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Resumen

El desconocimiento actual sobre la patogenia de la endometriosis y
las devastadores consecuencias que conlleva esta enfermedad para
las mujeres en edad reproductiva, han sido las grandes promotoras
de los esfuerzos de los investigadores en los Ultimos afios. La implica-
cion patogénica del sistema inmunolégico, asi como de los procesos
neoangiogénicos ha abierto una gran via de conocimiento sobre las
teorias clasicas conocidas desde principios del siglo xx. Todo ello, pasa
por la investigacion experimental de la endometriosis, en modelos
animales, con sistemas de induccion de la enfermedad. A continuacion
explicamos los primeros resultados de un nuevo modelo experimental
de autogeneracion de endometriosis en rata Wistar (“PGR1-HotDog”),
creado con una finalidad, el conocimiento de las fases mas precoces
de la enfermedad.
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Introduccién

Desde las primeras descripciones relativas a la endome-
triosis (llevadas a cabo por Sampson en 1927) realizadas a
principios del siglo pasado, la fisiopatologia de esta enfermedad
no ha sido totalmente clarificada. Por ello, y durante mas de una
centuria, se han ido sucediendo diversos estudios de induccion
experimental llevados a cabo en animales. De hecho, fue Jaco-
bson en 1922 el primer investigador que propuso la realizacion
de un autotransplante intraabdominal de tejido endometrial en
hembra de conejo como primer modelo experimental. Han sido
muchos los modelos descritos hasta la fecha, empleandose di-
ferentes tipos de animales (canidos, primates y roedores, entre
otros), siendo estos Ultimos los mas utilizados, especialmente
desde que Jones describié en 1984 un modelo experimental
para la induccion de endometriosis en ratas Wistar suturando
laminas de endometrio al peritoneo de las ratas. Un afio mas
tarde, Vernon y Wilson, afiadieron miometrio a estas laminas
endometriales, constituyendo el modelo estandar actual para el
estudio de la endometriosis experimental en rata Wistar?.

Por otro lado, la endometriosis experimental en rata Wistar
provoca alteraciones inmunoldgicas similares en algunos aspec-
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tos, a las observadas en humanos, hecho que hace el empleo
de estos animales dptimo para la experimentacion?2.

Desde finales del siglo xx, se ha intentado demostrar el
grado de implicacion del sistema inmune en la patogenia de la
endometriosis®. Los principales hallazgos incluyen un incremento
en el ndmero y actividad de los macréfagos, aumento de los
factores quimiotacticos para estas células, elevado nivel de cito-
kinas y factores de crecimiento que pueden ser responsables de
la iniciacion, mantenimiento y progresion de la enfermedad®+#.

Los macréfagos peritoneales presentan alteracion en su
funcion por disminucion de la capacidad para adherir y destruir
las células endometriales. (citar Noriega) Dentro del grupo de
citokinas el factor de necrosis tumoral alfa (TNFo) ha llamado
poderosamente la atencion en la fisiopatologia de las enferme-
dades autoinmunes. ElI TNFo. es producido por los neutrdfilos,
linfocitos activados, las células natural killer (NK) y los macro-
fagos. Numerosos estudios han demostrado que los niveles de
TNFo estan elevados en el liquido peritoneal de las pacientes
con endometriosis y que estas elevadas concentraciones se
correlacionan con el estadio de la enfermedad®4®.

Esta citokina tiene dentro sus funciones tres primordiales:
estimular la produccion de otras citokinas proinflamatorias (como
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IL1, IL6 y IL8), es un potente inductor de la neovascularizacion
en el peritoneo (mediado por el factor de crecimiento vascular
endotelial o VEGF) y fomenta la proliferacion y adhesion de las
células endometriales?#. Ademas, se han implicado muchas
otras interleukinas y mediadores en la patogenia de la endo-
metriosis, destacando el papel de la proteina quimiotactica de
los monocitos — 1 (MCP-1) como productora de la migracion
y activacion de monocitos en el contexto de enfermedades
inflamatorias tanto agudas como cronicas, como es el caso de
la endometriosis?”.

Creemos que el modelo clasico adolece de algunas defi-
ciencias que podrian ser cruciales a la hora de entender la fisio-
patologia de la endometriosis, fundamentalmente las referidas
al estudio de la enfermedad en sus fases méas precoces, al ser
establecida quirtrgicamente una lesion peritoneal de inicio.
Este hecho nos llevo a idear un sistema de autogeneracion de
endometriosis (“implante” PGR1-HotDog) creado microqui-
rirgicamente en ratas Wistar, evitando asi la yatrogenia del
modelo clésico, propuesto por Vernon y Wilson y poder evaluar
la endometriosis de una manera mas “fisiolégica”.

Material y métodos

Animales

Para la realizacion del experimento, se emplearon diez
ratas Wistar hembra (200 gramos, 2.5 meses de edad). Los
animales fueron proporcionados y estabulados por el Laboratorio
Animal de la Unidad Mixta de Investigacion de la Universidad
de Zaragoza.

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo siguiendo
un protocolo de actuacion autorizado por la Comisién de Etica
para la Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza
(ndmero de registro P130/07).

Procedimientos microquirdrgicos
Primera laparotomia

Una vez que la rata es anestesiada, se le asigna un nimero
de identificacion y se procede a la realizacion de una laparotomia
media infraumbilical de unos 3 cm de longitud. En este momento
se realiza un primer lavado (basal) peritoneal con 5 ml de suero
fisiologico, para andlisis inmunoldgico (determinaciones basales
de MCP-1, TNF a, VEGF, IFN v, IL1a, IL6, e IL10).

Tras conseguir una adecuada exposicion de Utero de la rata
Wistar, se aisla el segmento medio del cuerno izquierdo uterino,
en dos secciones a 15 mm y 20-22 mm del cuerpo uterino,
demarcando un territorio de 5-7 mm con el que se fabricara el
implante (Figura 1).

La superficie antimesentérica del territorio implante es
seccionada longitudinalmente en todo su espesor, consiguiendo
una exposicion total de la mucosa endometrial (Figuras 2 y 3).
Entonces, los cabos de las dos porciones remanentes de cuerno
uterino izquierdo son anastomosadas termino-terminalmente
mediante una sutura seromuscular de 8/0 con 5-6 puntos (Fi-
gura 4). Dicha anastomosis, es cubierta a su vez por la mucosa
endometrial del tercio medio del cuerno izquierdo uterino (“al
mismo modo que una salchicha es envuelta por el pan en un
perrito caliente” en palabras de su autor). Los dos bordes (anti-
mesentéricos) de esta cobertura, son suturados entre si con tres

Figura 1. Exposicion de los dos cuernos uterinos derecho (D) e
izquierdo (1)

Figura 2. Diseccion borde antimesentérico del segmento medio de
cuerno izquierdo

puntos seromusculares de 8/0 evitando una compresion excesiva
que pudiera dafar el contenido envuelto. A la par, se electro-
coagula la vascularizacion contenida en el meso del implante
exclusivamente, evitando dafar la vascularizacion del resto del
cuerno izquierdo restante, constituyéndose asi el implante en
sus condiciones definitivas para el estudio (Figura 5).

Finalmente, la laparotomia media es cerrada con sutura
continua de 3/0 para la fascia y 5-6 puntos de seda de 3/0 para
la piel (Figura 6).
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Figura 3. Pinza negra sujetando un cabo de cuerno izquierdo
biseccionado y pinza blanca sujetando segmento medio de cuerno
izquierdo seccionando longitudinalmente en dos hojas

Figuras 4 y 5. Anastomosis de cabos distales de cuerno izquierdo y
cubiertos por las dos hojas del segmento medio del cuerno uterino
izquierdo, como “un pan envuelve a una salchicha en un “perrito
caliente”

Figuras 7 y 8. Focos endometriésicos (“vesiculas amarillas”) sefialados
con flecha roja
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Figura 9. Adherencias sobre intestino y grasa mesometrial

Segunda laparotomia

Ocho semanas mas tarde, cada rata es relaparotomizada de
nuevo, realizandose un nuevo lavado peritoneal con suero fisio-
l6gico (del mismo modo y mandéandose las segundas muestras
ainmunologia también (determinaciones secundarias de MCP-1,
TNFa, VEGF, IFN v, IL1a, IL6, e IL10). Una vez se visualiza el
implante, se chequea su aspecto macroscopico (coloracion, pre-
sencia de adherencias, necrosis o lesiones endometridsicas) y es
a continuacion extraido. A su vez, se revisa toda la cavidad abdo-
minal y se toman multiples biopsias) para finalizar realizando una
histerectomia con doble anexectomia, cistectomia y reseccion
intestinal para estudio histopatoldgico con hematoxilina-eosina.
Finalmente, se procede al sacrificio animal con sobredosis de
pentobarbital sodico via intraperitoneal.

Los lavados peritoneales fueron realizados con 10 ml de
suero fisioldgico, siendo posteriormente centrifugados a 1.200
r.p.m durante 7 minutos para eliminar células redundantes. El
sobrenadante se congela a — 700 C hasta que la muestra es
procesada. Las concentraciones en liquido peritoneal de IL-1a,
IL-6, IL-10, IFN v, MCP-1, TNF o y VEGF se determinaron
mediante andlisis multiplex usando la tecnologia xXMAP®. Para
ello se empled el MILLIPLEX map kit para citoquinas de rata
(Millipore corporation, Billerica, MA, USA). Las muestras se
procesaron siguiendo las instrucciones del fabricante. La lec-
tura de los resultados se realizo en un equipo LABSCAN 200
(Luminex, Austin, TX, USA).

Resultados y discusion

Aungue el presente estudio constituye un analisis preliminar
de un nuevo modelo experimental propuesto para la induccién
de endometriosis, nos ofrece ya algunos datos que apuntan
positivamente sobre su validez y pertinencia, datos que deberan
ser corroborados en préximos estudios, actualmente ya en fase
de realizacion.

Como primer hallazgo relevante, se pudo comprobar

Figura 10. Areas quisticas en implante (adenomiosis) con profusa
neovascularizacion, sefialadas con flecha roja

Figura 11. Detalle de areas quisticas entre fibras musculares del im-
plante (adenomiosis)

Figura 12. Zona quistica de contenido estral con neovascularizacion
en su periferia
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Tabla 1. Distribucion de datos procedentes de los dos lavados peritoneales (basal y tras implante). Como se puede observar solamente figuran aquellas

determinaciones cuyos valores finales pudieron ser validados

N Mean SD Min. Max
mcpl basal 7 155,3857 107,57125 53,90 325,50
tnfalfabasal 10 78,4260 44,76443 7,50 137,20
VEGFbasal 7 113,6429 102,78007 22,40 253,00
mcplimplanted 6 264,8167 43,86923 227,70 344,70
tnfalfaimplanted 6 167,1750 35,92147 122,65 210,40
VEGFimplanted 6 327,7167 141,85196 115,80 527,30

Tabla 2. Diferencias significativas demostradas para los valores de MCP1, TNFalfa y VEGF medidos antes y después del implante (Test Wilcoxon

para muestras pareadas

mcplimplanted t nfalfaimplanted VEGFimplanted
- mcpl basal - tnfalfabasal - VEGFbasal
z -1,992 -2,201 -2,023
Sig. asintot. (bilateral) ,046 .028 ,043
(ocho semanas después de la primera laparotomia en todos Conclusion

los animales), la revascularizacion, viabilidad y funcionalidad
del implante, tanto en su aspecto macroscopico (Figuras 7-9)
como microscopico (Figuras 10-12). Los fendmenos inflamato-
rios generados por el implante fueron constatados en forma de
adherencias multiples a los 6rganos vecinos, fundamentalmente
a la grasa mesometrial y al intestino circundante (Figura 9). Asi-
mismo, la presencia de “vesiculas amarillas”, (diseminadas por
el peritoneo y érganos adyacentes) fue el hallazgo macroscépico
mas frecuentemente encontrado (Figuras 7 y 8). Dichas vesiculas
consisten en acumulos quisticos de liquido estral, generados por
el implante y que a lo largo de los siguientes ciclos, van consti-
tuyéndose en verdaderos quistes cuyo contenido va aplanando
extrinsecamente su capsula (Figura 12).

El presente hallazgo fue previamente descrito e inter-
pretado (en otros modelos experimentales en roedores) por
Ortega J como implantes endometriésicos®®. Ademas, estos
acumulos de liquido estral se localizaron también en el espesor
del implante de algunas ratas (la parte que corresponderia “al
pan que recubre la salchicha™) configurados en una disposi-
cion quistica rodeada de profusa neovascularizacion y siendo
sugestivamente interpretados como areas de adenomiosis
(Figuras 10y 11).

Un hallazgo inesperado e interesante, fue encontrar
afectacion ovarica bilateral en algunos de los especimenes de
estudio, un hallazgo no usualmente descrito en ratas. Estos
6rganos se encuentran recubiertos por la denominada “bursa
ovarica” que evita, en condiciones normales, la fuga de liquido
estral hacia el ovario y peritoneo, evitando asi la diseminacion
de endometriosist®-4.

Con respecto a las determinaciones analiticas extraidas, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
dos lavados peritoneales (basal y secundario) para MCP-1, TNF o
y VEGF. Datos que concuerdan con los hallados la literatura y
con los hallazgos patoldgicos, y por tanto, hechos que apoyan la
presencia de endometriosis inducida en las ratas con el modelo
propuesto (Tablas 1y 2)%7: 1517,

Los primeros datos obtenidos del estudio, revelan al modelo
experimental PGR1- HotDog como un sistema capaz de generar
endometriosis de manera auténoma en ratas Wistar de una
manera mas fisioldgica que los modelos clésicos. Al ser creado
microquirargicamente, se tiende a minimizar la yatrogenia que
conlleva la realizacion de un procedimiento invasivo sobre el es-
tudio de una patologia como la endometriosis y, secundariamen-
te, la influencia del modelo sobre el estudio de sus fendmenos y
mediadores inflamatorios, frente a modelos mas invasivos, como
el clasico, en espera de los resultados definitivos.
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