acciones estimuladoras sobre diversos elementos de la red

inmunolégica) o Interferones, podrian ser ensayadas con este objetivo.

En lo que nosotros conocemos, no existe precedente alguno sobre
el empleo de Interferones en la endometriosis experimental o humana.
Unicamente Braum, teniendo en cuenta las alteraciones inmunoldgicas presentes
en esta enfermedad, sugirié que los activadores de los macréfagos, como los

Interferones, quizas fuesen Wtiles junto a la terapia de supresiéon hormonal para
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controlar y eliminar el crecimiento endometrial ectépico (404). Por otra parte,
Wilson, teniendo en cuenta la disminucién significativa en la actividad de las
células "Natural Killer" en los estadios mas severos de la endometriosis, indico
el potencial que algunos tratamientos inmunoestimulantes de estas células podrian

tener en pacientes con endometriosis avanzada (599).

Cualquier argumentacién sobre los posibles mecanismos por los que
los Interferones han dado lugar a los resultados obtenidos ha de ser
completamente especulativa. Si bien, determinados efectos de estas sustancias
estan claramente establecidos y suficientemente contrastados, otros no son
aceptados de manera unidnime e incluso pueden presentarse de manera opuesta

dependiendo de las circunstancias.

El primer hecho relevante en este sentido, puesto de manifiesto en
el primer experimento, fue la incapacidad del Interferdn alfa 2b intraperitoneal,
administrado en el momento de la realizacién de los autotrasplantes, para

modificar el crecimiento endometriésico de forma significativa.

Uno de los mas tempranos efectos reconocidos de los Interferones,
sobre las respuestas inmunes in vivo mediadas por células, fue un retraso
significativo en el rechazo de injertos de piel entre ratones no histocompatibles
(600). El Interferon no sélo inhibié las reacciones de hipersensibilidad retardada,
sino que también disminuy¢ la sensibilizacién cuando se administré previamente
al agente sensibilizante (601). Hay ejemplos descritos sobre casos de disminucién
de la inmunidad celular acompafiando a infecciones virales, en las que el
Interferén se encuentra fuertemente implicado (517). Parece ser critico el
momento en que esta sustancia es administrada en relacién con sus efectos sobre
la inmunidad celular. Cuando se suministra previamente a la sensibilizacién con
el antigeno produce una depresion de las respuestas mediadas por linfocitos T;
sin embargo, cuando la administracién se realiza posteriormente al contacto con
el antigeno se registra un aumento de la inmunidad celulomediada (601). Otro
tipo de respuestas proliferativas de los linfocios T, como las mediadas in vitro

por la adicién de Fitohemaglutinina o Concanavalina A, son del mismo modo
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suprimidas por los Interferones (602). Estos hallazgos sugieren que bajo ciertas
condiciones, los Interferones pueden exhibir fuertes efectos antiproliferativos
sobre los linfocitos T, andlogos a los observados para los linfocitos B. Los
argumentos previos justificarian la ausencia de efecto del Interferdn alfa2b sobre

la induccion de la endometriosis experimental.

La consecuencia directa del resultado anterior es la imposibilidad de
utilizar Interferén de manera preventiva en este modelo. Probablemente en la
clinica humana no se da esta circunstancia, debido a que la menstruacién
retrograda es un fenémeno casi universal y la mayoria de las mujeres se

encontrarian sensibilizadas a células endometriales desplazadas.

En los animales del segundo experimento, después de la
aleatorizacién, no se apreciaron diferencias en los distintos aspectos analizados,
ni en el grado adherencial, ni en el tamafio de la endometriosis por implante o
por animal. Tampoco cada uno de estos grupos fue diferente en este aspecto al
resto de los animales del estudio. Ello supone que los resultados encontrados no

pueden ser achacados a diferencias preexistentes intergrupos.

Una dosis estandar intraperitoneal causé una reduccion evidente del
tamafio de las vesiculas, sin provocar cambio en el grado adherencial. Parecieron
reducirse fundamentalmente los implantes de grado II, pasando a grados I y 0.

La reduccién de los implantes de grado III fue menor.

La ausencia de cambio en el grado adherencial podria interpretarse
como un efecto positivo del Interferén, ya que lo ocurrido en el grupo de
control, y por lo tanto lo esperado en este grupo, era un incremento de las

adherencias al sucederse las laparotomias.
A diferencia del Interferén alfa2b por via intraperitoneal, la

administracion subcutdnea, ademas de disminuir el tamafio de la endometriosis

por implante y por animal, redujo también el grado adberencial por implante.
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En resumen, ambas vias de administracién con pauta corta y dosis
estindar fueron igualmente efectivas para disminuir el tamafio de la
endometriosis, pero el Interferén subcuténeo fue superior para reducir el grado

adherencial por implante.

Es dificil creer que una exposicién tan corta al farmaco pudiera
provocar efectos tan evidentes. Para entender mejor los factores que gobiernan
la accion protectora local del Interferén, Dianzani creé un modelo experimental,
en fibroblastos humanos cultivados, donde estudiar las variables de tiempo y
concentracién bajo estimulacion a temperatura corporal (37 grados centigrados).
Contrariamente a las observaciones previas, realizadas en condiciones menos
fisioldgicas, a los 30 minutos de exposicién de las c€lulas al Interferén ya se
encontrd resistencia a la infeccion virica, que fue méaxima a las 2-4 horas. Cortas
exposiciones al Interferén también lo consiguieron. Con un minuto se logré un
nivel de resistencia similar al conseguido en 30 minutos. Similares resultados se
encontraron modificando la temperatura entre 34.5 y 40 grados centigrados, con
cinco minutos de exposicién (603). Aunque la dindmica de la creacién de
resistencia frente a la infeccion virica es distinta de la que dié como resultado la
reduccion de los implantes de endometrio autotrasplantado, la investigacién de
Dianzani demuestra que pequefias exposiciones a la sustdncia son capaces de
producir efectos rapidos. No obstante, la respuesta a una determinada dosis es
una cuestion todavia no contestada, con algunos resultados contradictorios entre

estudios in vitro y ensayos clinicos (604).

Los mecanismos por los que los Interferones pudieron influir sobre
las adherencias son inciertos, como también lo son los factores que dan lugar a
su génesis en la endometriosis. Se ha postulado que la lesién mesotelial junto con
alteraciones de la actividad fibrinolitica debian participar en la formacién de las
adherencias en la enfermedad (605). Portz y cols. sefialaron la colaboracién de
los radicales superdxido en la produccién de adherencias (492). Fibronectina es
una glicoproteina presente en el tejido conjuntivo, en el plasma y sobre la
superficie de la mayoria de las células. Promueve la adhesién entre las

superficies celulares, y generalmente esta ausente en las células tumorales. Se
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polimeriza dentro de las matrices insolubles y se une a la fibrina, al colageno y
a la heparina. Las matrices formadas por la polimerizacién de la fibronectina,
guian el movimiento de las células en los embriones y en los procesos de
curacion de las heridas (373). Es evidente su participacién en los fenémenos
fibréticos y adherenciales organicos. Ya hemos visto como Kauma demostrd que
los macrofagos peritoneales de mujeres con endometriosis producian cantidades
de Fibronectina tres veces superiores que los de las mujeres sin la enfermedad
(183). Factores de crecimiento y otros productos liberados por macréfagos

activados también se han relacionado con la génesis de adherencias (606).

El Interferén modula la actividad del Factor de crecimiento
epidérmico (EGF) a través de la regulacion de la expresion de su receptor (EGF-
r). Depués de 48 horas de exposicion al farmaco, la ligazén de de EGF a su
receptor apareci6 fuertemente reducida (607). El tratamiento de células de rifion
de vaca con Interferén alfa2 produjo una reduccién en la afinidad de los
receptores de EGF para su ligando y un marcado descenso en el niimero de
receptores funcionantes de EGF, expresados sobre la superficie celular (608). La
sintesis de colageno es dificultada por los Interferones. Nanes demostré que la
incorporacién de hidroxiprolina al colageno era impedida por Interferones (609).
Otros efectos sobre fibroblastos podrian dificultar también los fenémenos
fibrdticos (610), pero su participacién final en los fendmenos adherenciales es
enigmatica, ya que actian sobre monocitos y macréfagos estimulando la
fagocitosis y la liberacién de radicales libres de oxigeno (efecto relacionado con

la formacién de adberencias) (611).

El estudio de la farmacodinamia del Interferén alfa2b sobre la
endometriosis experimental, segin la via de administracion, resulté sumamente
interesante. Suministrado intraperitonealmente, presentd un fuerte efecto reductor
inicial (maximo a los 6 dias) que fue disminuyendo posteriormente hasta alcanzar
al vigésimo dia una meseta, estimada en el 20-25% de disminucién de tamafio.
Este porcentaje de beneficio se mantuvo hasta por 1o menos el dia 120. De forma
opuesta, cuando se administrd por via subcutdnea, se comprob¢ un pobre efecto

inicial que fue aumentando hasta alcanzar al vigésimo dia, similarmente a la via
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intraperitoneal, una meseta en torno al 20-25 % de reduccién de tamafio. También
este porcentaje de beneficio se mantuvo, con ligera tendencia ascendente, hasta
el dia 120.

Ya hemos comentado cémo el disefio que hemos empleado para
estudiar la dindmica de actuacién del farmaco, al no ser lineal, introduce un
sesgo que hemos de asumir. Sin embargo, la coherencia de los resultados
obtenidos hace pensar que efectivamente la dindmica real sea de la forma

descrita.

{Qué explicacién pueden tener estos hechos?.

Berek (612), realizé un ensayo clinico sobre el efecto de Interferén
alfa2b suministrado por via intraperitoneal en pacientes con cancer de ovario. En
este estudio pudo comprobar que los pacientes alcanzaron altas concentraciones
locales de la sustancia, con minima absorcién sistémica y virtual ausencia de

sintomas generales.

Cuando el Imterferén se encuentra en la cavidad peritoneal,
manifiesta rapidamente efectos antiproliferativos locales. Estos efectos se
producen mientras la sustancia estd presente y son dosis dependientes, siendo
prontamente revertidos en su ausencia (613). Los efectos antiproliferativos
reducirian inicialmente, de este modo, los implantes endometridsicos. El efecto
inmunomodulador se manifiesta de forma mas lenta. Como este efecto
comprende no solamente acciones locales sobre los elementos inmunes presentes
en un determinado lugar, sino acciones sistémicas con reclutamiento y génesis de
nuevos elementos, es probable que para manifestar de forma completa el
fendmeno necesite absorberse. La cavidad peritoneal, ya lo hemos visto,
constituye un reservorio para Interferén. La absorcién desde este lugar estd
retardada, resultando asi inicialmente diferidos los efectos inmunomoduladores

sistémicos, pero exaltados los antiproliferativos locales.

Cuando el Interferén se administra por via sistémica, los efectos
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antiproliferativos, en un determinado lugar alejado del punto de entrada, son
menores por su menor concentracién. Como las acciones inmunomoduladoras son
de instauracioén mas lenta, en un principio sélo se manifestaria un pequefio efecto
antiproliferativo, fruto de la escasa presencia local de la sustancia. Mas adelante,
el efecto inmunomodulador se produciria de forma completa, y persistente segin

nuestros resultados, manifestandose finalmente la consecuencia definitiva.

Las pautas de tratamiento largas proporcionaron mayor beneficio
que las cortas. En el experimento tercero, 15 dosis estandar consiguieron reducir
el tamafio global de la endometriosis experimental en un 43%. El 38% de las
vesiculas mayores de grado 0 previamente a la administracién del tratamiento,
habian desaparecido macroscépicamente tres meses mas tarde. Implantes de todos
los tamafios experimentaron reducciones de tamafio, pero la probabilidad de
desaparecer por efecto del tratamiento result6 escasa (4.17 %) para los que tenian
un grado III de crecimiento previo. Aunque en algunos grados el mimero de
casos fue pequefio, se aprecié una correlacion negativa entre el tamafio de las
vesiculas antes del tratamiento y la probabilidad de desaparecer tras la aplicacién
de éste. Desaparecieron el 100% de las vesiculas de grado I, el 60% de las de
grado II y so6lo el 4% de las de grado III.

Estos resultados eran previsibles. Ya Spiegel (604), hace 10 afios,
indic6  que los resultados de los estudios clinicos sugerian ciertas
recomendaciones sobre el modo 6ptimo de utilizar los Interferones. En ese
momento sefiald que dosis repetidas parecian ser més eficaces que dosis aisladas.
El tamaifio o desarrollo de la enfermedad a tratar podia jugar un papel importante
en la determinacién de la actividad del Interferén. Las respuestas tardias al
tratamiento parecian ser la norma mds que la excepcidn en la terapia con estas
sustancias. Este autor propuso, como objetivo continuo para futuras
investigaciones, definir mejor esas recomendaciones. Nuestros hallazgos son

totalmente coherentes con las recomendaciones de Spiegel.

Aunque, en base a los resultados del segundo experimento,

esperabamos una reduccion del grado adherencial por implante y por animal
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significativa en el tercer experimento, €sta no ocurri6. Resulta dificil argumentar
sobre el hecho de que pautas cortas subcutdneas produzcan disminucién del
cuadro adherencial y las pautas largas no. No obstante, ya indicamos cémo para
los Interferones se describen efectos tanto promotores de la formacién
adherencial, como obstaculizadores de la misma. La medicina estd cargada de
ejemplos en que una exposicion breve a una condicién provoca un efecto, y una

exposicion larga a la misma condicién provoca el efecto contrario.

Dosis de 200.000 U en pauta larga no consiguieron mayor beneficio
que la estandar de 100.000 U con la misma pauta. Pero 15 dosis de 50.000 U
mostraron una eficacia cuantitativamente similar a la conseguida por las dosis

mas altas (cuarto experimento).

La reduccién global de la suma del tamafio todas las vesiculas fue
mayor con 50.000 U (préxima al 50%), seguida por 100.000 U (43%) y
finalmente 200.000 U (37 %). Por otra parte, el porcentaje de desaparicioén de los
implantes, por efecto del tratamiento, fue superior con 100.000 U (38 %) que con
las otras dos dosis (30%). Las diferencias, en cualquier caso, no fueron
estadisticamente significativas.

Las relacion dosis-respuesta no estd todavia clarificada, y ademas
puede variar enormemente segin la patologia de que se trate. Actualmente en la
clinica se emplean pautas con amplios margenes de dosificacién, recomendéndose
de forma general, para adultos, entre 2 y 5 millones de unidades, tres veces por

semana (614).

El empleo de Interferén beta no consiguié mejorar los resultados
obtenidos con dosis equivalentes de Interferon alfa2b. En el quinto experimento
comprobamos que la reduccion del tamafio global de los implantes se situd en el
35%, y el porcentaje de desaparicion de las vesiculas fue del 27% con este tipo
de Interferon. Esa reduccién, aun siendo menor que las encontradas con
cualquier dosis de Interferén alfa2b en pauta larga, no llegd a representar

diferencia estadisticamente significativa con ellas.
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A pesar de que ambos Interferones, alfa y beta, actiian fijandose al
mismo receptor celular, se ha sefialado que éste no responde idénticamente a cada
uno de ellos. Esto puede explicar por qué los pacientes refractarios a un
Interferén todavia responden al otro (615). También soporta este hecho

diferencias en la proporcién de la respuesta.

De otro modo, la accion del Interferon beta puede esperarse que sea
mas localizada ya que, al circular en pequefias cantidades por el torrente
sanguineo, tiene una capacidad de distribucion menor (616). Varios
investigadores han recomendado, por ello, preferentemente su administracion
local (617).

Estos argumentos previos podrian justificar en parte la menor
eficacia del Interferén beta, pero sin duda, la causa fundamental que pudo haber
limitado su eficiencia habria de buscarse en la mayor especificidad de especie que
presenta (514).

La composicién glicoproteica de este Interferén, ademds de
conferirle especifidad, supone un mayor riesgo de sensibilizacion. A la proteina
habria que afiadirle el compuesto hidrocarbonado, con lo que las posibilidades de

que el huesped genere anticuerpos neutralizantes es doble.

Pese a todo, hubo un hecho destacable. Mientras que en ninguno de
los grupos en que se administré Interferén alfa2b hubo diferencias entre la
reduccién de tamafio encontrada en la laparotomia de reestadiaje y la encontrada
en la laparotomia final, en el grupo tratado con Interferén beta el beneficio fue
significativamente superior en la laparotomia final, al considerar el tamafio medio
por animal en grados. Puede hacer pensar este hallazgo que Interferon beta tiene
un efecto maés lento que se incrementa con el paso del tiempo. Aunque también
es verdad que esa fue una diferencia aislada que no se encontrd al analizar otros
aspectos, como el tamafio en milimetros, 1o que sugiere mas bien que se traté de

un hecho casual relacionado con el sistema de clasificacién en grados.
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El estudio de los porcentajes de reduccién de la endometriosis
experimental, tanto por implante como por animal, nos permiten establecer
algunas consideraciones respecto a los casos en que los Interferones no fueron

efectivos.

En conjunto, 31 de los 218 implantes (13 %) con crecimiento previo
mayor de grado 0O y tratados con pautas largas, aumentaron ligeramente de
tamafio 0 no se modificaron. Por contra, la circunstancia anterior ocurrié en el
31% de los implantes tratados con pautas cortas (70/225). Porcentajes similares
se observaron al analizar en cada grupo el nimero de animales en que la terapia
no mostrd efecto, lo que nos lleva a considerar que es el individuo y no el
implante aislado €l que se muestra renuente al efecto terapettico. Si eso fuese
asi, dosis continuadas harian respondedores a algunos animales insensibles a

exposiciones breves al farmaco.

Cuando analizamos este mismo aspecto, comparando los animales
que recibieron 15 dosis de 50.000 U de INF alfa 2b y los que recibieron la
misma pauta de INF beta, observamos que, mientras todos los animales que
recibieron INF alfa 2b presentaron en mayor o menor medida algin tipo de
respuesta, el 27 % de los tratados con INF beta no experimentaron beneficio tras
el tratamiento. Es muy probable que la no modificacién o crecimiento de algunas
vesiculas de animales tratados con INF alfa 2b haya ocurrido como consecuencia
de circunstancias propias del implante y no por falta de respuesta global del
animal. En ese sentido, el tamafio del implante antes del tratamiento se
correlacioné inversamente con la intensidad de la respuesta al mismo. También
es posible que un mayor grado de fibrosis perivesicular, presente en algunas
vesiculas, dificultase la actuacién de los distintos elementos del sistema
inmunolégico. Otra explicacién hipotética para este hallazgo la constituye el
distinto grado de diferenciacién que pueden exhibir los elementos celulares de
cada implante. Las células endometriales epiteliales o estromales que estuviesen
mas diferenciadas mostrarfan mayor nimero de receptores hormonales. Como
estos animales conservaron su ciclo estral, las vesiculas con mayor nimero de

receptores hormonales presentarian una proliferacién incrementada, debido a la
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accién de los esteroides ovaricos, que podria sobrepasar la capacidad del
aclaramiento inmune. M4s adelante comentaremos cémo la diferenciacidn celular

puede ser aumentada por los Interferones.

Los efectos fundamentales de estas sutancias a los que hemos
atribuido el beneficio hallado en la endometriosis experimental son el
antiproliferativo y el inmunomodulador. Veamos qué mecanismos de accién han
podido desplegar tales compuestos, en esta enfermedad, para conseguir los
resultados obtenidos.

El mecanismo bésico en la accién antiproliferativa de los
Interferones es una reduccion de la sintesis proteica y bloqueo de la traduccién
celular. Dichos efectos han sido comprobados sobre células endometriales
humanas in vitro (618).

Otro mecanismo comprobado por el que los Interferones median
acciones antiproliferativas consiste en la anulacién del efecto mitogénico de los

factores estimulantes del crecimiento.

En la endometriosis humana se han identificado diversas citocinas
y factores proteicos, derivados de macréfagos peritoneales, células estromales del
endometrio ectépico y fibroblastos mesoteliales, que manifiestan efectos
mitogénicos y proliferativos sobre diversos componentes estructurales de los
tejidos endometridsicos (619). Asi Hornstein investigd la expresion de RNAm
que codifica para factor de trasformacién del crecimiento alfa (TGF-alfa), factor
de crecimiento epidérmico (EGF) y receptor de este ultimo factor (EGF-r) en
cultivos de células endometriales estromales humanas. Demostré que cultivos
estromales de 1, 2 y 3 semanas de incubacién eran positivos para los tres factores
(620). Se ha comprobado que en el fluido peritoneal de mujeres con
endometriosis existen glicoproteinas precipitables mitogénicas en cantidad

significativamente superior que en mujeres sin la enfermedad (621).

Sharpe y Vernon (622), disefiaron un estudio experimental para
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identificar la sintesis y secrecién de proteinas mitogénicas por implantes de
endometrio uterino ectdpico de ratas maduras (endometriosis experimental),
tratadas con esteroides. Utero, implantes endometridsicos y tejidos de control
fueron incubados con L-metionina o D-glucosamina durante 48 horas. La sintesis
de novo de proteinas liberadas al medio fue identificada por fluorografia y
andlisis de imagenes con computadora. Consiguieron demostrar la presencia de
dos grupos de proteinas secretadas por los implantes endometridsicos, que
denominaron Endo I (40-50 Kilodaltons de peso molecular) y Endo II (28-32
Kilodaltons). Estas proteinas no fueron secretadas por el endometrio uterino. Un
tercer grupo de proteinas, previamente identificado en medio de cultivo uterino,
fue sintetizado y excretado por las células de los implantes 24-48 horas mas tarde
que en los cultivos paralelos uterinos. La denominaron PUP-1 (70 Kilodaltons).
Recientemente Whitworth (623) comprobé en la rata, que factores de crecimiento
producidos "in situ", como factor de trasformacion del crecimiento beta, podian
jugar un papel en el desarrollo y mantenimiento del tejido endometrial ectépico.
Dejan claro estas investigaciones que la rata es un modelo adecuado para estudiar
la influencia de fdrmacos sobre factores estimuladores de la proliferacién celular,

generados en tejidos endometriésicos o en su entorno.

Clemens demostré que Interferén alfa contrarrestaba las acciones
mitogénicas de varios factores estimuladores del crecimiento, incluyendo factor
estimulador del crecimiento derivado de plaquetas y factor de crecimiento

epidérmico (517).

Un tercer mecanismo antiproliferativo de los Interferones es la

inhibicién de la expresién oncogénica.

Lo mismo en células endometriales que endometridsicas se ha

demostrado la presencia de determinados oncogenes (418).
Las proteinas codificadas por los oncogenes pueden ser responsables

de la estimulacién del crecimiento celular por tres vias: 1. Estimulando la sintesis

de factores de crecimiento. 2. Ocupando los receptores de estos factores. 3.
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Actuando como sustancias intracelulares estimulantes del crecimiento. En el
primer caso, Interferon antagonizé al oncogén "v-sis"”, estimulante del factor del
crecimiento derivado de plaquetas. En el segundo grupo, el oncogén "v-erbB",
que ocupa el receptor del factor de crecimiento epidérmico, fue reducido de
forma significativa por tratamientos continuos con Interferén. El tercer grupo de
oncogenes puede ser dividido en dos subgrupos, factores citoplasmaticos como
"ras", y factores nucleares como "c-myc". Cinco grupos distintos reportaron que
Interferén regula expresién de "c-myc". Dos de ellos encontraron que la
regulacidn se realizaba a nivel postrascripcional, y uno a nivel de la trascripcidn.
Un hallazgo interesante fue que mientras el tratamiento con Interferdn alfa o beta
redujo la expresién de "c-myc", Interferén gamma estimul6 la expresién de este

oncogén (517).

Finalmente, el efecto antiproliferativo se ve incrementado a través
de las acciones de los Interferones sobre los distintos elementos del sistema

inmunoldgico (Inmunomodulacion).

El Interfer6n gamma ha probado su papel inmunoregulador in vivo

por varias razones (624):

1. El mismo es un producto de la respuesta inmune.

2. Puede ser usado con una base inmunoespecifica tanto in vitro como in vivo.

3. Es un factor llave que tiene relaciones intimas con un conjunto complejo de
sustancias inmunoreguladoras (C2, C3, Interleukina-1, Interleukina-2,

Linfotoxina).

En un estudio sobre pacientes infectados cutaneamente con
Leishmania mexicana, durante la infeccidon activa las células mononucleares
sanguineas periféricas no secretaron Interferén gamma, mientras que cuando se
observé secrecion de esta sustancia (1 a 6 meses después de la terapia) el estado

clinico de los enfermos mejoré mucho (625).

Pero ;Tienen realmente los Interferones alfa y beta capacidad
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inmunomoduladora, o ésta sélo corresponde al Interferén gamma?.

Los Interferones alfa y beta son capaces de estimular las células del
sistema macrofagico-monocitario, induciendo en ellas cimbios morfoldgicos y
funcionales, como produccién de proteasas lisosomicas y de Interleukina-1 (514).
La produccién de factores estimulantes de colonias de granulocitos y macréfagos
fue incrementada, en la rata, por el tratamiento de macréfagos peritoneales

residentes con una mezcla de Interferones alfa y beta murinos (526).

Es cierto que en la endometriosis los macréfagos peritoneales se
encuentran significativamente aumentados, pero ese incremento cuantitativo se
ve influenciado por una disfuncién de esta célula. El antagonista del receptor de
Interleukina-1 (IL-1ra) es un inhibidor natural de IL-1 que bloquea la unién de
esta citocina a su receptor. En un estudio (627), se investigo la actividad de IL-
1ra en fluido peritoneal de mujeres con endometriosis, y la expresion de RNAm
en macrofagos peritoneales de estas pacientes. Se obtuvo fluido peritoneal de 20
pacientes con la enfermedad y 18 mujeres con pélvis normal. La actividad de IL-
lra se detectd en el 35% de las mujeres con endometriosis y en €l 17% de los
controles. El nivel de actividad de IL-ira fue significativamente mayor en el
grupo de endometriosis y mostré tendencia a incrementarse con el progreso de
la enfermedad. El nivel de actividad de IL-1ra en fluido peritoneal mostré una
correlacion positiva con la presencia de RNAm (que codifica para IL-1ra) en
macréfagos peritoneales. Los resultados de este estudio sugieren que los
macrdéfagos peritoneales de las mujeres con endometriosis pueden ser defectivos
en la produccién de Interleukina-1, elemento clave en iniciacién de la cascada
inmunolégica. Itoh encontré, utilizando sondas de PCR (reaccion de la
Polimerasa en cadena), que los niveles de trascripcién de IL-1, IL-1ra ¢ IL-6 en
macréfagos peritoneales fueron mas elevados en pacientes con endometriosis que
en controles sanos (628). El balance entre el nivel local de Interleukina-1 e
Interleukina-1 receptor antagonista puede ser critico en la inmunologia del

ambiente peritoneal y, como hemos visto, los Interferones mejoran este balance.

Se ha observado que los INFs alfa y beta humanos aumentan la
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reactividad de los linfocitos T citotdxicos (629). Del mismo modo pueden inhibir

la génesis de linfocitos T supresores (602, 630).

Oosterlynck y cols. (631), encontraron un aumento de linfocitos T
supresores en el fluido peritoneal de mujeres con endometriosis en comparacién
con mujeres sanas (p<0.05). En otro estudio se investigaron las poblaciones
linfocitarias en el fluido peritoneal de pacientes con enfermedad severa,

encontrando una marcada disminucion del recuento de linfocitos T totales (632).

Independientemente de los aspectos cuantitativos de las distintas
subpoblaciones de linfocitos T, en los que hay comunicaciones discordantes, la
activacion de dichos linfocitos T peritoneales parece ser defectuosa en las
pacientes con endometriosis. También en la rata con endometriosis experimental
se ha confirmado en fecha reciente ese aspecto, lo que vuelve a demostrar la
validez del modelo para nuestra investigacion (633). De nuevo los Interferones
pudieran ejercer acciones compensatorias de estas alteraciones de la inmunidad

celular.

Con respecto a la inmunidad humoral, siguiendo a la exposicién a
INF, Braun y Levy comprobaron en ratones una supresién de anticuerpos I1gG
(634). Estudios en pacientes tratados con INF alfa indicaron que el nimero de
células B circulantes fue significativamente reducido durante el tratamiento (635).

En pacientes con endometriosis existe una exaltacion de la
inmunidad humoral con aumento de células B, anticuerpos antiendometriales,
autoanticuerpos frente a elementos subcelulares y presencia de factor 3 del
complemento en endometrio eutépico y ectépico (232, 636, 637). En el
endometrio eutdpico y en el endometrio autotrasplantado en la cavidad peritoneal
de la rata, Isaacson y cols. (638), demostraron la presencia de factor 3 del
complemento, concluyendo que la rata puede ser usada como modelo para

investigar aspectos relacionados con la inmunidad humoral en la endometriosis.

Con relaciébn a la participacion de los Interferones como
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moduladores de la actividad de las c€lulas citotoxicas espontineas (NK), éste fue
reconocido hace varios afios. Durante este tiempo, un gran nitmero de
publicaciones han demostrado que en los sistemas humano y murino, in vivo e
in vitro, la administracién de Interferones provoca un aumento significativo de
la actividad NK. El aumento de actividad se manifiesta por un aumento en el
porcentaje de células diana lisadas, asi como por la disminucién de su tiempo de
reciclaje (517, 639).

En la endometriosis humana estd claramente confirmada una
disminucién de la actividad citotéxica de las células NK (640, 641). Con menos
grado de consenso, algunos investigadores han anunciado también una
disminucién cuantitativa de células NK en el endometrio ectdpico, determinada

por métodos inmunohistoquimicos (642).

Matsubayashi (633), hace tan s6lo unos meses, examind mediante
citometria de flujo la poblacién de células inmunes en ratas con endometrio
autotrasplantado, tanto en sangre periférica como en exudado peritoneal. Disefié
un estudio con varios grupos de animales. Ratas con endometriosis inducida,
ratas no operadas y ratas con endometriosis filsamente provocada (implantes de
grasa). Demostré que la poblacién de células NK se encontraba disminuida de
forma significativa en animales con endometriosis inducida, con respecto a los

grupos de control.

Adicionalmente hay un nimero de observaciones que muestran que
los Interferones modulan ciertas caracteristicas de la superficie celular
directamente relacionadas con la solvencia del sistema inmune. El reconocimiento
de los elementos extrafios por los linfocitos T estd restringido por las moléculas
del sistema principal de histocompatibilidad (HLA), y en concreto el de los T
cooperadores por las de clase IT y el de los T citotdxicos por las de clase I (526).
Pués bien, los linfocitos humanos responden a Interferén alfa con un incremento
en la expresion de antigenos del sistema HLA, lo que aumenta su eficiencia
(516).
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Entonces, toda esta informacion relatada indica o sugiere que los
Interferones alfa y beta son moléculas llave para la inmunoregulacién, y que sus
acciones pueden amortiguar los defectos inmunes comunicados en pacientes con
la enfermedad. Pero ademas, cada uno de esos defectos ha sido demostrado
también en la rata con tejido endometrial autotrasplantado, lo que, con
independencia de otras consideraciones de tipo metodolégico, da soporte a

nuestro estudio, a nuestros resultados y a nuestras conclusiones.

Comparar los resultados de esta investigacion con los obtenidos en
el tratamiento de la endometriosis experimental mediante otros procedimientos,
resultaria util. Sin embargo, las grandes diferencias en los disefios y en los
métodos hacen muy dificil tal propésito. Hace 4 afios, en nuestro Departamento,
Quereda estudid, con una metodologia similar a la nuestra, el efecto de la
Triptorelina, Gestrinona y la asociacion de ambas sobre la endometriosis
experimentalmente inducida en la rata Wistar (428). En su trabajo encontrd una
reduccién global del tamaifio de la endometriosis del 57.40% con triptorelina, del
52.80% con la asociacién y del 44% con Gestrinona. El porcentaje de
desaparicion de los implantes fue del 40.10% con Triptorelina, del 30.60% con
Gestrinona y del 26.50% con la asociacién. Los resultados obtenidos en nuestra
investigaciéon, entre 40 y 50% de reduccién del tamafio global de la
endometriosis y porcentajes de desaparicién de los implantes entre 30 y 40%
segun las dosis empleadas, son ligeramente inferiores los conseguidos por el
andlogo, pero superponibles a los de Gestrinona y asociacion Andlogo-
Gestrinona. Téngase en cuenta que las regresiones por implante citadas por

algunos autores con la castracion son del 50-60% (453, 541).

Demostraciéon de la reduccion del tamafio de la endometriosis
experimental aparte, un hallazgo trascendente del presente estudio ha sido la

persistencia del beneficio a lo largo del tiempo (120 dias).
Las recidivas de la enfermedad tras 1a finalizacién del tratamiento

son un tema asumido pero insuficientemente estudiado. En la endometriosis

humana la tasa acumulada de recurrencias en cinco afios fue del 53.40% (643).
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No obstante, dicha tasa varid en dependencia del estadio inicial de la
enfermedad. En un modelo murino, y con una metodologia similar a la nuestra,
Jones comprobd que el agonista reducia casi todos los implantes, pero la mayoria

recidivaban en ocho semanas (438).

Una caracteristica de los Interferones no mencionada hasta ahora es
su capacidad para incrementar la expresion de receptores hormonales de
estrogenos y progesterona en las células hormonodependientes. Se trata de un
aspecto marginal de un fenémeno mas dmplio de estas sustancias, como es la

promocion de la diferenciacion celular en las células desdiferenciadas.

Sicca (644), evalué el efecto de la administracién in vivo de INF
beta sobre receptores de estrgenos y progesterona, en muestras de cancer de
endometrio. Cuarenta y ocho pacientes postmenopausicas, con céncer de
endometrio primario, fueron incluidas en €l estudio y randomizadas para recibir
inyecciones intramusculares de 2 millones de U (grupo A) 6 6 millones de U
(grupo B) de INF beta, 3 veces por semana, durante una semana. Determind los
receptores, antes de la administracion de INF beta, sobre tejido neoplasico
obtenido bajo control histeroscépico; y sobre especimenes obtenidos en la cirugia
después del tratamiento. La concentracién de receptores de estrgenos aumentd
en el grupo A en el 67% de los casos, y los de progesterona en el 74%. Las
diferencias en el contenido de receptores entre muestras tratadas y no tratadas
fueron altamente significativas. En el grupo B, los aumentos se produjeron en el
71% y 58% de los casos para receptores de estrogenos y de progesterona
respectivamente. Estos hallazgos sugieren que los Interferones pueden modular
la sensibilidad hormonal celular, a través de un incremento en la expresion de

receptores para hormonas.

En el trabajo de Quereda (428), aproximadamente el 10% de los
implantes tratados mediante supresion hormonal no modificaron en absoluto su
tamafio, o incluso aumentaron a pesar del tratamiento. Interpret6 el autor tal
hallazgo como prueba de la independencia hormonal de dichos implantes,

probablemente por la mayor desdiferenciacién de los mismos y ausencia de
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receptores hormonales. La posibilidad de asociacién de ambas terapias (Interferén
y andlogos de la Gn-RH) abre una nueva perspectiva. El Interferén podria
aumentar los receptores hormonales de las células endometridsicas,
incrementando el espectro de accién de los farmacos supresores hormonales.
Ademas actian por mecanismos completamente distintos. Mientras que los
supresores hormonales aportarian mayor eficacia, los Interferones afiadirian la
persistencia del beneficio en el tiempo. Sin restar importancia a nuestro trabajo,
sino todo lo contrario, existen en base a €l argumentos para proponer este tipo

de sinergismo, ya sugerido de forma empirica por Braum en 1992.
De cualquier modo, los resultados de esta investigacién son

alentadores y permiten especular, con la prudencia debida ante hallazgos

experimentales, sobre orientaciones futuras en el tratamiento de esta enfermedad.
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CONCLUSION PRINCIPAL

1. Los Interferones alfa 2b recombinante humano y beta humano reducen
significativamente el tamafio de los implantes de endometrio autotrasplantados en

la cavidad peritoneal de la rata Wistar (endometriosis experimental).

CONCLUSIONES ADICIONALES

2. La endometriosis experimental no se modifica con el paso del tiempo, y las
laparotomias realizadas para valorar su tamafio no ejercen influencia sobre los
implantes, en términos de crecimiento de los mismos. Las adherencias se

incrementan tras laparotomias repetidas.

3. Una dosis de 100.000 U de Interferén alfa 2b recombinante humano, dejada
en la cavidad peritoneal de la rata en el momento de la induccién de la
endometriosis experimental, no produce efecto significativo sobre el crecimiento

de los implantes de endometrio autotrasplantados.

4. La administracién de Interferén alfa 2b recombinante humano en pauta corta
(tres dosis de 100.000 U subcutdneas o una dosis de 100.000 U intraperitoneal)
reduce el tamafio de las vesiculas endometridsicas. Ninguna de ambas vias,

subcutdnea o intraperitoneal, es, en este sentido, mas efectiva que la otra.
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5. Cuando el Interferén alfa 2b recombinante humano se suministra por via
intraperitoneal produce una reduccién méxima inicial del tamafio de los implantes
(6 dias), que disminuye hasta el vigésimo dia. A partir de entonces, un
porcentaje de reduccion del 20-25% se mantiene en meseta durante, al menos,
120 dias. Contrariamente, la via subcutdnea presenta un efecto minimo inicial
que aumenta hasta el vigésimo dia, momento en el que alcanza una meseta de
reduccion del tamafio de los implantes del 20-25%, mantenido también hasta por

lo menos ¢l dia 120.

6. Las pautas largas de tratamiento con Interferén alfa 2b recombinante humano
subcutdneo (15 dosis) son maés efectivas para reducir el tamafioc de la
endometriosis experimental que las pautas cortas (3 dosis), tanto por implante

COmo por animal.

7. La dosis mas eficaz parece situarse en 50.000 U por animal (200.000 U/Kg).
Aumentar las dosis no produce mayor beneficio y supone incremento de los
costes y posibilidad de efectos secundarios mayores.

8. A igualdad de dosis, pauta y via de administracién subcutanea, el Interferén
beta humano no muestra mayor efectividlad que el Interferén alfa 2b
recombinante humano para disminuir el tamafio de los implantes de endometrio

autotrasplantados en la cavidad peritoneal de la rata Wistar.

9. Ambos tipos de Interferén no producen efecto significativo sobre las
adherencias, sin embargo, considerada la tendencia espontdnea a aumentar que
¢stas presentan al sucederse las laparotomias, la ausencia de incremento
adherencial tras tratamiento con Interferén podria interpretarse como una

influencia favorable de los mismos.
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Volver al indice/Tornar a I'index

10. El beneficio que se consigue con cualquier dosis, pauta, via de
administracién o tipo de Interferén, es permanente durante, al menos, 120 dias

(tiempo de estudio).

11. La administracién continuada de Interferones no solo aumenta
cuantitativamente la reduccion del tamafio de las vesiculas endometridsicas, sino
que también reduce el porcentaje de implantes y animales refractarios a la terapia
con respecto a las admistraciones unicas o breves. Aproximadamente un 30% de
los implantes y una proporcién similar de animales no responden al ser
expuestos a pautas cortas de Interferén, porcentaje que se ve reducido al 13% de
los implantes y 10% de los animales con el empleo de pautas largas de

tratamiento.
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