“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

Programa de Doctorado 290F. Obstetricia y Ginecologia Il.

Facultad de Medicina y Odontologia

Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia.

VNIVERSITAT
BVALENCIA

“Efectos del tratamiento con agonistas dopaminérgicos
sobre las lesiones endometridsicas”

Tesis doctoral presentada por:
Silvia Tamarit Bordes, Licenciada en Medicina

Director de tesis:
Profesor Antonio Pellicer Martinez
Co-Directores:

Dr José Bellver Pradas

Dr Raul Gémez Gallego

Valencia, 2014



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

VNIVERSITAT
® VALENCIA

Antonio Pellicer Martinez, Catedratico del Departamento de Pediatria, Obstetricia y
Ginecologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia.

Jose Bellver Pradas, Doctor en Medicina y Profesor Titular del Departamento de Pediatria,
Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valencia.

Raul Gédmez Gallego, Doctor por la Universidad de Valencia e Investigador Postdoctoral del
Programa Miguel Servet en el instituto Universitario IVI/INCLIVA.

CERTIFICAN:

Que el trabajo titulado: Efectos del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las
lesiones endometridsicas ha sido realizado integramente por Dia. Silvia Tamarit Bordes bajo su
supervisién. Dicho trabajo esta concluido y reldne todos los requisitos para su presentacion y defensa
como TESIS DOCTORAL ante un tribunal.

Y para que conste asi a los efectos oportunos, firmamos la presente certificaciéon en Valencia
a 21 de Julio de 2014.

Fdo. Antonio Pellicer Martinez Fdo José Bellver Pradas Fdo Raul Goémez Gallego



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

AGRADECIMIENTOS.

Al profesor Pellicer, mi maestro desde el inicio en esta profesion, por idear este
trabajo y permitirme trabajar en él. Por ser mi modelo a alcanzar, por sus conocimientos
infinitos, por saber alentarme en los momentos de cansancio, por sus consejos, su mente
incansable, la ilusidon transmitida por la labor investigadora. Te estaré esternamente
agradecida.

A Raul Gémez. Por ser la persona mas brillante que he conocido, la mente mas clara,
incansable en el trabajo. Mil gracias por tu ayuda, sin ti esta tesis no hubiese sido posible. Te
admiro muchisimo.

A José Bellver, por su ayuda y apoyo en este trabajo. Por sus consejos y guia.

A Antonio Abad, por ser mis manos en este proyecto. Por su profesionalidad, su
senzillez, su humildad. Por ensefiarme en mis primeros pasos en quirdfano, por inculcarme
su serenidad y aplomo, por transmitirme la pasion por la cirugia. Por sus consejos fuera del
quiréfano. Porqué este trabajo es también suyo.

A Francisco Delgado, por su colaboracion inestimable en este proyecto. Por las
mananas de trasiego con tubos y muestras, con sus sustillos incluidos.

A todos mis compafiieros de la UCSI, por su paciencia infinita. Por ayudarme en todo
sin interponer un “pero”. Por llevar a cabo esa labor tan fantastica y hacer que todos,
médicos y enfermos, nos sintamos tan bién en sus manos.

A mis companeros del Peset, por ser mi segunda familia, mi segunda casa. Por toda la
amistad que alli acumulo, todo lo que de alli he aprendido y sigo aprendiendo.

A Gemma, por ser mi avanzadilla en esta profesién. Por sus consejos, siempre
practicos y utiles, por estar siempre ahi para cualquier duda, problema. Mi apoyo en los
casos dificiles, al otro lado de la mesa. Por ser el espejo en el que mirarme.

A Miguel, por sus consejos, su ayuda, su apoyo en los momentos dificiles. Por estar
siempre ahi cuando se le necesita, sin condiciones. Por todo lo que me ha ensefiado y me
sigue ensefiando.

A mi familia, mi hermano Nando por su practicidad e inteligencia, por su confianza en
mi; y sobretodo a mis padres, por su capacidad de esfuerzo y entrega a sus hijos, por darnos
todo a cambio de nada, por su afan en ofrecernos todas las oportunidades, por permitirme
ser lo que soy. Por ser los mejores padres del mundo.

A Carlos, por su apoyo incondicional, por creer en mi mas que yo misma, por su
demostraciéon de amor diario, por ser mi otra mitad, sin la que me sentiria perdida. Por
compartir conmigo lo mejor que me podria haber dado la vida. T’estime molt.



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

iNDICE DE CONTENIDOS

1.1.- Concepto.... 17
1.2.- Definicidn hlstorlca de Ia endometr|05|s 17
1.3.- Epidemiologia.... 17

1.3.1 Factores de riesgo asouados
1.3.2 Implicaciones sociales de la endometriosis.
1.4.- Localizacidn e histologia de 1as 1@SIONES.......cuciiviveie e s st eneaes 20
1.4.1 Localizacién de las lesiones.
1.4.2 Caracteristicas histolégicas macroscdpicas.
1.4.2.1. Lesiones peritoneales.
1.4.2.1.1 Lesiones rojas (lesiones atipicas).
1.4.2.1.2 Lesiones negras (lesiones tipicas).
1.4.2.1.3 Lesiones blancas.
1.4.2.2. Endometriosis ovarica.
1.4.2.2.1 Focos superficiales.
1.4.2.2.2 Endometriomas.
1.4.2.3. Endometriosis infiltrante profunda.
1.4.2.3.1. Compartimento anterior.
1.4.2.3.2. Pared pélvica lateral.
1.4.2.3.3. Compartimento posterior.
1.4.3 Caracteristicas histoldgicas microscopicas.
1.4.3.1 Componente glandular.
1.4.3.2 Componente estromal.
1.5.- Clasificacion de |2 @NdOmMEtriosiS. ..ccuueurireirtirtie ettt et ettt e st s s e e b s ee e 23
1.6.- Etiopatogenia de 1a @NAOMETIiOSIS....cvriiriiieieirrer st ettt e e e s st ste e e e e 26
1.6.1 Hipdtesis etiopatogénicas clasicas.
1.6.1.1 Teoria de la implantaciéon por menstruacion retréograda.
1.6.1.2 Teoria de la metaplasia celémica.
1.6.1.3 Teoria del transplante mecdnico.
1.6.1.4 Teoria de la disfusidn linfatica y hematdgena.
1.6.1.5 Teoria de los restos embrionarios.
1.6.2 Factores asociados al desarrollo de la enfermedad.
1.6.2.1 Alteraciones del sistema inmunolégico.
1.6.2.2 Influencia endocrina.
B B 1 - = o o 1] ol J OO RSPTSPTPIPRIN 32
1.7.1 Clinica.
1.7.1.1 Dolor pélvico crénico.
1.7.1.2 Hemorragia uterina disfuncional.
1.7.1.3 Esterilidad.
1.7.1.4 Otros sintomas dependientes de la localizacién de los implantes.
1.7.1.4.1 Sintomas urinarios.
1.7.1.4.2 Sintomas intestinales.
1.7.1.4.3. Sintomas pleurales y pulmonares.
1.7.1.4.4. Sintomatologia de la pared abdominal.
1.7.2 Exploracion fisica ginecoldgica.



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

1.7.3 Técnicas diagndsticas no invasivas
1.7.3.1Técnicas de imagen.
1.7.3.1.1 Ecografia transvaginal.
1.7.3.1.2 Ecografia transrectal.
1.7.3.1.3Ultrasonografia endoscépica rectal.
1.7.3.1.4 Resonancia magnética.
1.7.3.2 Marcadores bioquimicos.
1.7.3.2.1 Marcadores tumorales y polipéptidos.
1.7.3.2.1.1 Ca 125 en suero.
1.7.3.2.1.2 Ca 19.9 en suero.
1.7.3.2.1.3 sICAM en suero.
1.7.3.2.1.4 Proteina placentaria 14 en suero.
1.7.3.2.2 Marcadores inmunoldgicos.
1.7.3.2.2.1 Citoquinas en suero.
1.7.3.2.2.2 Anticuerpos antiendometriales en suero.
1.7.3.2.2.3 Autoanticuerpos para marcadores de estrés oxidativo.
1.7.3.2.3 Marcadores en tejido endometrial.
1.7.3.2.3.1 Aromatasa P450.
1.7.3.2.3.2Receptores hormonales.
1.7.3.2.3.3 Inmunohistoquimia de fibras nerviosas.
1.7.4 Técnicas diagndsticas invasivas
1.7.4.1 Laparoscopia.
1.8.- Tratamiento de 12 @NdOMELIOSIS.....cccivv vttt sttt st st s eaene 44
1.8.1 Tratamiento expectante.
1.8.2 Tratamiento quirurgico.
1.8.2.1 Cirugia conservadora laparoscépica o laparotémica.
1.8.2.2 Cirugia agresiva o histerectomia.
1.8.3 Tratamiento farmacoldgico.
1.8.3.1 Tratamiento médico sintomatico. Antiinflamatorios no esteroideos. (AINEs).
1.8.3.2 Tratamientos farmacoldgicos hormonales de uso clinico.
1.8.3.2.1 Anticonceptivos orales combinados (ACO).
1.8.3.2.2 Progestagenos.
1.8.3.2.3 Danazol.
1.8.3.2.4 Gestrinona.
1.8.3.2.5 Analogos de la GnRH.
1.8.3.3 Tratamientos farmacolégicos homonales experimentales.
1.8.3.3.1 Antagonistas de la GnRH.
1.8.3.3.2 Inhibidores de la aromatasa.
1.8.3.3.3 Moduladores selectivos de los receptores de estrogenos (SERMs)
1.8.3.3.4 Moduladores selectivos de los receptores de progesterona (SPRMs)
1.8.3.4 Tratamientos no hormonales.
1.8.3.4.1 Farmacos hipolipemiantes.
1.8.3.4.2 Bifosfonatos.
1.8.3.4.3 Farmacos inmunomoduladores.
1.8.3.4.4 Bloqueo del Factor Nuclear KappaB (FN-kB).
1.8.3.4.5 Terapias antiangiogénicas.
1.8.3.4.5.1 Inhibidores selectivos de la COX-2.
1.8.3.4.5.2 Té verde.
1.9.- VasCUIOZENESIS Y ANGIOZENESIS....cuiueuieierriiste e ctese et eee et et es e e ses st stesbesresseeseessaessessessnnnens 62
1.9.1 Angiogénesis y endometriosis.



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

1.9.2 Factores implicados en la angiogénesis.
1.10.- Factor de crecimiento del endotelio VasCular..........ou i vrvnveieeieiininene e e 65
1.10.1 Papel del VEGF y sus receptores en la angiogénesis.
1.10.2 Endometriosis y VEGF.
1.10.2.1 Expresion del VEGF en el endometrio eutdpico.
1.10.2.2 Expresion del VEGF en el endometrio ectépico.
1.10.2.3 Expresion del VEGF en el liquido peritoneal.
1.10.3 Inhibidores comerciales del sistema VEGF y sus limitaciones para el potencial uso
terapéutico en endometriosis.
1.10.4 Blsqueda de inhibidores no tdxicos del VEGF/VEGFR2 para el tratamiento de la
endometriosis: El ejemplo del SHO.
1.10.5 Evidencias sobre los efectos de la dopamina y sus analogos en la regulaciéon del
sistema VEGF/VEGFR2.
1.10.6 Uso de agonistas dopaminérgicos en modelos animales de endometriosis.

1.11.- DOPAMING Y @NAI0ZOS....ciiiee ettt ettt e et st st ste e st se s ees s es e e e see stesaesneenannaes 77
1.11.1 Dopamina y sus receptores.
1.11.2 Hiperprolactinemia y endometriosis. Posibilidades terapéuticas.
1.11.3 Restriccion en el uso de agonistas dopaminérgicos.
1.11.4 Justificacidn del diseio experimental y del uso de la Quinagolida como agonista
dopaminérgico en nuestro trabajo.

2.- HIPOTESIS ..o e eeeeeeeeuteees s stnsee ses st sas st sassssns sss sus sss sus sessus sesses senses sesses sesssssesssssasssssusssssns ssssnssessss 85
3= OBJETIVOS...cou e eeeeueeseeteseseeussssassssssssensesssssns sessensas ssssssssssessss ss senses ssssss et sensas snssesssssessssssssensassns 89

I B 0] oY 11 1Yo I o 11 0 F= 1 e T OO RO RSP 91
3.2.- ObjJetiVOS SECUNUAIIOS. .. civieiieiiece et ettt et et et st ste st stesaese e s aes et es e e sae st stesaesnearnessanssesen 91

4.- MATERIAL Y IMETODO........cuceuuuuneussussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassessassassessassassassassassanes 93

4.1.- DiSERA0 A1 @STUTIO....c.uitiriireire ittt sttt et st st e ettt e e sae st st st e e b s e 95
4.1.1 Criterios de inclusion.
4.1.2 Criterios de exclusion.
4.1.3 Etapas del estudio.
4.2.- Disefio experimental del estudio... 101
4.2.1 Obtencién de muestras para control interno deI estudlo
4.2.1.1 Obtencidn y procesamiento del tejido endometrial.
4.2.1.2 Obtencidn y procesamiento de muestras sanguineas.
4.2.2 Determinacion del tamafo de las lesiones mediante laparoscopia.
4.2.3 Obtencidn y procesamiento de muestras de lesiones peritoneales.
4.2.3.1 Procesado de las muestras obtenidas por laparoscopia.
4.3.- Metodologia @mMPlEada.... ...t st st st s e en e e s aenas 106
4.3.1 Analisis serolégico.
4.3.2 Analisis macroscopico.
4.3.3 Analisis microscdpico.
4.3.3.1 Preparacién de las muestras.
4.3.3.1.1 Fijacién.



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

4.3.3.1.2 Inclusidén en parafina.
4.3.3.1.2.1 Deshidratacién
4.3.3.1.2.2 Aclaramiento o diafanizacidn.
4.3.3.1.2.3 Impregnacion en parafina y formacion del bloque.
4.3.3.1.3 Obtencion de cortes histoldgicos.
4.3.3.2 Analisis histoldgico.
4.3.3.2.1 Tincidén histoldgica con hematoxilina y eosina.
4.3.3.3 Andlisis inmunohistoquimico de los implantes endometridsicos.
4.3.3.3.1 Procesos inmunohistoquimicos comunes.
4.3.3.3.2 Uso de anticuerpos primarios para el analisis de los parametros
inmunohistoquimicos de interés.
4.3.3.3.3 Protocolo de revelado de la sefial inmunohistoquimica.
4.3.3.3.4 Protocolo de revelado inmunofluorescente.
4.3.3.3.5 Cuantificacién del marcaje
inmunohistoquimico/inmunofluorescente.
4.3.4 Analisis molecular.
4.3.4.1 Extraccion del ARN mensajero (ARNm).
4.3.4.2 Retrotranscripcidn o transcripcidn reversa (RT).
4.3.4.3 PCR cuantitativa fluorescente en tiempo real (RT-QF-PCR).
A4 .- ANBLISIS @STATISTICO...cueive vttt ettt sttt ettt e b st st st e s bes s as et eaeeaesae st s 123

5.1.- Proceso de reclutamiento, efectos secundarios del tratamiento y hallazgos
[ QDI OSCOPICOS . cueiertrtietieeiirrer st stesteetese et eseaesaes esses e st st st stesueareerseessesbessasseses ses st stesseareernasssessessennens 127
5.1.1 Pacientes incluidas.
5.1.2 Efectos secundarios.
5.1.3 Hallazgos laparoscépicos.
5.2.- Control interno ¥ SEZUIMIENTO....cuiiiieierer ettt et e e e st st st saesre e s aes s aessesens 131
5.2.1 Biopsias endometriales.
5.2.2 Determinacion de prolactina: cumplimentacién del tratamiento.
5.3.- Cambios macroscdpicos: efectos del tratamiento sobre el nimero, tamafio y
MOIfOlOEIA AE 18 |ESIONES... i cei ittt ettt e s st st saesaeee s e es et sessenneas 134
5.4.- Cambios NiStOIOZICOS. ..c.uiiierieeee ettt et ettt st st ste s e e eee s aeses e e e st st saesnnannenes 139
5.4.1 Cambios histoldgicos.
5.4.2 Cambios inmunohistoquimicos.
5.4.2.1 Vascularizacién.
5.4.2.2 Proliferacion celular.
5.4.2.3 Madurez de los vasos sanguineos.
5.4.2.4 Expresién del DrD2.
5.4.2.5 Expresidn y activacion del VEGF/VEGFR2
5.5.- Resultados del PCR Superarray de genes implicados en la inflamacién y la
vascularizacidn en tejido procedente de las lesiones endometridsicas.......cccccevevevececeieeenes 152

6.- DISCUSION.......eceeeeeeeececee s ses s sessassessassesssssesssssesssssssssssus st susssssss ssssns ssssss sessss sensassenssssenssssenns 155
7= CONCLUSIONES...... ot evevseeseensssseneassssnssesssssss ssssesses sessnsssssessss ssssusssssesses st seases ssssssssssessessssssssssses 173



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

LISTA DE SIMBOLOS, ABREVIATURAS Y SIGLAS

ACO: Antoconceptivos Combinados Orales.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AEM: Agencia Estatal del Medicamento.

AFS: American Fertility Society.

AGGF1: Angiogenic factor with G patch and FHA domains.
AINE: Aintiinflamatorio No Esteroideo.

AMP-c: Adenosin Mono-Fosfato Cicico.

Ang 1: Angiopeptina 1.

ARN: Acido Ribonucleico.

ASRM: American Society of Reproductive Medicine.
Alfa-SMA: alfa-actina del musculo liso.

BHCG: Gonadotropina Coridnica Humana.

BSA: Albumina Sérica Bovina.

Cb2: Cabergolina.

CCL2: Quimioquina Ligando 2.

CEIC: Comité Etico de Investigacién Clinica.

CHMP: Committee for medical products for human use.
COX-2: Ciclooxigenasa 2.

CXCL10: C-X-C motif chemokine.

DA: Dopamina.

DOPA: Dihidroxifenilalanina.

DrD2: Receptor tipo 2 de la Dopamina.

E1l: Estrona 1.

EDO: Esterilidad de origen desconocido.

EGCG: Epigalocatequina galato.

EMEA: European Medicines Agency.



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

EPA: Acido Eicosapentaenoico.

ESHRE: European Society of Human Reproduction and Embriology.
FN-KB: Factor Nuclear KappaB.

FSH: Hormona foliculo estimulante.

GnRH: Hormona liberadora de gonadotropinas.

HMG-CoA: 3 hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A.

IL-6: Interleuquina 6.

LH: Hormona luteinizante.

MIF: Factor Inhibidor de la migraciéon de macréfagos.

MIP-1a: Macrophague Inflamatory Protein 1 alpha.

MIP-2: Macrophague Inflamatory Protein 2.

MMP13, MMP10, MMP8: Metaloproteinasa de matriz 13, 10, 8.
PBS: Phosphate Buffered Saline.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

PDTC: Pirridolina Ditiocarbamato.

PFA: paraformaldehido.

PGE2: Prostaglandina E2.

PIF: Factor Inhibidor de la Prolactina.

PIGF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas.

PP14: Proteina placentaria 14.

PRL: Prolactina.

RM: Resonancia Magnética.

RT: Transcripcion reversa.

RUNX1: Runt-related transcription factor 1.

SERMs: Moduladores Selectivos de los Receptores de Estrogenos.
SHO: Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica.

sICAM: soluble Intercellular Adhesion Molecule 1.

SPRMs: Moduladores Selectivos de los Receptores de Progesterona.

TNF-a: Tumor necrosis factor alpha.



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

UCSI: Unidad de Cirugia sin Ingreso.

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor (Factor de crecimiento del endotelio Vascular).
VEGFR2: Receptor tipo 2 del factor de crecimiento del endotelio vascular.
VEGF-A: Factor de Crecimiento del endotelio vascular tipo A.

5HT2b: 5-hidroxitriptamina 2b.



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

1. INTRODUCCION
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1.1. Concepto.

La endometriosis se define como la presencia de glandulas y estroma endometrial
funcionales fuera de la cavidad uterina. Se trata de un proceso invasivo, no neoplasico,
caracterizado por la existencia de endometrio ectdpico, que se halla fundamentalmente
ubicado en el peritoneo, el ovario y en el septo recto-vaginal, y en raros casos en el

diafragma, pleura, vejiga y pericardio (Speroff y Fritz, 2006).

1.2. Definicion historica de la endometriosis.

La endometriosis fue descrita por primera vez por el anatomopatélogo austriaco Karl
Freiherr von Rokitanski en el afno 1860 (Rokitansky, 1860). Mas tarde, en 1896, otros autores
como Von Recklinghausen describieron la lesion aunque con diferente terminologia en
funcion de su localizacion y extensién (Speroff y cols, 1999).

En 1921, John Albertson Sampson, médico norteamericano, comenzo una serie de
publicaciones sobre la enfermedad, acufiando el término “endometriosis” para describir las
lesiones peritoneales que considerd al principio siembras procedentes de enfermedad en el
ovario (Sampson, 1921). En los siguientes afios, desarrolld la teoria de la “menstruacién
retrograda”, como la causa mas probable de la endometriosis (Sampson, 1927), y desde
entonces muchos han sido los trabajos dirigidos a avanzar en el conocimiento de esta

patologia.

1.3. Epidemiologia:

El promedio de edad en el momento del diagndstico de la endometriosis varia entre

los 25 y los 30 anos (Kuohung y cols, 2002).

La incidencia real de la endometriosis se desconoce, ya que la enfermedad se presenta

en muchas mujeres de forma asintomatica. Se calcula que afecta del 3 al 10% de las mujeres

17
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en edad reproductiva (Cramer y Missmer, 2002). Se presenta en el 50 al 60% de mujeres y
adolescentes con dolor pélvico, y en mas del 50% de mujeres con infertilidad (Goldstein y
cols, 1980; Eskenazi y cols, 1997), lo que la situa en el primer lugar de los problemas
ginecoldgicos benignos (Gazvani y cols, 2002). También se puede presentar en forma de
hemorragias uterinas disfuncionales y, cuando las lesiones se manifiestan en drganos o
tejidos atipicos (por ejemplo vejiga, colon, piel, etc.), van acompafiadas de sintomas propios

asociados a dicha localizacion.

Como se ha mencionadao anteriormente la endometriosis se desarrolla de forma
asintomatica en el 50% de los casos. Es por ello que a menudo se detecta en el curso de
cirugias por motivos ajenos a la sospecha de esta patologia. No es raro, por tanto, detectar la
enfermedad en el 7 al 15% en mujeres que se realizan ligadura tubdrica via laparoscdpica
(Barbieri, 1990), por ejemplo. En este sentido un estudio del grupo de Matorras ha sugerido
que la prevalencia de esta enfermedad podria llegar a ser incluso del 32% en mujeres

asintomaticas y supuestamente sanas (Matorras y cols, 2001).

1.3.1.  Factores de riesgo asociados.

Algunos factores de riesgo que se han asociado a un aumento en la prevalencia de
endometriosis son: la menarquia temprana, los ciclos menstruales cortos, la duracion de la
regla mayor a 5 dias, asi como un gran consumo de alcohol y cafeina (Cramer y Missmer,
2002).

En cambio, el ejercicio fisico regular y el tabaquismo pueden disminuir el riesgo de
padecer endometriosis (Cramer y Missmer, 2002). Asimismo, el riesgo de endometriosis esta
inversamente relacionado con el nimero de embarazos a término, pero el efecto protector
de la gestacién disminuye con el tiempo, y el riesgo aumenta con el nimero de afios desde
el Ultimo parto (Moen, 1991). En mujeres estériles, la prevalencia de la endometriosis se

correlaciona con el indice de masa corporal (Bérubé y cols, 1998).

1.3.2. Implicaciones sociales de la endometriosis:

La endometriosis ocasiona una alteracién en la calidad de vida de las pacientes

sintomdticas, disminuyéndola considerablemente e interfiriendo en el desarrollo de su
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actividad habitual, principalmente como consecuencia del dolor asociado a la misma,
dismenorrea o sintomas especificos derivados de la enfermedad. En ocasiones estos
sintomas pueden llegar a ser tan profundos hasta el punto de resultar incapacitantes
(D’Hooghe Ty cols, 2006).

Incluso en pacientes no sintomdticas a priori, no debemos olvidar que la
endometriosis constituye una causa importante de infertilidad en el grupo de mujeres en
edad fértil (Goldstein y cols, 1980; Eskenazi y cols, 1997).

Por otra parte, esta enfermedad tiene implicaciones importantes en términos
econémicos. En los Estados Unidos, se estima que, en 2002, el coste derivado del
diagnostico de endometriosis y el tratamiento del dolor y la infertilidad asociados a ésta,
ascendio a 22 billones de délares (Simoens y cols, 2007). Por tanto los costes econdmicos
gue produce serian tanto en pérdida de productividad laboral de las pacientes como en el
gasto que repercute sobre el sistema nacional de salud empleado en el diagndstico de la

enfermedad y manejo de sus sintomas.

En definitiva, la endometriosis es una patologia que despierta un gran interés
cientifico e investigador. Se trata de una entidad todavia llena de controversias, como el
conocimiento de su verdadera incidencia, su etiopatogenia, o sus distintas formas
anatomopatologicas que han hecho sugerir entidades diferentes por algunos autores.
Asimismo, despierta un gran interés la busqueda de un elemento diagndstico no invasivo de
la enfermedad que nos permita predecir y tratar precozmente a las pacientes. Siendo como
es un enfermedad progresiva, es de suma importancia su conocimiento precoz con el fin de
evitar un empeoramiento por el retraso en el diagndstico. Por ultimo, existe un eterno
debate entre tratamiento médico y quirdrgico, el cual ha sido motivo de numerosos
trabajos. Para los investigadores ha supuesto un objetivo fundamental hallar el abordaje
farmacoldgico capaz de tratar la enfermedad y disminuir las recidivas, tratando de maximizar
el uso de los tratamientos médicos y asi evitar los tratamientos quirurgicos de repeticidon

fomentados por el caracter recidivante de esta patologia.
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1.4. Localizacion e histologia de las lesiones.

1.4.1. Localizacion de las lesiones:

La endometriosis puede localizarse en cualquier parte del aparato genital y también
en localizaciones extragenitales como ligamentos redondos, Uterosacros, anchos, fondos de
saco vesicouterinos, espacio de Douglas, septo rectovaginal (Dmowski y cols, 1984) y en
lugares alejados de la pelvis como pericardio, intestino, vejiga y pleura (Jenkins y cols, 1986).
La localizacidon mas frecuente es la ovarica, frecuentemente bilateral, y la peritoneal,
sobretodo ligamentos uterosacros, fondo de saco de Douglas y plica vesicouterina (Calderay

y cols, 2003).

1.4.2. Caracteristicas histologicas macroscopicas:

Existen tres tipos fundamentales de lesiones endometridsicas en funcion de la
localizacion principal de sus focos como son lesiones peritoneales, ovaricas e infiltrantes,
gue se diferencian tanto en su sintomatologia como en su evolucidon y manejo. Asi mismo
dentro de cada localizacion podemos encontrar diferentes tipos de lesiones atendiendo a su

localizacidn, grado de actividad o extensidn, tal y como se describe a continuacion:

1.4.2.1. Lesiones peritoneales: se han descrito tres tipos de lesiones a este
nivel que se clasifican atendiendo a su antigiiedad y grado de
actividad en:

1.4.2.1.1. Lesiones rojas (lesiones atipicas): lesiones “en llama”, recientes

o activas. Se trata de lesiones glandulares, peritoneo
petequial y/o areas de hipervascularizacion principalmente
en peritoneo de ligamentos anchos y Uterosacros

1.4.2.1.2. Lesiones negras (lesiones tipicas): lesiones antiguas o poco

activas, de color negro o azulado que aparecen como
resultado de la retencion de los pigmentos de la sangre,
proporcionando un color oscuro a la parte interna del tejido

(Nisolle y cols, 1990). Estan formadas por glandulas,
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estroma, tejido cicatrizal y derbis intraluminal.

1.4.2.1.3. Lesiones blancas: se trata de lesiones peritoneales gruesas, de

aspecto blanco y opaco debido a la fibrosis que las
constituyen, y que presentan un contorno irregular estelar
impreciso. En estas fibrosis, los elementos glandulares son
poco frecuentes y tienen una apariencia poco activa. Son
lesiones que corresponden a zonas cicatriciales de lesiones

activas anteriores (Donnez y cols, 1991).

1.4.2.2. Endometriosis ovdrica:

1.4.2.2.1. Focos superficiales: al igual que las lesiones peritoneales, las

lesiones situadas en la superficie del ovario pueden tener
una apariencia macroscopica atipica con lesiones marrones,
lesiones rojas, depdsitos parduscos y adherencias en la
superficie del ovario (Nisolle y cols, 1993).

1.4.2.2.2. Endometriomas: formaciones quisticas de tamafio variable,

también llamados “quistes de chocolate”, que aparecen
como resultado de la acumulacion de material tras

hemorragias repetidas (Donnez y cols, 1991).

1.4.2.3. Endometriosis infiltrante profunda:

1.4.2.3.1. Compartimento anterior: nodulos localizados en pared vesical

(Kovoor y cols, 2010) o ligamentos redondos. (Crispi y cols,
2012)

1.4.2.3.2. Pared pélvica lateral: afectando uréteres (Chapron vy cols, 2010),

plexos nerviosos hipogastricos, espina cidtica, ligamento
sacroespinoso, y en ocasiones nervios profundos de la pelvis
como el ciatico o el pudendo (Ceccaroniy cols, 2011).

1.4.2.3.3. Compartimento posterior: ligamentos uterosacros (Bonte y cols,

2002; Chapron y cols, 2001), parametrios (Ceccaroni y cols,
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2012), vagina (Dadlwal y cols, 2012), recto y tabique
rectovaginal (Jalency cols, 2012; Ruffo y cols, 2012).

También puede encontrarse en localizaciones extrapélvicas como intestino

delgado (Fernandez-Rey y cols, 2009), sigma, ciego y apéndice (Abrao y

cols, 2010; Cirillo y cols, 2008)

1.4.3. Caracteristicas histologicas microscdpicas:

A nivel microscdpico, la endometriosis se caracteriza por la presencia de

endometrio con sus dos componentes tisulares: glandulas y estroma, en

una localizacion ectdpica (Speroff, 2006) y con unas caracteristicas

peculiares, que comentaremos a continuacion.

1.4.3.1.

1.4.3.2.

Componente glandular: son frecuentemente irregulares y el aspecto
funcional de éstas es variable. A veces sufren cambios ciclicos
semejantes al endometrio normal y otras veces recuerdan a la capa
basal del endometrio sin sufrir cambios secretores (Bergqvist y cols,

1984).

Componente estromal: el epitelio que recubre las glandulas puede
sufrir cambios de tal manera que sea dificil su identificacion,
basando entonces el diagndstico en la aparicion de estroma de
aspecto endometrial. La hemorragia intersticial es comdn en Ia
endometriosis. La irritacidon quimica y mecanica en los tejidos
provoca proliferacion de fibroblastos, produciendo fibrosis

alrededor de la lesidn (Schweppe y cols, 1981).

Existe un tipo de lesiones que conocemos como endometriosis

estromal que presentan una particularidad, y es que estan formadas por

pequenos nodulos o placas de estroma endometrial sin glandulas. Esta

histologia se acompafia la mayoria de ocasiones, aunque no siempre, por
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tejido endometridsico tipico formado por glandulas y estroma. Este tipo de
tejido endometridsico se ha hallado en cérvix y ovario, y también en el
peritoneo pélvico (endometriosis estromal micronodular) (Boyle and

McCluggage, 2009).

1.5. Clasificacion de la endometriosis.

En el afo 1985 la American Fertility Society (AFS) publicd un sistema de la clasificacion
de la endometriosis basado en a) la valoracidon intraoperatoria de la extensidon peritoneal y
ovarica, b) las adherencias tubaricas y ovarica, y c) el grado de obliteracion del Espacio de
Douglas. Esta clasificacion diferenciaba las lesiones superficiales y las profundas, asi como la
laxitud de las mismas. A cada tipo de lesidn se le asignaba una puntuacion tipica (score)
atendiendo a cada uno de los criterios enunciados vy la suma de las puntuaciones obtenidas
en cada apartado generaba un total con el que se clasificaba a la endometriosis en
diferentes estadios (American Fertility Society, 1985).

La AFS se convierte en 1995 en la American Society of Reproductive Medicine (ASRM) y
un afio después modifica la clasificacion (ASRM, 1997), incluyendo las caracteristicas
macroscopicas morfoldgicas (rojo, blanco o negro) de las lesiones ovdaricas y peritoneales y
su respectiva proporcion. A partir de entonces se convierte la clasificacion mas utilizada y
aceptada mundialmente .

Atendiendo a los criterios mencionados y sistema de puntuaciones la clasificacion de la
ASRM de la endometriois incluye cuatro estadios posibles: | (minimo, cuando se obtiene una
puntuacion total entre 1 y 5), Il (leve, cuando la puntuacion total asignada se encuentra
entre 6 y 15), lll (moderado, cuando la puntuacion obtenida esta entre 16 y 40), IV (severo,

cuando la puntuacion es mayor de 40) (Fig 1).

23



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

SOCIEDAD AMERICANA SOCIETY PARA MEDICINA REPRODUCTIVA
CLASIFICACION REVISADA DE ENDOMETRIOSIS

Nombre paciente Fecha
Grado I (Minimaly - 1-5 . CODia « ia
Grado 1 (Hold) - 615 Laparoscop — Lapar Fotografia
Grado I (Moderate) - 16-40 Trat 1e o
Grado IV (Severe) - >40
Total —oono-— Prondstico
8
Z ENDOMETRIOSIS <lcm 1-3 cm >3 cm
§ Superficial 1 2 4
= Profundo 2 4 6
D Superficial 1 2 4
o Profuado 4 16 20
g I Superficial 1 2 4
-
=] Profuando 4 16 20
POSTERIOR < Parcial Completo
SACO DE DOUGLAS
OBLITERACION 4 40
- ADHESIONES <% Cierre 's-%Cierre >%iCierre
2 D Transparente 1 2 4
5 Opaco 2 8 16
I Tranparente 1 2 4
Opaco 4 8 16
- D Transparente 1 2 4
z Opaco 4+ g+ 16
E I  Transpareate 1 2 4
Opaco 4% b5 16

#Si las fimbrias de las trompas de falopio estan completamentes adheridas, se cambia el punto asignado a 16.

Indicar la aparicién de implantes superficiales tipo rojo[(R). rojo. roje-rosa, tipo llama, gota vesicular, vesiculas claras], blancas [(W),
opacificaciones, defectos peritoneales, amarnlio-marron], o negros [(B) negras, depositos de hemosideninas, azul]. Indicar el porcentase total
descrito como R___% B ___% and N ___%. El total debe ser igual al 100%.

Endometriosis Adicional: Pateologia asociada:
Para ser usado con Trompas Para ser usado con Trompas y/o
vy Ovarios normales Ovarios Anormales
l ° I \/——\/ ’

7N\ 7"\

Figura 1. Clasificacion revisada de la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM) para el estadiaje de la
endometriosis. 1997.
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No obstante, la clasificacion de la ASRM presenta ciertas limitaciones. En general hay
gue resenar que se trata de una clasificacion subjetiva, de dificil evaluacidén, que permite un
puntaje arbitrario segun el observador y carente de correlacion clinica y evolutiva. Ademas
no se correlaciona con el prondstico reproductivo de las pacientes. No incluye las lesiones
microscopicas ni las subperitoneales, ni realiza una evaluacion cuantitativa de la afectacion
de otras estructuras pélvicas o extrapélvicas (Koninckx y cols, 1992). Las lesiones profundas
pueden infraestadiarse al considerarse sélo su superficie. Tampoco valora la adenomiosis.
Por ello, desde la aparicion de ésta han surgido muchos otros intentos de clasificar la
endometriosis tratando de salvar sus limitaciones, de los cuales destacamos a continuacion
los mds importantes.

Chapron y colaboradores, en el 2003 realizaron un estudio retrospectivo con 241
pacientes diagnosticadas de endometriosis profunda, observando una distribucion
predominante en el compartimento posterior: ligamentos Uterosacros (58%), vagina (18%),
intestino (16%) y en menor proporcion en el compartimento anterior: vejiga (8%).
Clasificaron la endometriosis profunda en funcion de su localizacién y la asocian al tipo de
procedimiento quirdrgico que se puede utilizar para su resolucién (Chapron y cols, 2003).

En el 2005 se introduce la clasificacion de ENZIAN, que divide la severidad de la
endometriosis en 4 grados y 3 compartimientos: (a) vagina y fondo de saco, (b) ligamentos
Uterosacros y ligamento cardinal vy, (c) intestino. Es muy util y complementa la clasificacion
revisada de la AFS al permitir una mejor descripcién de las lesiones y la participacion de
estructuras retroperitoneales.

Haas y colaboradores disefiaron un estudio retrospectivo que incluyd 219 pacientes
con endometriosis y utilizaron para valorar el grado de afeccion la clasificacion de la AFS y de
ENZIAN. Observaron que 58 pacientes clasificadas por la AFS como endometriosis profunda,
no cumplian los criterios de la clasificacién de ENZIAN, asi utilizando este nuevo sistema se
podria reducir hasta un 36% los casos de endometriosis profunda (IC 95: 29% - 44%) (Haas,
2011).

En 2010, Adamson y Pasta publicaron un indice de fertilidad-endometriosis (IFE)
basado en un estudio prospectivo con una muestra de 801 pacientes. El objetivo era valorar

la tasa de prediccion de embarazos, posterior a la cirugia de endometriosis. Incluyeron 275
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variables de las que 4 se consideraron significativas segin un analisis estadistico de regresion
proporcional de Cox: duracién de la infertilidad, antecedente de embarazo previo, menor
puntuacion funcional y malformaciones uterinas. Concluyeron que este indice es una
herramienta clinica sencilla y de utilidad para predecir la tasa de embarazo en pacientes con
infertilidad que han tenido una estadificacion quirdrgica de la endometriosis (Adamson,
2010).

Aun asi, la clasificacion revisada de la ASRM, pese a sus imperfecciones, constituye en
la actualidad el instrumento mas adecuado para estandarizar y concretar criterios unanimes
en el tratamiento y prondstico evolutivo de esta enfermedad, siendo por ello la mas

utilizada.

1.6. Etiopatogenia de la endometriosis.

La endometriosis es una enfermedad cuya etiologia y patogenia son desconocidas.
Existen varias teorias para explicar la génesis de la endometriosis, aunque ninguna de ellas
logra dar una explicaciéon global al origen de esta enfermedad. Parece ser que,
independientemente de la localizacidn, es probablemente un problema multifactorial (Fig 2).
Entre las teorias mas prevantes para explicar el origen de la enfermedad destacamos las

siguientes

1.6.1.  Hipadtesis etiopatogénicas clasicas.

1.6.1.1. Teoria de la implantacién por menstruacién retrégrada.

La teoria de la implantacién fue descrita por Sampson en 1921, y
postula el paso retrogrado de tejido endometrial durante la menstruacion
desde el Utero a través de las trompas hasta su llegada a la cavidad peritoneal
donde se depositaria en los érganos abdominopélvicos (Sampson, 1927).

Esta teoria es, en la actualidad, la de mayor aceptacion, y estd apoyada
en varias observaciones: la distribucion de las lesiones en la cavidad
abdominal, sobretodo en aquellas localizaciones que reciben mayor cantidad

de flujo menstrual retrégrado: ovarios, fondo de saco de Douglas y ligamentos
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uterosacros (Jenkins y cols,1986); por la alta prevalencia de endometriosis en
nifas con obstruccion congénita del tracto de salida al flujo menstrual
(Sanfilippo vy cols, 1986); por la comprobacion de la viabilidad del endometrio
del flujo menstrual en liquido peritoneal, con capacidad de implantacion y
crecimiento, demostrada en cultivos celulares (Keetel y Stein,1951; Koks vy
cols,1997) y por la induccién de endometriosis en experimentos animales
mediante fistulas uteropélvicas artificiales (Te Linde y Scott, 1950) o forzando
un flujo menstrual retrégrado al crear una obstruccién anterdgrada
(D"Hooghe y cols, 1994). Ademas, un estudio reciente demuestra la capacidad
del endometrio de adherirse a la superficie mesotelial del peritoneo (Witz y
cols, 1999).

Sin embargo, se ha demostrado que el flujo menstrual retrogrado existe
en el 90% de las mujeres pero sélo de un 2% a 5% de estas mujeres
desarrollan esta patologia, por lo que quizas la cuestidon principal a considerar
no seria explicar el por qué existe menstruacion retréograda sino el porqué
unas mujeres son capaces de eliminar los restos de endometrio y otras no

permitiendo la implantacion de los focos y desarrollo de la enfermedad.

1.6.1.2. Teoria de la metaplasia celémica.

Segln esta teoria, el endometrio ectdpico aparece como consecuencia
de transformaciones patoldgicas en el epitelio germinativo y del peritoneo
pélvico inducidos por estimulos inflamatorios o endocrinos. Esta teoria fue
propuesta en 1898 por Iwanoff, elaborada por Meyer (1924) y sugerida por
Dreifus (1940) y Kretschemer (1945). Esta basada en el hecho que casi la
totalidad del epitelio genital representa distintos grados de diferenciacion del
epitelio celdmico, razon por la cual su poder de diferenciacién frente a
estimulos externos es enorme.

Explicaria la aparicion de endometriosis en cualquier lugar de la cavidad
abdominal y de la pleura (Foster y cols, 1981; Elliot y cols, 1985; Honore,

1999), casos de endometriosis en la etapa prepuberal (Clark, 1948),
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endometriosis en mujeres que jamas han mestruado (El Mahgoub y cols,
1980), y aparicion de endometriosis en hombres (Honore, 1999).

Sin embargo, aunque esta teoria es Util para explicar las localizaciones
infrecuentes de la endometriosis y no existe una evidencia sélida para
descartarla, es deficiente. Ni la teoria de la metaplasia celdmica ni la teoria de
la implantacion consiguen dar una explicacion a la apariciéon de tejido
endometrial a nivel umbilical (Blumenthal, 1981; Michowitz y cols, 1983),
pleural o pulmonar (Balasingham y cols, 1986; Suginami y cols, 1985; Wilkins y
cols, 1985).

1.6.1.3. Teoria del transplante mecdnico.
El transplante directo inadvertido de tejido endometrial en el momento
de una cesarea, intervencidon quirurgica pélvica y reparacion de una
episiotomia constituyen la causa mas probable de la endometriosis observada

en cicatrices quirurgicas y periné (Taff y cols, 2002).

1.6.1.4. Teoria de la difusion linfatica y hematégena.

La teoria de la difusion linfatica es la mas aceptada para explicar
endometriosis en localizaciones lejos del peritoneo.

El hallazgo de endometriosis retroperitoneales y en localizaciones
extraperitoneales (Halban, 1924) ha permitido plantear la posibilidad de que la
difusion linfatica junto con la hematdgena de las células endometridsicas puede
representar otra via por medio de la cual se produce la diseminacion e
implantacion de los focos a distancia. Mas tarde, Sampson describia la
aparicion de tejido endometriosico en pacientes con adenomiosis (Sampson,
1925).

La comunicacion linfatica entre todos los érganos de la pelvis es extensa
y la diseminacion hematdgena fue demostrada experimentalmente en 1940
inyectando intravenosamente endometrio en conejos y obteniendo como

resultado una endometriosis pulmonar (Hobbs y Bortnick, 1940).
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1.5.1.5 Teoria de los restos embrionarios.

La teoria de los restos celulares embrionarios propuesta por Von
Recklinghausen en 1896 propone que el sistema del conducto de Wolff en
desarrollo puede dejar tras de si pequefios grupos o restos de células que
tienen la capacidad de desarrollar tejido endometrial funcionante. Esta

hipotesis no ha podido ser documentada.

1.6.2. Factores asociados al desarrollo de la enfermedad.

Ninguna de las teorias anteriormente expuestas explica todos los tipos de
endometriosis, ni todos los casos. Los avances en el conocimiento de los mecanismos
moleculares asociados a la endometriosis ha mejorado el entendimiento de la
fisiopatologia de la enfermedad que hasta ahora teniamos gracias a las teorias
clasicas, dando nuevas explicaciones a su génesis y posterior desarrollo. A
continuacion veremos los factores mas importantes que pueden asociarse a la

aparicion de endometriosis.

1.6.2.1. Alteraciones del sistema inmunolégico.

Varios estudios sugieren una asociacion entre la presencia de
endometriosis y alteraciones del sistema inmunoldgico tanto a nivel celular
como humoral. Esta idea partid de estudios realizados sobre monos Rhesus a
guien se suprimié el sistema inmune, apareciendo mias frecuentemente
endometriosis que en el grupo control (Wood y cols, 1983).

En las pacientes con endometriosis se ha visto un aumento en la
actividad y numero de macréfagos en el liquido peritoneal y como
consecuencia un aumento de citoquinas, las cuales participan activamente en la
génesis y progresiéon de esta enfermedad (Tasuku, 2001). Se ha demostrado
una elevacién de los linfocitos T totales (CD 3+), T cooperadores (CD 4+),
Natural Killer (CD 16+) y de los monocitos/macrofagos (CD 14+) en los estadios |
y Il de endometriosis (Hill y cols, 1988). También se ha identificado la presencia

del componente C3 del complemento, asi como autoanticuerpos 1gG e IgA
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frente al tejido ovarico y endometrial en suero y secreciones vaginales y
cervicales de mujeres con endometriosis (Mathur y cols, 1982). Ademas, se ha
comprobado una disminucion de la citotoxicidad frente a las células
endometriales atribuible a un defecto de las células “natural Killer” (NK).
(Oosterlynck y cols, 1991).

Neutrdéfilos y macrofagos promueven la angiogénesis en etapas iniciales
de endometriosis, y las quimoquinas y citoquinas liberados por éstos
(“Macrophage Inflamatory Protein 1 alpha” (MIP-1a), “Macrophage Inflamatory
Protein 2” (MIP-2), interleuquina 6 (IL-6), “Tumor Necrosis Factor alpha”
(TNFa), y “ Vascular Endothelial Grouth Factor” (VEGF)) amplifican el estimulo
angiogénico para el crecimiento del tejido endometridsico (Yiu-Jiuan Lin, 2006).
Se ha demostrado que las concentraciones de IL-6 son mas altas en las células
estromaticas endometriales de las pacientes afectadas que en las mujeres
sanas (Tseng, 1996; Martinez y cols, 2007). Asimismo, existe un aumento de la
actividad de la ciclooxigenasa-2, con el consiguiente aumento en la actividad
aromatasa.

Por tanto, a pesar de que el 90% de las mujeres en general presentan
menstruacion retrégrada, sélo un 6-10% desarrollan endometriosis. Estas
serian las que tienen alguna disfuncién inmunitaria que impide su aclaramiento
normal y promueve su adhesién e invasion, la neoangiogénesis y la inervacién
sensorial, simpatica y parasimpatica. Finalmente esto conllevaria a Ia

progresion de la enfermedad (Falcone y Lebovic, 2011) (Fig 3).

1.6.2.2. Influencia endocrina.

El estrégeno constituye un factor determinante para el desarrollo de
endometriosis. En la mujer, la sintesis de estrégenos corre a cargo,
principalmente, de los ovarios; no obstante, se sabe que muchos tejidos
periféricos producen estrogenos por medio de la aromatizacion de los
androgenos ovaricos y adrenales. Se ha mostrado que los implantes

endometridsicos expresan aromatasa y 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
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de tipo 1 (HSD17B1), enzimas implicadas en la conversién de androstendiona
en estrona (E1) y E1 en estradiol, respectivamente. No obstante, carecen de
17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo 2 (HSD17B2), la cual inactiva los
estréogenos (Bulun, 2000). Esta combinacion enzimatica garantiza la exposicidon

de los implantes a un ambiente estrogénico ( Serafini, 2011).

Asi, podria considerarse que la endometriosis es un proceso multifactorial (Olive y
cols, 1993), en el que ademds podrian intervenir factores genéticos (Treloar, 2005; Daftary,
2004; Bischoff, 2000), el estrés oxidativo (Kajihara, 2011, Ngo, 2009) y la exposicion a toxicos
ambientales (Rier, 2003). Sin embargo, a pesar de conocer sus diferentes mecanismos

patogénicos, seguimos sin conocer cual seria el mecanismo desencadenante inicial.

Coelomic metaplasia

Owarian surface now contains
endometrial cells

tissue
entering a

lymph vessel :

and blood vessel develops into classic implants.

Rectovaginal septum

Fig 2. Mecanismos fisopatoldgicos de la endometriosis. Empezando desde abajo, en el sentido de las
agujas del reloj: 1) Las células del epitelio endometrial, las células mesenquimales del estroma o las
“stem-like cells” evitan los mecanismos de aclaramiento, y atacan e invaden localizaciones ectopicas;
2) y 3): Extension metastdtica de tejido endometrial via linfdtica y vascular; 4) Alteraciones en la
inmunidad celular y humoral; 5) Diferenciacion metapldsica del epitelio celémico del ovario; 6) Tejido
endometrial retrogrado que coloniza un cuerpo luteo; 7) Remanente Miileriano en septo recto-vaginal;
8) Hipotesis Miilleriana del tejido endometrial fetal, migrado durante la organogénesis.

(Tomado de Falcone, 2011).
31



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

...In endometriosis, glandular
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Fig 3. Mecanismos moleculares que predisponen al desarrollo de la endometriosis. Tomado de
Falcone, 2011.

1.7. Diagnostico.

1.7.1. Criterios Clinicos.

La sospecha diagndstica nos llega de la clinica de la paciente, aunque la
endometriosis es a menudo un hallazgo en mujeres asintomaticas que se someten a
cirugia por otros motivos sin sospechar la existencia de nédulos endometridsicos
(Barbieri, 1990).

Los sintomas mas frecuentes son la esterilidad y la dismenorrea (Goldstein y
cols, 1980; Eskenazi y cols, 1997). Otras manifestaciones clinicas frecuentes son las
hemorragias fuertes e irregulares, y dependiendo de la zona afectada se presentan
trastornos intestinales, dolor abdominal, dispareunia ( dolor con las relaciones

sexuales), disquecia (dolor al defecar) y disuria (dolor al orinar) .
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1.7.1.1. Dolor pélvico crénico.

La endometriosis se trata de un estado hiperalgésico resultado del
aumento de la percepcién del dolor que es originada via médula espinal y
cerebral a partir de la informacién sensorial procedente de las lesiones y otras
areas. lLas fibras nerviosas periféricas que inervan las lesiones pueden
sensibilizar las neuronas del segmento espinal y, en algunas ocasiones, del
sistema nervioso central, dando lugar a una respuesta dolorosa central
exagerada, independientemente de la exéresis de las lesiones (Bajaj y cols,
2003; Asante y Taylor, 2011; Stratton y Berkley, 2011).

Cursa como dismenorrea (dolor durante la menstruacion) (50-90% de
las pacientes con endometriosis), y/o dolor crénico aciclico (57-68%), asi como
dispareunia (25-40%) (Speroff y Fritz, 2006). Se describe como un dolor difuso y
profundo en la pelvis, central, que puede referirse a la zona de la espalda,
muslos o acompafiarse asi mismo de presion rectal, nauseas, disquecia y
diarrea episddica (Davis y cols, 1993).

Como se ha mencionado, no se ha observado una relacién constante
entre el grado y la intensidad del dolor y el estadio y la localizacion de la

endometriosis (Vercellini, 1996; Fedele, 1992; Chapron y cols, 2003).

1.7.1.2. Hemorragia uterina disfuncional.

Se puede presentar como spotting premenstrual, aunque se han
descrito todos los tipos de patrones menstruales, encontrando desde ciclos
menstruales normales hasta alteraciones por exceso en cualquiera de sus
variantes, o por defecto . Su origen parece residir en la disfuncién ovulatoria

gue se asocia a la endometriosis.

1.7.1.3. Esterilidad.

La asociacion entre endometriosis y esterilidad viene avalada por la

prevalencia de esta patologia en pacientes con esterilidad primaria, entre un
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26-45% vy esterilidad secundaria entre un 12-25%, frente al 3-10% de la

poblacién general.

La enfermedad severa tiene un efecto negativo, de indole mecanico,
cuando compromete a ovarios y produce adherencias que bloquean la
movilidad tubarica o provocan su oclusion. Ademas, estas mujeres pueden
tener una reserva ovarica disminuida independientemente de la edad, como
han demostrado algunos estudios (Hock y cols, 2001; Azem y cols, 1999; Lemos

y cols, 2008).

Sin embargo, la relacién entre endometriosis minima y leve y esterilidad
es todavia incierta. Entre los posibles mecanismos causantes de la esterilidad
aun en estadios precoces de la enfermedad, se encuentra una respuesta
inmunitaria exagerada o un ambiente peritoneal hostil que produce dafos en el
ADN espermatico (Mansour y cols, 2009) o en el citoesqueleto del ovocito
(Mansour y cols, 2010). También se ha propuesto como causa de infertilidad en
casos leves la alteracién de los marcadores de la implantacion endometrial (Kao

y cols, 2002; Wei y cols, 2009; Matsuzaki y cols, 2010).

La fecundacidon in vitro nos ha permitido observar una calidad
disminuida en los embriones obtenidos en las pacientes con endometriosis
(Pellicer y cols, 1995; Brizek y cols, 1995) y esto seria responsable en gran parte
de la baja tasa de implantacion asociada a estas pacientes (Simoén y cols, 1994;
Pellicer y cols, 1994; Sung y cols, 1997). La calidad embrionaria viene
determinada por alteraciones en el ovocito secundarias a alteraciones en la
foliculogénesis y del medio ambiente paracrino y autocrino intrafolicular que
sufren las pacientes con endometriosis (Pellicer y cols, 1998; Garrido y cols,

2000).

1.7.1.4. Otros sintomas dependientes de la localizacion de los implantes.

1.7.1.4.1. Sintomas urinarios: La endometriosis en la vejiga o del uréter

puede ser causa de disuria, hematuria y obstruccion ureteral

(Donnez y cols, 2000).

34



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

1.7.1.4.2. Sintomas intestinales: La afectacion del colon, del intestino

delgado o del apéndice puede explicar la existencia de
sintomas semejantes a los del colon irritable, tenesmo
perimenstrual, disquecia, hematoquecia, sintomas
obstructivos o incluso apendicitis (Yantiss y cols, 2001).

1.7.1.4.3. Sintomas pleurales y pulmonares: La endometriosis pleural y

pulmonar es rara y puede manifestarse en forma de dolor
toracico pleural o hemoptisis durante la menstruacion y
menos frecuentemente como derrame pleural o
neumotdrax postmenstruales (Rychlik y Bieber, 2001).

1.7.1.4.4. Sintomatologia de la pared abdominal: El canal inguinal y el

tejido subumbilical pueden ser dolorosos y presentar
tumefaccion e incluso sangrado como consecuencia de
endometriosis. Los implantes endometridsicos en las
cicatrices de cesares y episiotomias pueden dar lugar a

nddulos dolorosos (Brenner y Wohlgemuth, 1990).

1.7.2.  Exploracion fisica ginecologica

La exploracién ginecoldgica va encaminada a detectar la presencia de nddulos
o implantes en el aparato genital. Se recomienda realizar el examen durante la
menstruacion, cuando tiene su maxima sensibilidad diagndstica, pero incluso

entonces una exploracion normal no excluye el diagndstico (Koninckx y cols, 1996).

Dentro de los hallazgos exploratorios que nos van a sugerir la presencia de

endometriosis destacamos:

Dolor a la movilizacion uterina y ovarica

Sensibilidad aumentada en los ligamentos Uterosacros

Nddulos palpables en ligamentos Uterosacros y/o masas anexiales

Movilidad disminuida de utero y/o anejos.
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Existen pocos trabajos que evalien la capacidad predictiva de la exploracién
pélvica. En ellos se recoge una sensibilidad del 76% y especificidad del 73% para una
exploracién positiva considerada como dolor o nodularidad en ligamento
Uterosacro y/o fondo de saco de Douglas, lesiones vaginales endometridsicas,
masas ovaricas fijas o dolorosas, uUtero fijo y dolor a la movilizacion uterina

(Eskenaziy cols, 2001).

1.7.3.  Técnicas diagndsticas no invasivas:

1.7.3.1. Técnicas de imagen

1.7.3.1.1. Ecografia transvaginal

La ecografia transvaginal posee un alto grado de exactitud en el
diagndstico de los endometriomas, con una sensibilidad del 75-84% vy una
especificidad del 99% (Mais y cols, 1993; Guerreiro y cols, 1995; Bazot y cols,
2003). En cambio es, insuficiente para el diagndstico de los implantes
peritoneales. Tiene una capacidad de diagndstico similar a la resonanacia
magnética en los casos de endometriosis profunda (Somigliana y cols, 2010), y
es la prueba de imagen de eleccidon cuando tenemos sospecha de su existencia.
También se demuestra util en el diagndstico de la endometriosis vesical si el
tamano de las lesiones es suficiente (Fedele y cols, 1997), ya que con un

tamafio menor de 5-10 mm resulta ineficaz (Bazot y cols, 2003).

El uso del Doppler pulsado no mejora los resultados de la ecografia

transvaginal (Alcazar y cols, 1997).
1.7.3.1.2. Ecografia transrectal

Utilizada sobretodo en el diagndstico de la endometriosis profunda en

el drea de los utero-sacros, tabique recto-vaginal o recto.

La endometriosis profunda es definida por la presencia de nodulos

hipoecogénicos con o sin contorno regular. En condiciones normales, la
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muscularis intestinal es hipoecogénica, mientras que se distingue de la mucosa
y de la submucosa por que estas son hiperecogénica; la presencia de ndédulos
hipoecogénicos sugerentes de endometriosis nos informara sobre la
profundidad de la enfermedad. Del mismo modo, nos ayudara a determinar la
longitud de la extensién de los implantes, y la relacién de estos con el margen

anal, dato fundamental para plantear cirugia.

La limitacion de la ecografia rectal en el diagndstico de la endometriosis
profunda es conocida. Los ligamentos Uterosacros en condiciones normales no
son visibles, para detectarlos por ecografia rectal es necesario que se
encuentren aumentados de tamano, teniendo una sensibilidad de 70.6% - 80%

(Banerjee y cols, 2008)

1.7.3.1.3. Ultrasonografia endoscépica rectal

Se trata de una prueba de imagen que combina dos de las técnicas
mas utilizadas para el estudio del aparato digestivo: la ecografia y la
endoscopia. Los transductores de los ecoendoscopios permiten visualizar la
pared intestinal y estructuras adyacentes. Esta recomendada por algunos
autores (Chapron y Dubuisson, 2001) para identificar lesiones en tabique
rectovaginal y ligamento Uterosacro. La ventaja que presenta sobre la ecografia
transvaginal es que nos permite determinar con exactitud la distancia entre la
lesion y el margen anal, asi como su profundidad en la pared rectal. No es
valida para el diagndstico de endometriomas ni lesiones en la pelvis anterior.

(Bazot y cols, 2003).

1.7.3.1.4. Resonancia magnética

La resonancia magnética (RM) tiene una sensibilidad y especificidad
comparable a la ecografia transvaginal para el diagndstico de los
endometriomas (Guerreiro y cols, 1995), como antes se ha comentado.
Estudios mas recientes sugieren que puede diagnosticar endometriosis

profunda que afecte a los ligamentos Uterosacros, la vejiga, y el saco de
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Douglas pero carece de sensibilidad para detectar endometriosis rectal sin

distension del recto (Kinkel y cols, 1999).

1.7.3.2. Marcadores biologicos.

Debido a que las técnicas de diagndstico no invasivo no son concluyentes en
el diagnostico de la endometriosis (sobre todo en los estadios tempranos de la
enfermedad), y a que la técnica por excelencia en dicho diagndstico, y que
describiremso posteriormentes una técnica quirdrgica de alto coste y riesgos
asociados, en los ultimos afios se esta realizando un gran esfuerzo en la busqueda
de biomarcadores que permitan el desarrollo de pruebas no invasivas para la
deteccién precoz. En este sentido, las nuevas tecnologias de cribado molecular,
como la citogenética, gendmica, protedmica y microarrays de genes/proteinas
estan siendo ampliamente utilizadas para la identificcion de biomarcadores

candidatos, tal y como se detalla a continuacién .

1.7.3.2.1. Marcadores tumorales y polipéptidos.
1.7.3.2.1.1. CA-125 en suero

CA-125 es un antigeno de la superficie celular hallado en tejidos
derivados del epitelio celémico embrionario, entre los que esta el
endometrio, y es un marcador util para controlar el carcinoma ovarico

epitelial (Schutter y cols, 2002; Bast y cols, 1983).

Desde mediados de los afios 80 se conoce la asociacion entre niveles
elevados en suero de CA-125 y la presencia de endometriosis moderada y
severa (Barbieri y cols, 1986), pero su baja sensibilidad ha sido comprobada

en sucesivos estudios (Bianchiy cols, 2003).

La principal variable de confusion en la determinacién de Ia
sensibilidad y especificidad del CA 125 en suero es el propio estadiaje de la

enfermedad, siendo menor en estadios mas precoces (Mol y cols, 1998;
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Gagné y cols, 2003). Como marcador aislado no esta indicado para la
detecciéon de pacientes con endometriosis minima y leve. La baja
sensibilidad impide usarlo como prueba diagndstica al disminuir
dramaticamente su valor predictivo positivo. Por lo tanto, el CA 125 no
puede ser defendido como arma diagndstica de endometriosis en

pacientes con dolor pélvico crénico o infertilidad.

El cut-off usado en la mayor parte de los estudios es de 35 U/mL, el

utilizado en la deteccién del cancer de ovario epitelial.

Sin embargo, la monitorizacién de los niveles de CA-125 desde el
momento del diagndstico, cuando se hallen elevados, puede ser util para el
seguimiento de la enfermedad y la aparicién de recidivas, ya que se ha
observado la disminucion de dichos niveles tras el tratamiento médico y
quirurgico (Pittaway, 1997; Chen y cols, 1998). No obstante, los niveles
suprimidos durante el tratamiento médico con frecuencia retornan a las
concentraciones anteriores inmediatamente después de interrumpido el

tratamiento, lo que limita su utilidad clinica (Franssen y cols, 1992).

Es importante destacar que los niveles de CA 125 pueden estar
aumentados en el principio del embarazo, en la enfermedad inflamatoria
pélvica aguda, neoplasia ovérica, miomas y menstruacion, por lo que se
recomienda hacer la extraccién fuera del periodo menstrual (Pittaway y

Fayez, 1987; Hornstein y cols, 1992).

1.7.3.2.1.2. CA 19.9 en suero

El CA 19.9 es una glicoproteina de alto peso molecular que se halla
elevada en pacientes con tumores ovaricos malignos y benignos (Ye y cols,
1994), incluidos los endometriomas (Imai y cols, 1998). Los niveles de
CA19.9 en mujeres con endometriosis disminuyen significativamente tras

el tratamiento cuando se comparan con los niveles basales previos
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(Matalliotakis y cols, 1998), pero la utilidad clinica del CA 19.9 no es

superior a la del CA 125.

1.7.3.2.1.3. sICAM-1 (Soluble Intercellular Adhesion Molecule-1) en

suero.

La forma soluble de ICAM-1 es secretada por el endometrio y los
implantes endometridsicos (Vigand y cols, 2000). Ademas, el endometrio
de mujeres con endometriosis secreta mayor cantidad de esta molécula
gue el de mujeres sin la enfermedad. Consecuentemente, existe una fuerte
relacion entre los niveles de sICAM-1 vertidos por el endometrio y el
numero de implantes endometridsicos en la pelvis, pudiendo suponer
entonces que el sICAM-1 es util en el diagndstico de la endometriosis.

La sensibilidad y especificidad del sICAM-1 para el diagndstico de la
endometriosis profunda es del 19% y 97% respectivamente, superior a la
presentada por el CA 125 (14% y 92%, respectivamente) segln un estudio
realizado por Somigliana (Somigliana y cols 2002). Cuando los dos
marcadores eran usados concomitantemente, la sensibilidad y
especificidad era del 28% y 92%, respectivamente, concluyendo que la
medida de CA125 y sICAM-1 puede ser de utilidad para identificar a

mujeres con endometriosis profunda infiltrante.

1.7.3.2.1.4. Proteina placentaria 14 en suero (PP-14

La proteina placentaria 14 en suero (PP14) ha sido encontrada en
pacientes con endometriosis significativamente mds elevada que en las
pacientes control sanas (Telimaa y cols, 1989). Los niveles bajaron
significativamente tras la cirugia o el tratamiento médico con danazol y
medroxiprogesterona. Su habilidad para el diagndstico de endometriosis

esta limitada por su baja sensibilidad (59%).

1.7.3.2.2. Marcadores inmunoldgicos
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1.7.3.2.2.1. Citoquinas en suero.

Bedaiwy y cols en 2002 midieron la concentracion en sangre y liquido
peritoneal de 6 IL distintas (IL-1B, IL-6, IL-8, 1L-12, IL-13 y TNF-a) en un
grupo mujeres que fueron sometidas a una laparoscopia por dolor,
infertilidad, o esterilizacidn tubarica voluntaria. Sélo la IL-6 en sangre y el
TNF-a en liquido peritoneal resultaron discriminativos entre pacientes con

o sin endometriosis.

En un estudio realizado por Martinez (Martinez y cols 2007), se
demostré que los niveles en suero de IL-6 estaban aumentados en
pacientes con endometriosis minima y leve. Ademas, estos valores no se
ven afectados por otras posibles patologias ginecoldgicas tales como
miomas y patologia ovarica benigna. El punto de corte para la IL-6 en suero
se estableci6 en 25,75 pg/ml con una sensibilidad del 75% y una
especificidad del 83,3%. El uso combinado de dos puntos de corte, 20 y 35
pg/ml, permitia conseguir mejores resultados predictivos para
endometriosis minima y leve. A la luz de estos resultados, la IL-6 podria ser
una herramienta util para el diagndstico de la endometriosis minima vy leve.
Asi, pacientes con esterilidad de origen desconocido con niveles
aumentados de IL-6 en suero podrian beneficiarse de una laparoscopia

temprana para confirmar la existencia de endometriosis y tratarla.

1.7.3.2.2.2. Anticuerpos antiendometriales en suero.

Algunos investigadores han postulado que los anticuerpos
antiendometriales son una probable causa de infertilidad en pacientes con
endometriosis (Weed y cols, 1980; Badawy y cols, 1984), mientras que

otros estan en desacuerdo con esta hipdtesis (Dunselman y cols, 1988b).
1.7.3.2.2.3. Marcadores de estrés oxidativo.
Se ha visto que los niveles de marcadores de estrés oxidativo se

encuentran aumentados significativamente en las mujeres con
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endometriosis sin correlacion con estadio, sintomas o morfologia de las

lesiones (Murphy y cols, 1998).

1.7.3.2.3. Marcadores en tejido endometrial.

1.7.3.2.3.1. Aromatasa P 450

Esta enzima puede ser expresada tanto en endometrio eutépico como
en el ectépico de las pacientes con endometriosis pero no en el
endometrio eutdpico de las mujeres sanas. Sin embargo, el potencial uso
de la aromatasa P 450 como herramienta diagndstica de enfermedad
pélvica estd limitado por la observacién de un importante nimero de
mujeres con endometriosis que no expresan la aromatasa P 450 en su

endometrio eutépico (Kitawaki y cols, 1997; 1999).

1.7.3.2.4. Receptores hormonales

El estudio de los receptores de estradiol y progesterona en sus
distintas isoformas en el endometrio ectdpico puede usarse como
marcador de actividad de las lesiones endometridsicas (Evers y cols, 1993),
aungue su determinacién en endometrio eutdpico para el diagnédstico de

endometriosis no parece tener valor.

1.7.3.2.5. Inmunohistoquimia de fibras nerviosas

Recientemente se ha demostrado la existencia de pequenas fibras
nerviosas sensoriales desmielinizadas tipo C en la capa funcional del
endometrio eutdpico de mujeres con endometriosis, que, en cambio, no se
encuentran el endometrio de mujeres sanas (Tokushige y cols, 2006).
Ademas, se ha visto que las mujeres con endometriosis tienen una mayor
densidad de fibras nerviosas en la capa basal del endometrio y en el
miometrio que las mujeres sin endometriosis (Tokushige y cols, 2006).

Estas fibras nerviosas también se han encontrado en las lesiones
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endometridsicas peritoneales, asi como en las lesiones profundas (Wang y
cols, 2009), y expresan una gran cantidad de marcadores neuronales:
péptido vasointestinal, neuropéptido Y, sustancia P y péptidos relacionados
con el gen de la calcitonina (Tokushige y cols, 2006). En 2009, Fraser y
colaboradores llevaron a cabo un estudio a doble ciego en el que quedd
demostrada la existencia de fibras nerviosas tipo C en la capa funcional del
endometrio de mujeres con endometriosis, asi como la ausencia de éstas
en mujeres sanas, en tejido obtenido por biopsia endometrial, y
determinado por técnicas de inmunohistoquimia, con una sensibilidad del

98% y una especificidad del 83% (Al-Jefout y cols, 2009).

En la siguiente tabla se resumen los biomarcadores descritos hasta este punto.

Marcadores en tejido

endometrial
Marcadores tumorales y Marcadores inmunoldgicos
polipéptidos 1. Aromatasa P-450
1. Citoquinas: IL-6
1. Ca125,Cal19.9 2. Receptores hormonales
2. Anticuerpos
2. sICAM Inmunohistoquimia de fibras antiendometriales
nerviosas
3. PP-14 3. Marcadores de estrés

oxidativo

Tabla 1: Marcadores de endometriosis.

1.7.4. Técnicas diagndsticas invasivas.

1.7.4.1 Laparoscopia

Dado que las herramientas diagndsticas mencionadas hasta el momento
presentan limitaciones para el diagndstico de la endometriosis minima y leve, y
ademas no permiten la valoracion del verdadero alcance de la enfermedad en las

pacientes con endometriomas, el diagndstico de la enfermedad requiere la
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confirmacién mediante la visualizacion directa y/o la biopsia de las lesiones. Por ello,
para el diagndstico definitivo de la endometriosis, la inspeccion visual de la pelvis por
laparoscopia es el “gold standard” de las pruebas diagndsticas (ESHRE, 2005). La
laparoscopia nos permite visualizar y magnificar toda la pelvis, asi como estadificar la

enfermedad segun la localizacidn, tipo, y extension de las lesiones.

Actualmente, el diagndstico de endometriosis se lleva a cabo, la mayoria de
las veces, por la visualizacion directa de las lesiones sin biopsiarlas, como se describe
en algunos estudios (Gagné y cols, 2003; Marcoux y cols, 1997), lo que puede llevar a
errores por la gran variedad de lesiones, profundidad y localizacién. Errores que nos
pueden llevar a un sobrediagndstico de la enfermedad, ya que sdlo del 62% al 87% de
los casos diagnosticados por cirugia fueron confirmados por las biopsias tomadas en
diferentes estudios (Walter y cols, 2001; Stratton y cols, 2003), o bien a una
estimacion de la extension de la endometriosis equivocada, asignandoles por
diagndstico visual estadios superiores a los que realmente padecen (Walter y cols,
2001). Si estamos delante de una endometriosis Unicamente peritoneal la obtencién
de una biopsia esta todavia en debate: la inspeccidén visual es habitualmente
adecuada pero la confirmacion histoldgica de al menos una lesién seria lo ideal

(Kennedy y cols, 2005).

1.8. Tratamiento de la endometriosis:

El tratamiento de la endometriosis comprende desde la conducta expectante con
control periddico de la paciente, hasta el tratamiento quirdrgico de las lesiones, pasando por
el tratamiento médico o farmacolégico con multiples finalidades que comentaremos a
continuacion. La eleccién de uno u otro debe ser individualizada en funcidon de la edad,
extension de la enfermedad, duracién de la infertilidad, deseo reproductivo de la pareja y

severidad de los sintomas.

1.8.1 Tratamiento expectante:
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El tratamiento expectante consiste en el seguimiento periédico ambulatorio
de la paciente con endometriosis. Aunque no se encuentra consensuado,
generalmente se realiza control de la sintomatologia, ecografia y determinacién
analitica de marcadores tumorales a intervalos de 6-12 meses. Se realiza en mujeres
asintomaticas con endometriosis leve y aquéllas en las que el diagndstico se ha

realizado de forma casual y no presentan ninguna manifestaciéon de la enfermedad.

1.8.2 Tratamiento quirurgico.

Los objetivos del tratamiento quirurgico de la endometriosis son reestablecer
las relaciones anatdmicas, extirpar o destruir toda la enfermedad visible en la medida
de lo posible o evitar o retrasar la reaparicion de la enfermedad (Adamson, 1994;
Jacobson, 2002).

Cuando la enfermedad es leve o moderada, el tratamiento médico puede
controlar con eficacia el dolor en la gran mayoria de las pacientes, pero no tiene
efecto en la fertilidad; la cirugia es al menos tan eficaz como el tratamiento médico

para aliviar el dolor y ademas también puede mejorar la fertilidad (Prentice, 2007).

En las mujeres que esperan reestablecer o preservar la fertilidad y que
padecen una endometriosis moderada o grave que distorsiona la anatomia del

aparato reproductor, la cirugia es el tratamiento de eleccién (Speroff y Fritz, 2006).

Atendiendo a la gravedad de la sintomatologia, deseos genésicos de la
paciente y fracaso de otras terapias previas, podemos dividir la técnica quirlrgica en
dos grandes grupos: cirugia conservadora y cirugia radical, las cuales veremos a

continuacion:

1.8.2.1 Cirugia conservadora laparoscdpica o laparotomica
En general, con este tipo de cirugia se intenta conservar la anatomia
pélvica al maximo posible conservando total o parcialmente el Utero, las trompas

y los ovarios.
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En ella se extirpan el mayor nimero de focos endometridsicos que sea
posible. Si se requiere se extirpan en cuia los posibles focos ovaricos y se
electrocoagulan o fulguran los pequefios focos peritoneales (procurando no
lesionar el uréter, ni estructuras arteriales). Asimismo, se extirpan las
adherencias asociadas a la endometriosis que distorsionan la anatomia,
preferible a la lisis de éstas, ya que las adherencias suelen contener
enfermedad (Operative Laparoscopy Study Group, 1991). El abordaje
quirurgico de eleccion es la laparoscopia, ofreciendo ventajas de mejor
visualizacién, menor traumatismo y desecacion de los tejidos, y una
recuperacion postoperatoria mas rapida, asi como menor tasa de adherencias y
complicaciones postoperatorias (Bruhat, 1991). Los resultados logrados con la
laparoscopia son equivalentes o mejores que los observados con la laparotomia
(Adamson 1994).

Por otro lado, el riesgo de que el tratamiento sea insuficiente es mayor
cuando se realiza la ablacion de la enfermedad que cuando ésta se extirpa. Las
tasas de reintervenciones son menores después de la quistectomia que tras el

drenaje aislado (Hemmings y cols, 1998; Saleh y Tulandi, 1999).

1.8.2.2 Cirugia agresiva o histerectomia

Util en caso de estadios de endometriosis avanzados y mujeres sin
deseos genésicos en los que ha fracasado el tratamiento médico y quirurgico
conservador. La histerectomia total con salpingo-ooforectomia bilateral puede
aliviar el dolor y tener menor posibilidad de una futura cirugia (Namnoum y
cols, 1995). La cirugia puede resultar complicada por el cuadro adherencial
asociado, favoreciéndose las lesiones vyatrogenas intestinales, uroldgicas,
vasculares, etc. Se puede prescribir terapia de reemplazo hormonal después de
la extraccion de los ovarios y debe ser ajustada a las necesidades individuales
de la mujer.

Aunque la cirugia es el Unico método totalmente eficaz para erradicar la

endometriosis, esto no garantiza la ausencia de recidivas. Este hecho supone
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gue las enfermas de endometriosis muchas veces deben someterse a multiples
intervenciones quirdrgicas para intentar eliminar los nuevos implantes con el
riesgo que para su salud e integridad fisica supone, ademds de favorecer la
aparicion de adherencias derivadas del acto quirdrgico. Finalmente, nos
encontramos, en muchas ocasiones, delante de mujeres jévenes, sometidas a
multiples intervenciones que no han podido erradicar su problema, a quienes
sus antecedentes de multiples cirugias desaconsejan nuevas intervenciones, y a
las que debemos poder dar una solucidn, que pasaria por un tratamiento
médico no invasivo. Este, dado la naturaleza crénica de la endometriosis,

deberia ser un tratamiento a largo plazo.

1.8.3. Tratamiento farmacoldgico:

La endometriosis tiene su origen, muy probablemente, en la menstruacion
retrégrada hormono-dependiente, lo que la convierte en una patologia recidivante y
crénica. Debido en las caracteristicas hormono-dependientes de la endometriosis, se
han ensayado muchas estrategias terapéuticas antiestrogénicas basadas en la
interferencia sobre la accion de los estrogenos, aunque actualmente ninguna de ellas
es completamente satisfactoria. Ademds, estos tratamientos tienen efectos
secundarios derivados de su accion hormonal, induciendo muchos de ellos una
menopausia artificial durante su uso. Por otro lado, interfieren claramente en la
capacidad reproductiva de las pacientes. Esto ha dado paso al estudio de nuevas
moléculas, que sin actuar directamente a través de la modulacion estrogénica, sean
capaces de destruir las lesiones y prevenir o minimizar la aparicion de recidivas sin los

efectos indeseados de las terapias antiestrogénicas .

En cuanto a si el tratamiento médico hay que pautarlo antes o después de la
cirugia, hay que tener en cuenta las siguientes cuestiones:
El tratamiento médico preoperatorio a dia de hoy carece de utilidad

demostrada en cuanto a la mejoria del dolor y la fertilidad, salvo en las mujeres con

47



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

enfermedad profunda que afecta al fondo de saco de Douglas o al tabique recto-
vaginal, en las cuales puede mejorar los resultados (Adamson 2003; Donnez y cols,
2003).

El tratamiento médico postoperatorio puede retrasar la recidiva de la
enfermedad y de los sintomas, y debe considerarse en las mujeres con enfermedad
extensa o residual, pero generalmente no tiene utilidad adicional en las mujeres
estériles (Bussaca y cols, 2001).

Todos los datos disponibles indican que son igual de eficaces y que ningun
tratamiento es superior a otro; el alivio del dolor, las tasas de embarazo posteriores y
las tasas de recidiva son similares en todas las formas de tratamiento médico. Por
tanto, la eleccién del tratamiento serd individualizada y seguira criterios de coste-
beneficio y efectos secundarios (Speroff y Fritz, 2006).

Finalmente, el tratamiento médico no tiene efecto sobre la fertilidad, ni antes,

ni después del tratamiento quirurgico (Huges y cols, 2003).

A continuacion describiremos los diferentes tratamientos farmacoldgicos
empleados en la endometriosis. Los podemos dividir en: tratamientos sintomaticos,
dirigidos a paliar el dolor ocasionado por la endometriosis; tratamientos hormonales,
entre los que podemos diferenciar aquellos de eficacia probada y de uso habitual en
la clinica, y los tratamientos hormonales experimentales, cuya eficacia no se
encuentra aun demostrada. Finalmente analizaremos los tratamientos no
hormonales, que se estdn ensayando para su uso en el tratamiento de la

endometriosis y que por tanto, no son de uso clinico habitual a dia de hoy.

1.8.3.1 Tratamiento médico sintomatico: Antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs)

Las mujeres que padecen endometriosis producen una mayor cantidad

de prostaglandinas en la zona pélvica (Ylikorkala y cols, 1985). Estos farmacos

actuan sobre las prostaglandinas, las cuales aumentan la intensidad de la

contraccion intestinal y la contraccion muscular uterina, causando dolor y

48



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

calambres musculares tipicos de la dismenorrea. A su vez, el efecto
antiinflamatorio de los AINEs hace que el dolor sea menor porque actuan
sobre el tejido endometrial inflamado durante la menstruacion (Moghissi,
1999). Estos farmacos pueden ser utilizados como primera linea de
tratamiento médico para el dolor asociado a la endometriosis, aunque este
tratamiento es insuficiente cuando se trata de endometriosis severa o de
larga evolucion. No obstante, hay que tener en cuenta que una reciente
revision Cochrane (2005) no encontro pruebas suficientes para demostrar que
los AINEs fueran efectivos para el tratamiento del dolor causado por la

endometriosis.

1.8.3.2 Tratamientos farmacolégicos hormonales de uso clinico:

Tienen como objetivo reducir el ambiente estrogénico con el fin de
disminuir el crecimiento y la actividad de las lesiones endometridsicas,
limitando el sangrado ciclico, mejorando la sintomatologia y frenando de
forma transitoria la progresiéon de la enfermedad (Speroff y Fritz, 2006).

Los implantes endometridsicos, en comparacion con el endometrio
eutopico, se caracterizan por una superproduccion local de estrégenos,
prostaglandinas, TNF y otras citoquinas. En este ambiente proinflamatorio
peritoneal, la elevada concentracion de citoquinas induce la transcripcion de
la enzima COX-2. A su vez, dicha enzima cataliza la sintesis de prostaglandinas
con potente actividad angiogénica y proinflamatoria. Ademas, la COX-2
participa en la retroalimentacion positiva, lo que potencia la actividad
aromatasa y la produccién local de estradiol en las lesiones endometridsicas,
promoviendo la proliferacién y crecimiento del implante y provocando el
dolor asociado a la endometriosis (Sanchez-Fernandez y Cristobal-Garcia,
2011).

Con el objetivo de frenar este proceso, los tratamientos hormonales se

centran en la disminucion de la produccion de estrégenos por el ovario, dando
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lugar a una decidualizacidn y posterior atrofia del tejido endometrial eutdpico
y ectépico (Sanchez-Fernandez, 2011). Dentro de los tratamientos

hormonales podemos distinguir entre:

1.8.3.2.1 Anticonceptivos orales combinados (ACO)

Los anticonceptivos inhiben la ovulacion e inducen una pseudo-
decidualizacién y posterior atrofia del tejido endometrial eutdpico y ectdpico.
Han sido utilizados con éxito en el manejo de la dismenorrea, y son una buena
eleccion en las mujeres con dolor leve o moderado, que ademas no deseen
gestacion (Harada y cols, 2008). Una ventaja de los ACO frente al resto de
tratamientos hormonales para la endometriosis es que se pueden tomar de
una manera indefinida.

No existe consenso sobre qué posologia es la mds efectiva
(tratamiento ciclico, triciclico o continuo), aunque parece ser que si el dolor
no responde a una terapia ciclica, hay estudios que sugieren que podria ser
mas efectivo pasar a una terapia continua (Vercellini y cols, 2003).

En cambio, en la actualidad si que existe consenso sobre la utilidad del
tratamiento posquirdrgico con anticonceptivos para minimizar el riesgo de
recurrencia y aumentar el intervalo libre de sintomas. Un meta-analisis
reciente reciente demostré una reduccion del 47% en la tasa de recurrencia
frente al placebo, y en la que esta reduccion era proporcional al tiempo de

utilizacion de los ACO (Vercellini y cols, 2008).

1.8.3.2.2 Progestagenos

Los progestagenos actlan inhibiendo la funcién de las hormonas
gonadotropas, produciendo una supresion de la ovulacion e induciendo una
atrofia del endometrio. En dosis altas, los progestagenos también pueden
inhibir la funcidon ovulatoria y causar amenorrea. El efecto supresor de los
progestagenos sobre la metaloproteinasas de la matriz endometrial podria ser

otra accion util (Bruner y cols, 1999). Se dispone de una gran variedad de
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farmacos distintos, entre ellos los derivados de la progesterona como el
acetato de medroxiprogesterona, que se ha empleado tanto por via oral (20-
100 mg/dia) como parenteral (150 mg por via intramuscular cada 3 meses);
asi como otros derivados de la 19-nortestosterona, como el acetato de
noretindrona (5-20 mg/dia por via oral) o el acetato de megestrol (40 mg/dia
via oral) (Muneyyirci-Delale y cols, 1998; Schalaff y cols, 1990). Recientemente
se ha empleado un dispositivo intrauterino con levonorgestrel para el
tratamiento de la endometriosis rectovaginal (Fedele y cols, 2001). Este
dispositivo produce una liberacion a nivel local del farmaco a dosis bajas. Esto
genera una inhibicion en el crecimiento de tejido endometrial, produciendo
primero decidualizacion, y después atrofia. Ademas, el paso de este
gestdgeno a la circulacion general parece actuar sobre los implantes
endometridsicos en otras localizaciones peritoneales. En uso postoperatorio
reduce la recurrencia de los periodos dolorosos en las mujeres que han sido
sometidas a cirugia por la endometriosis (Abou-Setta AM y cols, 2006).

Este grupo de farmacos constituyen una buena alternativa si otros
tratamientos no son posibles o como terapia de mantenimiento. No obstante,
tienen el inconveniente de que, una vez finalizado el tratamiento, hay un
retardo de varios meses del inicio de la ovulacion, por lo que no esta indicado
en mujeres que deseen una gestacion a corto plazo. Los efectos secundarios
dependen del tipo, la dosis, la duracion del tratamiento y la via de
administracion, siendo el mas comun de todos ellos las alteraciones
menstruales (40-70%) seguido de nauseas y vomitos, aumento de peso,
tensidon mamaria, retencién de liquidos, depresion y disminucion de la libido
(Surrey, 2006).

1.8.3.2.3 Danazol

El danazol es un agente androgénico derivado de la 19 nortestosterona
con capacidad para producir, a dosis elevadas, una supresion del ciclo
menstrual. Sus mecanismos de accién incluyen inhibicién de la secrecién de

gonadotropinas a nivel hipofisario y de la produccién de hormonas por el
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ovario, originando una supresion de la ovulacion, menstruacion y una atrofia
del endometrio. Ademas, aumenta las concentraciones de testosterona libre
(Barbieri y cols, 1981). De esta manera, los numerosos efectos del danazol se
combinan para crear un medio rico en andrégenos y pobre en estrégenos que
inhibe el crecimiento de la endometriosis (Barbieri, 1987). El inconveniente
del danazol en el tratamiento de la endometriosis es que hasta un 85% de las
pacientes presentan algun efecto secundario siendo el mas caracteristico el
efecto masculinizante que en algunos casos, segun la intensidad dependiendo
de la paciente y de la dosis, obligan a la interrupcion de la medicacion. Es util
para controlar la clinica cuando el diagndstico orientativo es de endometriosis

leve (Fedele y Berlanda, 2004; Luciano, 2006; Stockwell, 2006).

1.8.3.2.4 Gestrinona

Es un derivado 19-noresteroideo con accién antiestrogénica que
induce una reduccién de receptores de estrégenos y progesterona en el
endometrio aumentando la testosterona libre que se traduce en una atrofia
del endometrio y de las lesiones endometridsicas. Al igual que el danazol, es
efectiva en mejorar la dismenorrea, la dispareunia y el dolor pélvico
ocasionados por la endometriosis, aunque las investigaciones con control de
placebo no han mostrado un real beneficio en el tratamiento de la infertilidad
(Lindsay, 1995). Este farmaco presenta una serie de efectos secundarios como
atrofia mamaria, alteraciones menstruales, la caida del cabello y el cloasma
"pseudogravidico” entre otros. Es embriotdxico, por lo que debe evitarse su
uso durante el embarazo (Crosignani y cols, 2006; Fedele y Berlanda, 2004).
1.8.3.2.5 Analogos de la GnRH

Los analogos de la GnRh realizan una accién continua no pulsatil sobre
los receptores hipofisarios de la GnRH disminuyendo la actividad
gonadotréfica (down-regulation hipofisaria), e induciendo una supresién de la
esteroidogénesis  ovéarica de forma reversible  (hipogonadismo

hipogonadotropo). El estado hipoestrogénico que producen conlleva una
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reduccién del volumen y de la actividad de las lesiones endometridsicas y, con
ello, un control del dolor. Ademds, como consecuencia de este efecto, pueden
facilitar una posterior cirugia. Su efecto es reversible al suprimir su utilizacion
(Bergqvist y cols, 1995). Diversos analogos se ha utilizado en endometriosis:
leuprolerina, buserelina, nafarelina, histrelina, goserelina y triptorelina, tanto
por via intramuscular, subcutanea o intranasal, y se emplean durante 3-6
meses. Los agonistas de GnRH se asocian con sofocos y pérdida de la densidad
mineral dsea cuando se utilizan por periodos mayores a 6 meses, por lo que el
gran problema que presenta este tipo de tratamiento es el riesgo de
osteoporosis asociado al tratamiento crénico. También son comunes otros
efectos secundarios como sequedad vaginal y atrofia, insomnio, irritabilidad,
depresiéon, dolor de cabeza, dolor mamario, sudoracion y reduccién del
impulso sexual. Estos efectos suelen mejorarse o incluso resolverse con el
empleo de la terapia “add-back” (Lépez y cols, 2009), consistente en el uso de
progestagenos a dosis altas o progestagenos en combinacion con dosis bajas
de estrégenos, consiguiendo las mismas tasas de desaparicion del dolor que

con los agonistas solos, pero con menos efectos secundarios.

1.8.3.3 Tratamientos farmacolégicos hormonales experimentales:
Existen otros tratamientos hormonales en fase de experimentacion,
cuyo uso no se encuentra a dia de hoy acreditado para el tratamiento de la

endometriosis. Son los siguientes:

1.8.3.3.1 Antagonistas de la GnRH:

Los antagonistas de la GnRH producen una supresion rdpida de la
secrecion de gonadotropinas mediante un mecanismo de competicion
selectiva con el receptor de la GnRH enddgena. De esta forma, la supresion es
mas rapida y eficaz, evitando el efecto flare up de los agonistas. Parecen ser
farmacos prometedores a la hora de conseguir una menopausia temporal y

constituir una herramienta terapéutica eficaz para tratar la endometriosis, sin
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embargo, la informacion clinica es aun insuficiente (Kupker y cols, 2002). Por
otra parte, comparado con los agonistas de la GnRH, tienen un coste mas
elevado y la posologia presenta un perfil de menor comodidad para la

paciente.

1.8.3.3.2 Inhibidores de la aromatasa

La aromatasa es una enzima que cataliza el paso de andrégenos a
estrégenos (estrona y estradiol) y, por lo tanto, es una enzima fundamental en
la sintesis de estrogenos. Ademas, juega un papel importante en el proceso
inflamatorio, y se ha demostrado la existencia de un aumento de su expresion
en los implantes endometridsicos y en el endometrio de las pacientes con
endometriosis.

Debido a que la endometriosis es un problema estrégeno dependiente,
los inhibidores de la aromatasa provocan una disminucién de la produccion de
estréogenos en al menos 4 lugares criticos: el cerebro, ovario, endometriosis y
periferia (tejido adiposo, piel,...) (Sebastian y Bulun, 2001). El anastrozol y
letrozol han sido utilizados con éxito en el tratamiento de la endometriosis
(Amsterdam y cols, 2005; Ailawadi y cols, 2004; Soysal y cols, 2004; Shippen y
West, 2004; Takayama vy cols, 1998; Razzi y cols, 2004) pero el gran problema
del tratamiento prolongado con inhibidores de la aromatasa es el alto riesgo
de desarrollar osteoporosis y osteopenia (Buzdar, 2004). Recientemente, se
ha probado que la administracién de anastrazol vaginal (0,25 mg/dia) durante
6 meses en mujeres con endometriosis rectovaginal puede mejorar la
dismenorrea (Hefler y cols, 2005), abriendo nuevas opciones a la utilizacion
del farmaco a menor dosis y por una via topica, con menor efectos

secundarios, para casos con afectacion profunda retroperitoneal.

1.8.3.3.3 Moduladores _selectivos de los receptores de estrégenos

(SERMs).

Los SERMs son un ligando sintético del receptor de estrégenos que
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pueden ser Uutiles en el tratamiento de los fibromas uterinos y la
endometriosis. Modulan el receptor estrogénico y pueden tener efectos
antiestrogénicos o proestrogénicos en funcién del tejido diana (Speroff y Fritz,
2006).

Raloxifeno, un SERM, actia como antagonista de los estrogenos en el
endometrio, atenuando su crecimiento, y como agonista en el hueso,
preservando la densidad mineral ésea, pero sus sintomas vasomotores limitan
su utilidad. Estudios de Raloxifeno en animales han demostrado una
reducciéon del volumen de tejido ectdpico hasta en un 70%, pero un reciente
estudio en pacientes encontré una disminucién del periodo libre de dolor en
las pacientes tratadas con Raloxifeno con respecto a las pacientes con
placebo, y la necesidad de adelantar la cirugia en las primeras (Stratton y cols,

2008).

1.8.3.3.4 Moduladores selectivos de los receptores de progesterona
(SPRMs).

Al igual que los SPRMs, tienen efecto agonista/antagonista sobre los
receptores de progesterona en dependencia del tejido sobre el que actuen.
Los SPRMs suprimen la produccion local de prostaglandinas a nivel
endometrial, lo que puede frenar la inflamacién y mejorar los sintomas de la
enfermedad. Ademads, tienen un efecto directo sobre la proliferacion
endometrial y la formacion de vasos en el endometrio (Chwalisz y cols, 2005).
Una de las ventajas con respecto al tratamiento con agonistas es que se
mantienen los niveles de estrégenos circulantes, lo que mejora su
tolerabilidad. Sin embargo, se ha observado un aumento en el riesgo de

hiperplasia endometrial que podria limitar su uso (Chwalisz y cols, 2004).

1.8.3.4 Tratamientos no hormonales:

Los tratamientos hormonales que acabamos de describir tienen

algunas limitaciones. Entre ellas, es importante resaltar que interfieren
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directamente con la ovulacién o con la receptividad endometrial, por lo que
limitan su uso en las pacientes con deseo gestacional. Ademas, estos farmacos
no estan exentos de efectos secundarios, mas aun si consideramos que nos
referimos a una enfermedad crdénica que necesita de tratamientos a largo
plazo (Rice, 2002; Valle y Sciarra, 2003).

A todo esto debemos unir el hecho que ningun tratamiento hormonal
se ha demostrado totalmente eficaz en la supresion de los sintomas o en la
eliminacion de la progresiéon de la enfermedad y aparicion de recidivas
(Mihalyi y cols, 2006); asi como los multiples avances realizados en los ultimos
anos en el conocimiento de la fisiologia de la enfermedad.

Todo ello ha dado lugar a la apariciéon de tratamientos no hormonales
gue pretenden integrar nuevos conocimientos con la finalidad de obtener la
estrategia terapéutica capaz de controlar la sintomatologia a la vez que se
ofrezcan opciones reproductivas para las pacientes con endometriosis
(Olivares y cols, 2008).

Estas sustancias, que se presentan a continuacion, son, en su mayoria,
tratamientos en fase experimental, y por tanto, no empleados en clinica aun

en la actualidad.

1.8.3.4.1 Farmacos hipolipemiantes.

Algunos estudios experimentales con modelo animal sugieren que las
estatinas pueden inhibir el crecimiento de células endometriales por un doble
mecanismo de accidén: suprimiendo los genes que codifican proteinas
implicadas en la inflamacion y la angiogénesis, y reduciendo la HMG-CoA
reductasa (Bruner-Tran y cols, 2009; Cakmak y cols, 2012).

Otros autores han investigado el efecto antiinflamatorio de otros
farmacos hipolipemiantes, como el acido eicosapentaenoico (EPA), un acido
graso poliinsaturado esencial de la serie omega 3 (Nieto y cols, 2002; Kubes y
cols, 1991). Basandose en la hipdtesis que el disbalance en la ingesta de

lipidos puede aumentar el estado proinflamatorio asociado a la
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endometriosis, favoreciendo su desarrollo, se han llevado a cabo sus estudios
en ratas en los que obtuvieron resultados favorables acerca de |Ia
suplementacién con EPA . Esta se asocié a una reduccién del grosor del tejido
endometridsico intersticial, en el que se desarrolla el proceso inflamatorio
cronico relacionado con la progresiéon de la endometriosis. Ademas, el EPA se
asocio a una supresion de algunos de los genes implicados en la patogenia de
la endometriosis (IL-13, MMP13, MMP10 y MMP8), asi como la disminucion
de la proliferacién de fibroblastos o del MIF (factor inhibidor de la migracion

de macrofagos) (Sachiho y cols, 2008).

1.8.3.4.2 Bifosfonatos.

Los macroéfagos activados perpetuian la disfuncion inmunoldgica que se
produce en la endometriosis, secretando factores activadores de los
linfocitos, citoquinas y factores angiogénicos, los cuales favorecen la
activacion de nuevos macrofagos, la proliferacion del estroma endometrial y
la neovascularizacion (Lebovic y cols, 2004, Lin y cols, 2006). Se ha visto que se
puede reducir el nimero de macrdofagos y monocitos circulantes in vivo
mediante particulas liposomales que permiten la entrada en la célula de los
bifosfonatos, que fagocitan e inactivan a los macrofagos, pero que no son
toxicas para células no fagocitarias (van Rooijen y Sanders, 1994; Danenberg y
cols, 2002; Epstein y cols 2007). Haber y cols demostraron una reduccion en el
tamafio de los implantes peritoneales después de la administracion de
10mg/kg de alendronato liposomal, asi como una reduccion en el nimero de
monocitos y la disminucién de la respuesta inflamatoria en un modelo animal

con roedores (Haber y cols, 2009).

1.8.3.4.3 Farmacos Inmunomoduladores.
La endometriosis puede considerarse una enfermedad inflamatoria,
por lo que para su tratamiento se ha sugerido el empleo de dos tipos de

inmunomoduladores: los agentes que aumentan la respuesta inmune y los
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gue reducen el componente inflamatorio (Sanchez-Fernandez, 2011). Una de
las moléculas mas estudiada ha sido la pentoxifilina, que ha demostrado
inhibir la fagocitosis por macréfagos, aumentar la liberacion de enzimas
proteoliticas y reprimir la producciéon de TNF-alfa. (Nothnick, 2001; Olive y
cols, 2004). Ademas, la pentoxifilina ha demostrado inducir la regresion de las
lesiones endometridsicas sin inducir un estado hipoestrogénico en modelo
animal (Nothnick, 2001). Por tanto, puedo jugar un papel importante en el
futuro, utilizada de forma aislada o tras la cirugia laparoscopica, para mejorar
la fertilidad en mujeres con endometriosis en estadios precoces (I-1l) (Balash y

cols, 1997; Creus y cols, 2008).

1.8.3.4.4 Bloqueantes del Factor Nuclear KappaB (FN-kB)

El FN-kB es un factor de transcripcion que induce la expresion de
muchos de los genes que participan en la respuesta inflamatoria (McKay y cols
1999), y algunos estudios han demostrado un papel importante en el proceso
inflamatorio de las células del estroma endometrial en las mujeres con
endometriosis (Lebovic y cols, 2001; Yamuchi y cols, 2004, Guo, 2007). Para
bloquear su accion, se han utilizado con éxito, en estudios con células
cancerosas, dos tipos de moléculas: los inhibidores del FN-kB, o los
inhibidores de los proteosomas, que impedirian la liberacién de los
precursores del FN-kB (Orlowski y cols, 2002). Un reciente estudio ha
demostrado que la pirrolidina ditiocarbamato (PDTC), un potente inhibidor
del FN-kB; y el bortezomib, un inhibidor reversible del proteasoma, utilizadas
en ratas a las que se les ha implantado tejido endometridsico, han
demostrado reducir el tamano de los implantes e impedir la progresion de las

lesiones (Celik y cols, 2008).

1.8.3.4.5 Terapias antiangiogénicas:

En los ultimos afios se ha observado un interés creciente por los

farmacos antiangiogénicos en la endometriosis, debido a que se ha
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demostrado que el endometrio presenta un poder angiogénico, y que las
lesiones endometridsicas crecen en areas con abundante riego sanguineo
(Nisolle y cols, 1993), asi como un aumento de la vascularizacion a nivel de los
implantes endometridsicos (Maas y cols, 2001; Nisolle y cols, 1993),
sugiriendo que la neo-angiogénesis es un pre-requisito fundamental para el
mantenimiento y desarrollo de la endometriosis una vez que los nédulos de
tejido endometrial han quedado implantados (Nap y cols, 2004). Ademas, en
las mujeres con endometriosis se observa un aumento de los factores pro-
angiogénicos y una disminucion de los factores inhibidores de la angiogénesis
en el fluido peritoneal (Lasche y Menger, 2007).

Hay una extensa lista de factores que promueven e inhiben la
angiogénesis en el endometrio, pero de entre ellos destaca la familia del
Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF), una glicoproteina cuya
actividad se considera esencial en el proceso de angiogénesis, tanto fisioldgica
como patoldgica (Gargett y cols, 2002). Se ha visto que es liberado por los
macrofagos presentes en mayores cantidades en el liquido peritoneal de
mujeres con endometriosis frente a mujeres normales (MclLaren y cols, 1996).
Ademas, existe una correlacidon positiva entre la severidad de la enfermedad y
la liberacién de VEGF en el liquido peritoneal (Shifren y cols, 1996; Bourlev y
cols, 2006), y su expresidn esta aumentada en las lesiones endometridsicas
rojas (Donnez y cols, 1998), activas, y en las mujeres con endometriosis
profunda (Machado y cols, 2008). Finalmente, como veremos después con
mas detenimiento, la unidn del VEGF a su receptor tipo 2 (VEGFR2) parece ser
el proceso principal por el cual este factor regula el mecanismo de
angiogénesis, vasculogénesis y permeabilidad vascular (Shalaby y cols, 1995;
Watkins y cols, 1999; Verheul y cols, 2000).

Varios han sido los farmacos que se han ensayado en modelos
animales, entre ellos el Avastin, un inhibidor especifico del VEGF-A; asi como
otros inhibidores de la angiogénesis (TNP-A, Endostatina, Anginex), y todos

ellos han demostrado disminuir de forma significativa las lesiones
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endometridsicas y los vasos sanguineos (Nap y cols, 2004). Pero estos
farmacos presentan un inconveniente, y son los efectos secundarios que se
derivan de su accion, como flebitis, anorexia o astenia, inasumibles en
pacientes con endometriosis y, por lo demas, sanas (Via y cols, 2000).

Otras sustancias y farmacos, utilizados inicialmente para tratar otras
entidades, y por tanto, avaladas en cuanto a sus potenciales efectos
secundarios, han demostrado su efecto antiangiogénico en diversos estudios,
presentandose como opciones futuras para el tratamiento de la

endometriosis. Entre ellas, podemos nombrar las siguientes:

1.8.3.4.5.1 Inhibidores selectivos de la COX-2.

La ciclooxigenasa (COX) tipo 1 y 2 son isoenzimas que catalizan la sintesis
de prostaglandinas. La expresion de la COX-1 es constitutiva, en cambio la
COX-2 se encuentra aumentada en los procesos del dolor y la inflamacién.

Varios estudios han demostrado una sobreexpresiéon de la enzima COX-2
en el endometrio eutdpico y ectdpico de las pacientes con endometriosis (Ota
y cols, 2001; Matsukaki y cols, 2004). Ademas, las Prostaglandinas E2, que se
encuentran aumentadas en el fluido peritoneal de las pacientes con
endometriosis, aumentan la produccion de VEGF (Gately y Li, 2004) y de
estradiol. Estos, junto con las citoquinas, inducen la sobreexpresion de la COX-
2 en las células endoteliales (Tamura y cols, 2006), dando lugar a un feed-back
positivo y aumentando la concentracion de estréogenos, PGE2 y VEGF en el
tejido endometridsico (Buluny cols, 2002).

Varios estudios con modelo animal han demostrado que Ia
administracion de inhibidores selectivos de la COX-2 (celecoxib) se asocia a un
bloqueo en el proceso de crecimiento celular e induce la apoptosis en varias
lineas de células tumorales (Kundu y cols, 2002; Basu y cols, 2005). Se ha
visto, ademas, que es un potente inhibidor de la angiogénesis in vivo e in vitro
(Gately y Li, 2004; Basu y cols, 2005). Recientemente, se ha visto que la

administracion de inhibidores de la COX-2 previene la implantacion de tejido
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endometrial ectdpico, asi como el crecimiento de las lesiones ya existentes
(Matsuzaki y cols, 2004), e induce la regresién de los explantes endometriales
en ratas (Dogan y cols, 2004) y ratones (Ozawa y cols, 2006). En humanos,
Unicamente un estudio realizado in vitro ha demostrado que la administracion
de celecoxib reduce la proliferacion celular e induce la apoptosis de las células
epiteliales del endometrio en las mujeres con endometriosis y en los
controles, ademas de disminuir la actividad de la COX-2 y reducir la secrecion
de PGE2 y los niveles de VEGF en el fluido peritoneal de las mujeres tratadas

(Olivares y cols, 2008).

1.8.3.4.5.2 Té verde.

La epigalocatequina galato (EGCG), un flavonoide del tipo galato que
constituye uno de los principios activos del te verde, presenta una potente
actividad antioxidante, anticancerigena y de inhibicion del crecimiento del
endotelio vascular in vivo e in vitro ( Cao y cols, 1999; Tang y cols, 2001).
Asimismo, varios estudios experimentales han demostrado que la EGCG
presenta un potente efecto anti-angiogénico en diversos tipos tumorales
(Adhami y cols, 2004; Fassina y cols, 2004), que parecen asociados a un
efecto inhibidor sobre la produccion de factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), y sobre la actividad del receptor del VEGF (Jung y cols, 2001;
Basini y cols, 2005). Posteriormente, y partiendo de estos hallazgos, se ha
ensayado las propiedades de la EGCG en la endometriosis experimental. En
estos estudios se ha visto que la EGCG inhibe la angiogénesis, la adhesion y la
invasion de las lesiones endometridticas y reduce el tamafio de éstas en

ratones (Rogers y cols, 2009).

Para entender mejor estos acercamientos terapéuticos es necesario comprender el

proceso de la angiogénesis, que se detalla a continuacién.
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1.9 Vasculogénesis y angiogénesis.

El término angiogénesis se define como la formacion de vasos sanguineos a partir de

los existentes. Este término no debe confundirse con la vasculogénesis, que es la generacidn

de vasos sanguineos de novo. En concreto:

Angiogenesis
Hemangioblasto )

Angioblasto R

Vasculogenesis
VEGF

Plexo
Vascular
Primitivo

Angiogenesis
VEGF
Ang-1 |

Sistema
Vascular
Maduro

1. Vasculogénesis: implica la formacién de vasos sanguineos a
partir de células madre endoteliales o primordiales diferenciadas.
La vasculogénesis se da preferentemente durante al vida
embrionaria en la que se forma el nuevo ser. El proceso se inicia
con la formacion de los islotes sanguineos en el mesodermo
extraembrionario del saco vitelino, corion y pediculo de fijacidn,
durante la tercera semana de desarrollo (Larsen, 1993). Este
fendmeno se observa en menor medida casi testimonial tras el
nacimiento y durante la fase de crecimiento del individuo para

desaparece completamente durante la fase adulta.

2. Angiogénesis: Se define como la formacion de nuevos vasos a partir de los ya

existentes y es un mecanismo que puede ocurrir durante toda la vida del individuo.

Debemos distinguir en este caso entre angiogénesis fisioldgica y patoldgica:

La angiogénesis fisiolégica: generalmente se asocia a los procesos de reparacién y

generacion de nuevos vasos para irrigar tejido neoformado durante las procesos de
regeneracién tisular y de cicatrizacion. Se obvia sin embargo el hecho que la angiogénesis
ocurre también de manera ciclica en los odrganos reproductores durante el ciclo
reproductivo de la mujer fértil. En ese sentido se dan fendmenos de angiogénesis en el
endometrio durante el ciclo menstrual. Asi mismo la angiogénesis es necesaria para
abastecer de una adecuada red vascular al foliculo maduro durante las ultimas etapas de
maduracién y al cuerpo lUteo durante su formaciéon. Aunque no de forma ciclica, la

angiogénesis se da también durante en la formacién de la placenta (Larsen, 1993). En estas
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situaciones, el proceso de angiogénesis esta fuertemente regulado por factores activadores
o moléculas angiogénicas, que estimulan este proceso, y factores inhibidores de la

angiogénesis (Folkman y Shing, 1992).

La_angiogénesis patoldgica: La angiogénesis es imprescindible para el desarrollo de

procesos patolégicos como el crecimiento de los tumores, la artritis, psoriasis, la retinopatia
diabética, la ateroesclerosis, inflamacion crénica y en la endometriosis (Griffioen y cols,
2000). En estas enfermedades hay un componente de tipo angiogénico persistente que
escapa a los mecanismos de regulacion, y que da lugar a un crecimiento descontrolado de
estructuras vasculares fuera de su entorno habitual y fisioldgico (Folkman y Shing, 1992).
Este fendmeno ha sido ampliamente estudiado en el cancer (Folkman, 2002), hasta el punto
de que se desarrollan a dia de hoy numerosas terapias basadas en el uso de drogas
antiangiogénicas. En los ultimos afios el estudio del papel de la angiogénesis se ha

extendido a la endometriosis.

1.9.1. Angiogénesis y endometriosis.

De las multiples teorias que intentan explicar la etiopatogenia de la
endometriosis, la mas aceptada es la de la menstruacion retrégrada, propuesta por
Sampson en 1927 (Sampson, 1927). Actualmente se entiende que la patogenia de la
enfermedad comporta, en parte, la implantacion de tejido endometrial desprendido, el
cual se encuentra en la menstruacién retrégrada (Thomas y Prentice, 1992). Pero lo
gue realmente determina la aparicion y desarrollo de la endometriosis es la
supervivencia y crecimiento del tejido adherido (Mclaren J, 2000). Para que se
produzcan estos acontecimientos es imprescindible el establecimiento de un aporte
sanguineo efectivo que nutra al tejido de los componentes que permiten su
crecimiento. Para que este aporte sea efectivo es imprescindible la generacién de
nuevos vasos sanguineos alrededor del tejido patoldgico mediante angiogénesis.
Apoyando esta afirmacion, se ha visto que el ambiente peritoneal de las mujeres con
endometriosis es altamente pro-angiogénico, presentando una actividad angiogénica

aumentada en el liquido peritoneal (Oosterlynck y cols, 1993), con un aumento de los
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factores pro-angiogénicos y una disminucion de los factores inhibidores de Ia
angiogénesis (Lasche y Menger, 2007). Ademas, el examen laparoscopico de las
mujeres con endometriosis ha demostrado que este aporte sanguineo deriva del tejido
circundante (Shaw, 1993), observando en éste un aumento de la presencia de vasos
sanguineos (Healy y cols, 1998). Finalmente, se ha visto que la endometriosis crece
sobretodo en areas con abundante riego sanguineo (Vernon y Wilson, 1985; Nissole y
cols, 1993), y que las lesiones mas vascularizadas son mas activas (Vernon y Wilson,
1985).

Por tanto, considerando que la neo-angiogénesis es un requisito esencial para
la implantaciéon y adhesion del tejido endometrial retrégrado y desarrollo de la
endometriosis (Nap y cols, 2004), pareceria esta una diana adecuada sobre la que
dirigir todos nuestros esfuerzos a la hora de encontrar un tratamiento eficaz para esta
enfermedad. Se hipotetiza que mediante la interrupcion del proceso angiogénico se
podria suprimir la fuente de suministro para el crecimiento e incluso supervivencia del
tejido endometridsico, reduciendo o eliminando de esta forma la enfermedad. Es este
sentido, es importante conocer los principales factores implicados en la angiogénesis

pues sobre ellos actuariamos para tratar la endometriosis.

1.9.2. Factores implicados en la angiogénesis.

En condiciones normales existe un balance entre la activacion y el bloqueo de la
angiogénesis gracias al caracter proangiogénico o antiangiogénico de las multiples
moléculas o factores que intervienen en este proceso (Folkman y Shing, 1992).

De entre todos los factores implicados en la angiogénesis destaca la familia del
Vascular Endotelial Growth Factor (VEGF) (Gargett y cols, 2002). Este factor es el
angidogeno mas potente conocido (Barbeito y Laude, 2005). Dentro del complejo
proceso angiogénico, el VEGF el responsable del inicio del mismo y juega un papel
clave en la modulacion de la expresion del resto de componentes que lo regulan.

La hipoxia es uno de los principales inductores de la expresion del VEGF en la
vida postnatal, y su accién determina la formacién de vasos inmaduros y altamente

permeables. El VEGF estimula la remodelacién vascular favoreciendo la formacién de
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brotes angiogénicos a partir de los cuales proliferan las células endoteliales
promoviendo el crecimiento de los nuevos vasos. Asi mismo, estimula la supervivencia
de las células endoteliales evitando la apoptosis celular y la regresion de los vasos.
Durante los ultimos estadios de la neovascularizacion, el VEGF modula la expresion de
genes implicados en la maduracién y reestabilizacién de los vasos formados (Hicklin y

Ellis, 2005; Carmeliet, 2000) culminando el proceso (Fig 4).
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Fig 4. Esquema que ilustra la vasculogénesis, angiogénesis y el ensamblage de la pared vascular. Los
angioblastos, que al principio expresan el VEGFR-2 son estimulados por el VEGF-A secretado por el
mesénquima circundante para formar un plexo capilar primario mediante el proceso de vasculogénesis. Bajo
la estimulacion adicional por parte de factores de crecimiento, las células endoteliales competentes del plexo
capilar primario forman yemas vasculares en los estadios mds precoces de la angiogénesis. Después se
produce el reclutamiento de las células mesenquimales circundantes para constituir los elementos celulares
de la pared vascular. En la primeras fases de la vasculogénesis, las células endoteliales que expresan VEGFR-3
responden a la estimulacion por VEGF diferencidndose en los pecursores de los vasos linfdticos

Por la gran importancia del VEGF en el proceso de angiogénesis, dedicaremos un

capitulo extra para hablar de éste con mas detenimiento.

1.10 Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

La familia del VEGF estd formada, por una serie de ligandos emparentados vy
receptores. En el caso de los ligandos encontramos al VEGF-A (conocido comUnmente como

VEGF vy principal sujeto de estudio) y sus homélogos VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y el
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factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PIGF). En cuanto a los receptores
encontramos el VEGFR-1 (también flt-1), el VEGFR-2 (también FIk-2/KDR) y el VEGFR-3
(también flt-4) (Waltenberger y cols, 1994; Shalaby y cols, 1995).

El VEGF-A, VEGF-B y VEGF-E estan principalmente implicados en la angiogénesis,
mientras que el VEGF-C y VEGF-D se encuentran sobretodo involucrados en los procesos de

linfangiogénesis (Plate, 2001).

El VEGF-A, comunmente conocido como VEGF o factor de permeabilidad vascular
(Ferrara y Henzel, 1989; Senger y Dvorak, 1983), es una glicoproteina dimérica de 34 a 46
KDa, una citoquina multifuncional (Senger y cols, 1993) aislada a partir de las proteinas
secretadas en las pequefias venas hiperpermeables a macromoléculas que rodean los
tumores (Senger y cols, 1983), capaz de ligar heparina, y formada por polipéptidos con
extremo N-terminal idénticos unidos por puentes disulfuro. Esta glicoproteina es capaz de
unirse a uno de los multiples receptores de la tirosina kinasa lo que provoca su
autofosforilacion, consiguiendo la activacion de proteinas kinasas con accion mitogénica

(Keck y cols, 1989).

El gen del VEGF-A humano, a partir de ahora referido como VEGF, estd localizado en el
cromosoma 6 (6p21.3) (Vincenti y cols, 1996) y esta formado por 8 exones separados por 7
intrones. Mientras los exones 1 a 5 y 8 estan siempre presentes en el ARNm del VEGF, la
expresion de los exones 6 y 7 se regula por “splicing” (corte y empalme) alternativo. Como
consecuencia de este splicing alternativo del los exones 6 y 7 el VEGF puede presentarse
bajo seis isoformas que varian entre 121 y 206 aminoacidos: VEGF121, VEGF145, VEGF165,
VEGF183, VEGF189 y VEGF206 (Tisher y cols, 1991; Houck y cols, 1991) (Fig 5).
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Fig. 5. Modelo de corte alternativo para el ARNm de VEGF y que genera 6 isoformas de VEGF. Los exones se
representan por los cuadros azules, los intrones por lineas discontinnuas. Los exones 1-5 y el exdn 8 son
comunes, por lo que las distintas longitudes de las isoformas de VEGF vienen en funcion de cémo se corten
y empalmen los exones 6 y 7. La cifra que acompaiia a las distintas isoformas VEGF es indicativo del
numero de aminodcidos que contienen tras los cortes selectivos. Representacion realizada de acuerdo a las
secuencias depositadas en el GenBank por Houck y cols., 1991.

Una diferencia importante entre estas isoformas es su afinidad por la heparina, lo que
afecta a su union celular y a la matriz extracelular (Ferrara, 1999). El dominio de unién a
heparina esta codificado por el exdn 6 y 7, y es determinante para la unién a la matriz
extracelular, por lo que las isoformas que contienen este dominio (VEGF-A189 y VGF-A206)
se encuentran fuertemente unidas a ésta (Houck y cols, 1992; Park y cols, 1993, Houck y
cols, 1991). La isoforma VEGF-A165, que es la forma molecular predominante, posee
solamente un dominio de unién a heparina, codificado por el exdn 7, por lo que su afinidad
es reducida, de forma que una proporcién significativa se mantiene unida mientras que la
otra parte es soluble (Houck y cols, 1992). El VEGF-A121, que no posee los dominios
codificados por los exones 6 y 7, no tiene la capacidad de unién a la heparina y por lo tanto
es una proteina que se encuentra de forma libre y soluble. Por todo ello, se ha sugerido que

las isoformas mas cortas o solubles serian las encargadas de desplazarse hacia los focos de
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lesion tisular, donde es necesaria la neoformacion de vasos para la reparacién del tejido
(Watkins y cols, 1999), mientras que las isoformas mas largas quedarian pegadas a la matriz

extracelular y cabria esperar que sus efectos se limitaran a acciones locales.

También es sabido que el VEGF aumenta de forma considerable la permeabilidad
vascular (Dvorak y cols, 1995), la cual es una via indirecta de estimulacion de la angiogénesis
gue precede o se produce de forma simultdnea a su accion sobre las células endoteliales y

ha demostrado ser un paso clave en el proceso de angiogénesis.

1.10.1 Papel del VEGF y sus receptores en la angiogénesis.

El VEGF dispone de receptores especificos presentes en las membranas de las
células endoteliales y que pertenecen a la familia de la Tirosin-quinasa (De Vries y
cols, 1992). El VEGF muestra alta afinidad por tres receptores especificos de
membrana (Fig 6) a través de los cuales desarrollan sus acciones como son el VEGFR-
1 (también flt-1), el VEGFR-2 (también FlIk-2/KDR) y el VEGFR-3 (también flt-4)
(Waltenberger y cols, 1994; Shalaby y cols, 1995). El VEGFR-1, el cual tiene una
mayor afinidad por el VEGF que VEGFR-2, desempenfa principalmente funciones de
morfogénesis y estructuraciéon de las células endoteliales (Fong y cols, 1995),
interviniendo en los procesos de ensamblaje, supervivencia y maduracion del vaso.
En cambio, VEGFR-2 esta implicado principalmente en la mitogénesis (Shalaby y cols,
1995). Una vez activado promueve la proliferacion y migracion de células
endoteliales, desempefiando las acciones angiogénicas propiamente dichas del VEGF

(Gilley cols, 2001), .
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Figura 6. Receptores del VEGF. Adaptado de Berne y Levy, 1998.

El VEGF actua fundamentalmente a nivel de las células endoteliales (Senger y
cols, 1993) induciendo cambios en la expresion génica de la célula (Pepper y cols,
1992), en su forma (Senger y cols, 1993), estimulando su migracion y division, y

aumentando los niveles de calcio intracelulares (Connolly y cols, 1989).

1.10.2 Endometriosis y VEGF.

1.10.2.1 Expresion del VEGF en el endometrio eutdpico:

La presencia de VEGF-A en el endometrio humano ha sido demostrada en
varios trabajos (Charnock-Jones y cols, 1993; Shifren y cols, 1996; Donnez y cols,
1998), vy juega un papel importante en la formacion de vasos sanguineos en el
endometrio durante el ciclo menstrual (Donnez y cols, 1998). Se ha visto que los
niveles de ARNm del VEGF-A aumentan su expresion en la fase secretora y en la
fase menstrual del ciclo (Charnock-Jones y cols, 1993), y que estos cambios estan en
relacion a variaciones en los niveles de esteroides ovaricos (Shifren y cols, 1996).
Este fendmeno indica que el VEGF se trata de un factor de crecimiento estrégeno
dependiente, con efecto angiogénico en el endometrio humano (Shifren y cols,
1996).

Mediante técnicas inmunohistoquimicas se ha localizado la presencia de VEGF
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tanto en el epitelio como en el estroma del endometrio eutépico en la fase
proliferativa, manteniéndose sélo en el epitelio en la fase secretora (Shifren y cols,
1996; Oosterlynck y cols, 1993). Estos datos sugieren que el endometrio que migra
durante la menstruacion retrograda expresa el VEGF, lo cual nos hace sospechar
gue el tejido que alcanza la cavidad pélvica puede proliferar bajo el fendmeno de Ia
angiogénesis (Garcia Manero y cols, 2009). Ademas, Donnez y cols demostraron que
los niveles de VEGF eran significativamente mas elevados en el epitelio glandular
eutopico de las pacientes con endometriosis (Donnez y cols, 1998), por lo que la
sobreexpresion del VEGF en respuesta al estimulo estrogénico en este tejido
migrado durante la menstruaciéon retrégrada confiere mayor capacidad de

proliferacién, favoreciendo el crecimiento de las lesiones endometridsicas.

1.10.2.2 Expresion del VEGF en el endometrio ectdpico:

El VEGF, mas concretamente el ligando VEGF165 se expresa en el endometrio
humano ectépico (Tan y cols, 2002; Kressin y cols, 2001), principalmente en las
estructuras glandulares y células estromales pero también en macréfagos activos
presentes en el tejido ectopico (MclLaren y cols, 1996; Shifren y cols, 1996; Donnez y
cols, 1998).-Se ha comprobado que las concentraciones de VEGF varian en funcion
del tipo de lesiones endometridsicas y el grado de enfermedad, siendo mayor en las
lesiones mas vascularizadas y activas, y en pacientes con endometriosis grave
(McLaren y cols, 1996; Donnez y cols, 1998). La expresion de este factor de
crecimiento en el tejido endometrial ectdpico, sobretodo en las lesiones mas
activas, sugiere la importancia de la angiogénesis en el mantenimiento de las

lesiones (McLaren, 2000).

1.10.2.3 Expresion del VEGF en el liquido peritoneal.
El liqguido peritoneal desempefia un papel fundamental en la implantacién,
supervivencia y propagacion del tejido endometrial ectdopico (Ramey y cols, 1993;
Koninckx y cols, 1998). Se ha demostrado la presencia de VEGF en el liquido

peritoneal de las mujeres con endometriosis (MclLaren y cols, 1996), siendo
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mayores los niveles en mujeres con enfermedad severa (Shifren y cols, 1996).

1.10.3 Inhibidores comerciales del sistema VEGF y sus limitaciones

para el potencial uso terapéutico en endometriosis

Los agentes angiostaticos, inhibidores de la angiogénesis, se empezaron a
emplear en oncologia médica como terapia experimental desde que Judah Folkman
(Folkman, 2002) identificara el imprescindible papel de la angiogénesis en el
crecimiento y mantenimiento de estos tumores. Estas terapias fueron impulsadas
mas si cabe con el descubrimiento del VEGF en 1989 por Ferrara et al (Ferrara y
Henzel, 1989) y con el inmediatamente posterior nacimiento de compuestos
disefiados para inhibir el VEGF (Ferrara, 2002). Estas sustancias, ya sean anticuerpos
bloqueantes del propio ligando VEGF (Hull y cols, 2003) o del VEGFR-2 (Nap y cols,
2004), en definitiva persiguen impedir la union ligando-receptor o la transduccion
de la sefial, entorpeciendo la angiogénesis (Nap y cols, 2004; Molema y cols, 1998).

En humanos, estos agentes, y especificamente el Avastin, un anticuerpo
humanizado anti-VEGF, ha sido probado con relativo éxito en disminuir la
angiogénesis en pacientes oncoldgicas (Ferrara, 2002; McCarthy, 2003). Estos
agentes, administrados de forma sistémica, inhiben otros procesos fisioldgicos
relevantes, por lo que tienen efectos secundarios que dificilmente serian tolerables
éticamente en mujeres con patologias angiogénico-dependientes no tumorales
como la endometriosis o el sindrome de hiperestimulacion ovdrica, esta ultima la
mencionaremos posteriormente, maxime si estos agentes afectan a la implantacion
y desarrollo embrionario en mujeres fértiles.

Esta circunstancia sin embargo no ha sido obstaculo para que el uso de estos
inhibidores, ya fuera anticuerpos bloqueantes del propio ligando VEGF o del VEGFR-
2, se haya ensayado en modelos animales de endometriosis (Hull y cols, 2003) (Nap y
cols, 2004) u otras enfermedades angiogénico dependientes en aras de confirmar el
papel de dicho sistema en el desarrollo de estas patologias. De modo que estos

hallazgos servirian como motivacién para el futuro ensayo/disefio de nuevas drogas
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menos toxicas pero igualmente efectivas sobre las dianas a estudio, de modo que
permitieran su uso terapéutico en humanos.

En cuanto a la primera parte; confirmar el papel del sistema VEGF en la
endometriosis, existen varios trabajos al respecto empleando ratones
inmunodeprimidos con implantes de endometrio humano como modelos animales
de experimentacion en endometriosis. Son referencia fundamentalmente los
trabajos de (Hull y cols, 2003) que emplearon dos aproximaciones terapéuticas anti-
VEGFR; en primer lugar administraron el receptor soluble del VEGF (sVEGFR1) que
consiste en una variante truncada del receptor 1 que carece de dominio
transmembrana y que por lo tanto no transduce sefial. El sVEGFR21 actuaria como
un secuestrador natural del VEGF inhibiendo su actividad, y en segundo lugar
administraron un anticuerpo anti-VEGF A que de igual modo bloquea la actividad de
VEGF impidiendo su unién a receptores de membrana. En ambos casos, obtuvieron
un resultado similar, esto es una disminucion significativa en el tamafio y nimero de
los explantes endometridsicos, a la vez que se evidenciaba destruccién vascular (Hull
y cols, 2003). De forma similar, Nap y colaboradores, emplearon diversos
componentes antiangiogénicos para inhibir lesiones endometridsicas tras el
trasplante de endometrio humano en un modelo animal murino (Nap y cols, 2004). A
las 2 semanas del tratamiento, tanto un inhibidor especifico del VEGF A (avastin),
como otros potentes inhibidores generales de la angiogénesis (TPN-470,
endostatina, anginex) habian disminuido de forma significativa la incidencia de
lesiones endometridsicas y la presencia de vasos sanguineos en estas lesiones
respecto a los animales controles cuyos implantes fueron tratados con placebo. No
obstante, como hemos comentado anteriormente, estos compuestos tenian efectos
indeseables que podian involucrar a muchos procesos fisioldgicos, incluyendo la
gestacion temprana, induciendo la lutedlisis a través del bloqueo sobre la
angiogénesis ovdrica, interfiriendo en la implantacion (Wulff y cols, 2001;
Zimmermann y cols, 2001, 2003; Pauli y cols, 2005), asi como en la angiogénesis a
nivel uterino (Rockwell y cols, 2002; Heryanto y cols, 2003).

En cuanto a la segunda parte, la de obtener nuevas terapias menos toxicas e
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igual de efectivas, hasta el momento nadie habia dado con el compuesto
antiangiogénico con el que tratar las lesiones endometridsicas sin tener que padecer
los graves efectos secundarios descritos de los compuestos antiangiogénicos
ensayados. En este sentido nos inspiramos y apoyamos en los hallazgos previos de
nuestro grupo obtenidos en el estudio de una enfermedad angiogénico-dependiente
como el SHO de cara a conseguir el objetivo principal que se recoge en esta tesis. Lo

trataremos con mas detenimiento en el siguiente punto.

1.104 Busqueda de inhibidores no toxicos de VEGF/VEGFR2 para

el tratamiento de la endometriosis: El ejemplo del SHO

Como menciondbamos anteriormente, la sucesion cronoldgica de estudios
sobre el sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO) realizado por nuestro grupo
de investigacién en el pasado fue inspiradora y ejemplifica como se pueden
desarrollar estrategias para la obtencion de terapias antiangiogénicas no toéxicas
frente a enfermedades VEGF/VEGFR2 dependientes y que ademas no interfieran con
el hecho reproductivo. El SHO es una enfermedad VEGF/VEGFR2 dependiente, y para
demostrar la importancia de este sistema en dicha enfermedad, Gomez vy
colaboradores mostraron que el incremento de la permeabilidad vascular se podia
revertir utilizando un anticuerpo especifico que bloquea el VEGFR2, el SU5416 (Fong
y cols, 1999). Pero debido a los efectos secundarios que producia (tromboembolismo
y vomitos), asi como la posibilidad de interferir en el desarrollo de la gestacidon
blogueando la implantacién ovario-dependiente y la angiogénesis uterina (Wulff y
cols, 2001; Zimmermann y cols, 2001, 2003; Pauli y cols, 2005), este compuesto no
pudo ser utilizado para la clinica en el SHO.

Siguiendo con el modelo del SHO, y en un intento por superar los obstaculos
ofrecidos por los anteriores agentes ensayados, asi como identificar nuevas dianas
terapéuticas, empleamos la tecnologia microarray para el analisis de los genes que
se expresan en estas situaciones patoldgicas con el fin ultimo de revertir
(promoviendo o inhibiendo) los productos de estos genes (proteinas secretadas en

exceso o defecto). En dicho estudio, Gomez y colaboradores observaron que el gen
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gue codifica para la tiroxin-hidroxilasa, un enzima critico en la sintesis de dopamina,
esta expresado a la baja en los animales con SHO (Gomez y cols, 2003).

Esto fue de gran interés, ya que se sabia que la Dopamina (DA) ejerce un
efecto antiangiogénico al interferir la via del VEGF/VEGFR2, concretamente esta
accion la realizaba a través de su receptor tipo 2, DrD2 (Basu y cols, 2001). En su
estudio sobre los cultivos de células endoteliales de vena de cordén umbilical, Basu y
colaboradores afirmaban que el VEGF unido a su receptor tipo 2 produce la
fosforilacién del receptor, y que la DA disminuye esta fosforilacion al reducir la
expresion del VEGFR2 en la superficie de estas células, estimulando su
internalizacion por endocitosis (Basu y cols, 2001).

Por todo ello se decidid investigar el papel que dicho neurotransmisor podria
tener sobre el componente vascular de VEGF/VEGFR2. Al ensayar
experimentalmente el papel que los analogos dopaminérgicos pudieran ejercer
sobre el desarrollo del SHO, Gomez y cols observaron que agonistas del receptor D2
de la dopamina como Bromocriptina y Cabergolina fueron capaces de revertir el
proceso de incremento de permeabilidad mediado por la sobrexpresion de VEGF en
el SHO (Gomez y cols, 2006). Es importante resaltar en este punto que nuestro grupo
confirmd este fendmeno de inhibicién de fosforilacion de VEGFR2 in-vivo en los
ovarios de los animales tratados con cabergolina durante el transcurso de nuestros
estudios de SHO.

Ademas recientemente nuestro grupo, en el dmbito del estudio del SHO ha
publicado un trabajo en el que empleando cultivos in-vitro ha reportado que
cabergolina disminuye la secrecion de VEGF por parte de las células de la granulosa
humana luteinizada (Gomez y cols, 2011). Dichos hallazgos implican pues que los
agonistas dopaminérgicos D2 como la cabergolina actuarian no solo a nivel de
receptor sino también a nivel de ligando disminuyéndolo de cara a ejercer sus efectos

antiangiogénicos.

Apenas un aflo mas tarde que en ratones, se ensayd exitosamente la

cabergolina como opcién terapéutica para el SHO en humanos (Alvarez y cols, 2007).
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Posteriormente, se ha visto que también el agonista dopaminérgico quinagolida es
capaz de prevenir el SHO moderado o severo en pacientes sometidas a técnicas de
fecundacion in Vitro (Busso y cols, 2010).

Al margen de que los trabajos de Alvarez y Busso demostraban que los
hallazgos obtenidos en el modelo animal para el estudio del SHO se podian trasladar
al modelo humano, el hecho importante es que se mostraba como se podia inhibir de
forma eficaz el sistema VEGF/VEGFR2 de forma no tdxica.

Inspirados por esta experiencia, evaluamos la posibilidad de bloquear el
sistema VEGF/ VEGFR2 de forma no toxica con los agonistas dopaminérgicos en aras
de tratar la edometriosis inhibiendo la angiogénesis en las lesiones. De hecho, puesto
gue la cabergolina, al igual que otros agonistas dopaminérgicos D2, son compuestos
sin efectos toxicos graves sobre humanos, aplicados incluso a mujeres embarazadas
como sucede en caso de la hiperprolactinemia, desaparecian las restricciones
existentes en cuanto a su potencial uso terapéutico en humanos para el tratamiento
del SHO. Sin embargo parecia aconsejable demostrar el papel inhibitorio de estos
compuestos sobre el sistema VEGF/VEGFR2 in-vitro y evaluar el efecto de los mismos
sobre un modelo animal de endometriosis que garantizara minimamente su uso
exitoso en humanos. La consecucidon de todos estos pasos previos se detalla a

continuacion.

1.10.6. Uso de agonistas dopaminérgicos en modelos animales de
endometriosis.

Tomando como punto de partida los hallazgos encontrados por Gémez vy
Alvarez en el modelo del SHO acerca de la accién de los agonistas dompaminérgicos
sobre el sistema VEGF/VEGFR2, Novella-Maestre y colaboradores propusieron poner
en marcha una nueva linea de investigacién. En ésta, usando modelos animales de
endometriosis, se podria evaluar si el empleo de los agonistas dopaminérgicos podria
ser también Util en para el tratamiento de la endometriosis al disminuir la

angiogénesis en las lesiones endometridsicas a través de la inhibicion del sistema
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VEGF/VEGFR2.

Para que la dopamina o alguno de sus andlogos ejerza una accién
antiangiogénica sobre el tejido endometridsico de forma directa, parecia légico
pensar que ésta debe unirse al receptor para la DA tipo 2 (DRD2) presente en dicho
tejido. Hasta ese momento, el DRD2 no habia sido descrito en el endometrio ni en
las lesiones endometridsicas del humano. Por ello en un trabajo publicado por
Novella-Maestre se puso de manifiesto, por primera vez, la existencia de receptores
para la dopamina del tipo 2 en el tejido de tipo endometrial humano, tanto eutépico
como endometridsico (Novella-Maestre y cols, 2010). Observaron, asimismo, que la
expresion del VEGF y del receptor tipo 2 del VEGF era mucho mayor en las lesiones
peritoneales rojas mas activas que en las negras y blancas menos activas. En cambio,
la presencia de DrD2 en las lesiones endometridsicas era menor cuando mayor era la
actividad de ésta, sugiriendo incluso un posible papel del sistema dopaminérgico en
la modulacién de la endometriosis.

Confirmada la presencia del sistema dopaminérgico en el tejido
endometridsico, Novella y cols establecieron un modelo animal heterdlogo de
endometriosis tras implantar tejido endometrial humano en peritoneo de ratones
nude inmmunodeprimidos. En este trabajo se demostré que el uso de Cabergolina
(Cb2), un agonista dopaminérgico, produce una disminucion del tamafio de las
lesiones activas y una disminucién significativa del indice proliferativo (Novella-
Maestre y cols, 2009). Ademas, las lesiones observadas en los ratones tratados
presentaban microscépicamente un estroma mas laxo, con menor celularidad y una
reduccion del componente glandular (Novella-Maestre y cols, 2009). Se pudo
observar un aumento de la expresion de los genes que codifican para el DRD2 y un
aumento de este receptor en el tejido, que fue tanto mayor cuanto mayor fue la
dosis de farmaco. Se comprobd que el uso de Cb2 se asociaba a una disminucién en
la expresion de los factores proangiogénicos como VEGF y un aumento de la
expresion de marcadores anti-angiogénicos como Angiopeptina 1 (Ang-1), (Novella-
Maestre y cols, 2009). Finalmente, se confirmd que el nivel de fosforilacion del

VEGFR-2 fue significativamente menor en los ratones tratados, de acuerdo con los
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hallazgos encontrados en el modelo del SHO anteriormente (Gémez y cols, 2006).

En un estudio posterior el grupo de Delgado-Rosas y cols (Delgado-Rosas y
cols, 2011) y empleando el mismo modelo animal que Novella y cols, demostré que
otro agonista dopaminérgico D2 distinto de la cabergolina como la quinagolida era
igualmente eficiente en la disminucién de las lesiones endometridsicas confirmando
las hipétesis inicial del grupo de Novella et al.

De este modo, los trabajos de Novella-Maestre Y Delado-Rosas y cols se
convirtieron en el proof of concept sobre el que fundamentariamos nuestros
posteriores intentos de tratar la endometriosis en humanos con compuestos
dopaminérgicos. De hecho tras la demostracién de los efectos de los agonistas
dopaminérgicos sobre la endometriosis en animales, parecia légico hipotetizar que
éstos serian igualmente efectivos en mujeres.

Confirmado este punto, el siguiente punto a decidir era cual de los farmacos
agonistas dopaminérgicos D2 existentes en el mercado ibamos a ensayar para
evaluar sus efectos sobre la endometriosis en el estudio que pretendiamos llevar a
cabo en humanos. Para explicar con mas detalle nuestra eleccién en este punto, asi
como algunas particularidades del estudio, hemos considerado necesario incluir una
breve descripcion de la naturaleza del sistema dopaminérgico, asi como de las
propiedades de los distintos agonistas dopaminérgicos D2 originalmente empleados
para el control de la secrecion de la prolactina asociada al desarrollo de la

endometriosis, lo cual detallamos a continuacion.

1.11. Dopamina y analogos.

1.11.1. Dopamina y sus receptores

La dopamina es un neurotransmisor catecolaminérgico sintetizado a partir de
tirosina y de la dihidroxifenilalanina (DOPA), y que a su vez es precursora en la
sintesis de noradrenalina y adrenalina. Es la neurohormona que controla la secrecion
de prolactina, llamada por algunos factor inhibidor de la prolactina (PIF).

Sabemos que el hipotalamo es el intermediario principal entre los sistemas
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nervioso y endocrino, los dos principales sistemas de control del organismo. Regula la
hipodfisis y la produccion hormonal. La funcion reproductiva del hipotalamo puede
resultar alterada por cualquier episodio que sea capaz de modificar la frecuencia o
amplitud de la liberacion pulsatil de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH).
La dopamina es capaz de alterar la liberacién de GnRH (Henderson vy cols, 2008), por
tanto, las sustancias que sean agonistas o antagonistas de estos compuestos podrian
modificar la liberacion de GnRH, interfiriendo asi en la comunicacién con la hipofisis.

Diversos estudios llevados a cabo al final de los afios 70 revelaron que la
dopamina presenta una marcada union a dos receptores que se conocen como D1y
D2 (Kebabian y Calne, 1979). El receptor D1 (D1R) estd unido a proteinas Gs e
incrementa los niveles de AMPc, mientras el receptor D2 (D2R) interacciona con
proteinas Gi inhibiendo la acumulacion de AMPc (Bunzow vy cols, 1988; Missale y cols,
1998). Mas tarde, otros tres receptores de dopamina han sido caracterizados. Por lo
tanto, hoy en dia se conocen 5 receptores diferentes que son agrupados en dos
subfamilias: La familia-D1, que incluye el D1 y D5, y la familia- D2, que incluye el D2,
D3y D4.

Generalmente, los receptores D1 y D2 poseen altos niveles de expresion y tienen
mas agonistas y antagonistas selectivos que los receptores D3, D4 y D5 (Missale y
cols, 1998). El D2R tiene una elevada expresiéon en la sustancia nigra, area ventral e
hipocampo; mientras que las amigdalas contienen sobretodo D1R y muy poco D2R.
Ambos receptores se expresan de forma elevada en el putamen caudal, nucleo
accumbens y tubérculo olfatorio (Mansour y cols, 1990). La presencia de estos
receptores ha sido también descrita en las células de la granulosa y del ovario de
caballos y ratas (King y cols, 2005; Rey-Ares y cols, 2007) y mas recientemente en las
células de la granulosa de humanos (Alvarez y cols, 2007; Rey-Ares y cols, 2007).

Los antagonistas mas comunes para el D1R son el butaclamol, clorpromazina,
haloperidol, spiperone, sulpirida y raclopida, mientras que la apomorfina,
bromocriptina, pergolida y cabergolina son potentes agonistas del D2R (Missale y

cols, 1998).

78



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

1.11.2. Hiperprolactinemia y endometriosis. Posibilidades terapéuticas.

La prolactina (PRL) es una hormona hipofisaria que desempefia un papel
fundamental en diversas funciones reproductivas, fundamentalmente en la lactancia.
En situaciones patoldgicas que estan relacionadas con la presencia de adenomas
hipofisarios o ingesta de farmacos psicotropos, los niveles de PRL estan elevados y
afectan a la funcién gonadal, pues inhiben la secrecion de hormonas hipofisarias
como la LH o FSH, ocasionando amenorrea (9%), galactorrea (25%) o ambas (70%)
(Josimovich y cols, 1987). La hiperprolactinemia, por lo tanto, es una causa frecuente
de infertilidad por anovulacién ( Crosignani y cols, 1999), pero el tratamiento de esta
patologia con agonistas dopaminérgicos ha sido capaz de restaurar la ovulacién en el

90 % de los casos Koloszar y cols, 2000).

Numerosos estudios han demostrado que existe una relacién entre
hiperprolactinemia e insuficiencia lUtea en pacientes infértiles con endometriosis
(Cunha-Filho y cols, 2001; Gregoriou y cols, 1999). Curiosamente, una
hiperprolactinemia espontanea, o tras estimulacion con distintos agentes, se ha
descrito directamente correlacionada con la severidad de la endometriosis
(Gregoriou y cols, 1999; Cunha-Filho, 2002).

Sabemos que la PRL es un potente inductor de la angiogénesis y eso se
observa fisiolégicamente en la decidua durante la implantacion y en la mama durante
el embarazo (Reese y cols, 2000). Experimentalmente, también en otros tejidos,
como el musculo, la PRL induce la angiogénesis (Ko y cols, 2003; Malaguernera y
cols, 2002). La PRL tiene su efecto proangiogénico a través de receptores en los vasos
(Merkle y cols, 2000) y no en el endometrio, como otros han fracasado en demostrar

(Martinez y cols, 2002).

El farmaco de eficacia demostrada para la hiperprolactinemia es la
bromocriptina, un agonista dopaminérgico cuyo uso para el tratamiento de estos
casos fue aprobado en 1978 (Vance, 1984) y desde entonces se ha utilizado

ampliamente con excelentes resultados. La bromocriptina es capaz de inhibir la
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sintesis y secrecion de prolactina al unirse a los receptores lactotrépicos D2 (Thorner
y cols, 1980; Espinos y cols, 1994). Este agonista administrado por via oral a dosis
diarias de 2.5 - 7.5 mg normaliza la PRL en un 80 - 90% de los pacientes (Morange y
cols, 1996; Colao y cols, 1997), recupera la funcién gonadal y disminuye el tamafio
tumoral en el 60% de los casos al afectar la vascularizacién de la glandula y por efecto
antimitotico (Colao y cols, 1997; Wass y cols, 1982; Chiodini y cols, 1981).

El problema que presenta la bromocriptina para el tratamiento de la
hiperprolactinemia es que su accidén es de corta duracion, necesitandose en algunos
casos 3 dosis diarias para mantener niveles normales de prolactina. Esto supone un
problema para aquellas pacientes que sean resistentes o no toleren los efectos

secundarios de bromocriptina como la hipotension ortostatica, mareos o nauseas.

La cabergolina ha demostrado ser mas efectiva, menos tdxica y mejor tolerada
qgue la bromocriptina (Webster y cols, 1994). Es capaz de normalizar los niveles de
PRL y restaurar la funcién gonadal en 70% de los pacientes resistentes a
bromocriptina y ergolina, asi como de disminuir el tamafio de la masa tumoral (Colao

y cols, 1997; Ciccarelliy cols, 1989; Ferrari y cols, 1986).

La quinagolida es un inhibidor especifico de la secrecion de prolactina con una
larga duracion de accidn, efectivo en el tratamiento de la hiperprolactinemia y de sus
manifestaciones clinicas como la galactorrea, oligomenorrea, amenorrea e
infertilidad. También se utiliza en el tratamiento de los adenomas hipofisarios. Es un
agonista selectivo de los receptores D2 de dopamina, estructuralmente diferente de
los agonistas tradicionales derivados de la ergotamina o ergolina. Debido a su accidn
dopaminérgica, este farmaco ejerce un potente efecto inhibidor sobre la secrecion de
la prolactina. En los animales de laboratorio no se han observado evidencias de
embriotoxicidad o de efectos teratogénicos, y de hecho es el agente reductor de la
prolactina hoy en dia mas recomendado en pacientes gestantes o que desean
gestacion, cuando la bromocriptina no se puede administrar (por intolerancia al

farmaco, efectos secundarios, etc.)
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1.11.3. Restriccion en el uso de los agonistas dopaminérgicos.

Los agonistas de la dopamina se dividen en derivados no ergdticos y ergoticos.

a) Los derivados no ergéticos: son la apomorfina, piribendil, quinagolida,
opinirol y pramipexol, actuan sobre los receptores 1, 2 y 3 de la dopamina.

b) Los derivados ergoticos: son derivados de la ergocriptina, estimulan los
receptores 1 y 2 de la dopamina. La bromocriptina es el mas conocido y el
prototipo del grupo, mientras que pergolida y lisurida son ergolinas que
carecen de cadena peptidica. La cabergolina es un derivado de accion
prolongada con una accién mas selectiva sobre los receptores 2 de la

dopamina.

El inico derivado no ergético utilizado en clinica es la quinagolida. Se une mas
selectivamente a los receptores D1 y D2 dopaminérgicos y no presenta reaccion
cruzada con los receptores adrenérgicos o serotoninérgicos.

En Junio del 2008, la European Medicines Agency (EMEA) emitia un
comunicado en el que hacia publicas las conclusiones alcanzadas por el Agency’s
Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) acerca del uso y seguridad
de los agonistas dopaminérgicos del grupo derivados ergdticos en relacidon con el
riesgo de fibrosis, particularmente a nivel cardiaco, generado por su uso crénico.
Segun la revision sistematica realizada por este organismo, el riesgo de fibrosis, que
se trata de un efecto secundario de derivados ergoticos ya conocido, aumenta
sustancialmente en los pacientes que reciben tratamientos crénicos con estos
farmacos. Esta fibrosis se produce por la activaciéon de los receptores 5HT,s, que
induce la proliferacion de fibroblastos y la aparicion de fibrosis. Ademas, como el
riesgo de fibrosis no aparece de la misma forma en todos los farmacos de este grupo,
las recomendaciones que establece son individualizadas para cada farmaco, y son las

siguientes:

a. Cabergolina y Pergolida: El riesgo de fibrosis valvular cardiaca esta bien

establecido. Por tanto, estos farmacos estan contraindicados en pacientes
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con problemas valvulares cardiacos. Seran prescritos Unicamente para el
tratamento de la enfermedad de Parkinson en aquellos pacientes que no
puedan tomar otros tratamientos. Ademas, las medidas de control del
tratamiento incluiran: 1) ecocardiografia de control antes de iniciar el
tratamiento, y periédicamente durante éste para descartar o detectar
precozmente la aparicion de fibrosis; 2) dosis maxima diaria de 30 mg; 3)
considerar e informar que la fibrosis cardiaca es un efecto secundario muy

frecuente de estos dos farmacos (visto en mas de 1 de cada 10 pacientes).

b. Bromocriptina, lisurida y dihidroergocriptina: En todos estos farmacos se
deberd advertir el riesgo de fibrosis valvular cardiaca en pacientes con
tratamientos cronicos y a dosis altas. En el caso de la dihidroergocriptina
y la bromocriptina, se contraindican en pacientes con problemas

valvulares, y en la Ultima, se restringe la dosis maxima a 30 mg/dia.

Asi pues, a la luz de las recomendaciones lanzadas por la CHMP en 2008 no pareceria
conveniente ensayar el uso de cabergolina, el agonista utilizado en el modelo
experimental de Novella et (Novella y cols, 2009), u otros derivados ergdticos para su
posible uso en humanos, ya que, como hemos comentado anteriormente, la
endometriosis es una enfermedad crdnica, y por consiguiente, requiere un
tratamiento crénico o a largo plazo. El hecho que la cabergolina hubiese demostrado
causar fibrosis valvular cardiaca en un elevado nimero de pacientes sometidos a este
farmaco en régimen continuo y prolongado, desaconsejaba por completo su posible

uso como tratamiento de la endometriosis.

1.11.4. Justificacion del disefo experimental y del uso de la quinagolida

como agonista dopaminérgico en nuestro trabajo.

En virtud de los estudios proof of concept de Novella et al y Delgado-Rosas y

cols en modelos animales, la baja toxicidad de estos compuestos en humanos nos hizo
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plantearnos el uso de agonistas dopaminérgicos para el tratamiento de las lesiones en

mujeres afectas por endometriosis.

Se espera que el mecanismo de accién efectivo implique, mediada por
interferencia con el sistema VEGF/VEGFR2, una inhibicidn de la angiogénesis llevando

a una reduccion del tamario de las lesiones endometridsicas peritoneales en humanos.

- En cuanto a la eleccion del agonista dopaminérgico para el estudio a la luz
de las recomendaciones lanzadas por la CHMP en 2008 nos decantamos por
Quinagolida para realizar nuestro trabajo. La quinagolida es un agonista
dopaminérgico derivado no ergdtico que actia mediante su union de forma
selectiva a los receptores de la dopamina D2. No posee actividad sobre el
receptor 5-HT2b, por lo que no presenta riesgo de fibrosis como el grupo de
los agonistas ergoticos. Ademas, la quinagolida presenta caracteristicas
farmacocinéticas que constituyen una ventaja frente al uso de cabergolina,
ya que tiene una vida media mas corta (de aproximadamente 17 horas en la
qguinagolida frente 63-69 horas en la cabergolina). Esto minimizaria la
exposicion al farmaco durante el periodo de organogénesis en las mujeres

que deseen gestacion.

- A pesar de que la quinagolida tiene un perfil toxicolégico muy benigno y se
use de manera rutinaria en la clinica incluso en mujeres embarazadas, los
agonistas dopaminérgicos no tienen una indicacion probada para el
tratamiento de la endometriosis. Para evitar que la Agencia Estatal del
Medicamento (AEM) desaprobara nuestro estudio decidimos llevarlo a cabo
Unicamente en mujeres con endometriosis con niveles de PRL por encima
de la normalidad y por lo tanto subsidiarias de tratamiento médico con

agonistas dopaminérgicos por hiperprolactinemia
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En conclusidn, en virtud virtud de los estudios proof of concept (Novella-
Maestre y cols, 2009, Delgado-Rosas y cols, 2011) en el modelo animal y puesto que la
guinagolida es el agonista dopaminérgico que presenta un perfil farmacocinético y de
efectos secunadrios mas favorable; nos planteamos ensayar el efecto de dicho
agonista sobre mujeres hiperprolactinémicas con endometriosis en el estudio que se

detalla en esta tesis doctoral a continuacion.
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2  HIPOTESIS
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La administracion del agonista dopaminérgico quinagolida es capaz, mediante su
accion sobre el VEGF/VEGFR-2, de reducir la angiogénesis en las lesiones endometridsicas

humanas contribuyendo de esta forma a la reduccién o eliminacion de las mismas.
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo primario.

Evaluar el efecto del tratamiento con quinagolida sobre el tamafio de las lesiones

endometridsicas peritoneales en mujeres hiperprolactinémicas con endometriosis.

3.2. Objetivos secundarios.

* Evaluar el efecto de la quinagolida sobre:

o La morfologia histoldgica de las lesiones endometridsicas peritoneales.

o La angiogénesis, desde el punto de vista de la vascularizacidon y la

proliferacidn vascular en las lesiones.

o La expresion, produccion y regulacién de VEGF/VEGFR2 como medidador

principal de la angiogénesis en las lesiones.

o La expresion global en lesiones endometridsicas de otros factores

implicados en la angiogénesis.
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4. MATERIAL Y METODOS
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4.1 Diseno del estudio.

Se trata de un ESTUDIO PROSPECTIVO PILOTO DE PRUEBA DE CONCEPTO en humanos
aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario Dr. Peset
(Codigo CEIC: 52/07).

Los centros que participaron en el estudio fueron el Hospital Universitario Doctor
Peset de Valencia, en el que tuvo lugar la seleccion de pacientes, las intervenciones
quirurgicas y toma de muestras, tanto de tejido endometridsico como extracciones
sanguineas, asi como el proceso de seguimiento clinico y analitico; y por otra parte La
Fundacion del Instituto Valenciano de Infertilidad de Valencia, donde tuvo lugar el
procesamiento de las muestras de tejido endometridsico, su andlisis histologico e
inmunohistoquimico, y pruebas de biologia molecular.

El estudio se realizd en un periodo comprendido entre Septiembre del 2007 y Junio

del 2010.

Todas las pacientes firmaron el Consentimiento Informado de participacion en el
estudio tras las pertinentes explicaciones acerca de los procedimientos a realizar,

previamente a su inclusion.

4.1.1. Criterios de inclusion:

- Mujeres con sospecha de endometriosis debido a la presencia una o mas de
las siguientes situaciones:

o Mujeres con esterilidad de origen desconocido (EDO). Esta se define
como aquélla que no permite la concepcion sin llegar a conocer una
causa clara de su origen, tras haber completado los estudios basicos
a los que se somete una pareja estéril (Speroff y Fritz, 2006).

o Dismenorrea secundaria de mas de un afio de evolucién, coitalgias
(dolor con las relaciones sexuales) o cualquier otro sintoma que
hiciese sospechar la existencia de una endometriosis.

o Mujeres con ecografias que documentasen la presencia de

endometriomas.
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En todas estas pacientes estaria indicada la realizacion de una laparoscopia
diagnostica. Ademas, en caso de confirmarse la presencia de endometriosis durante
esta primera cirugia, estas mujeres se beneficiarian de una segunda laparoscopia de
second-look debido al elevado riesgo de formacién de adherencias en este tipo de
pacientes.

- Indice de masa corporal < 25 kg/mz.

- Hiperprolactinemia recién diagnosticada (PRL > 30 ng/ml), obtenida
mediante una extraccién, y determinada por técnicas de enzima-
inmunoensayo, excluyendo la macroprolactinemia con Polietilenglicol 6000
(PEG-6000).

- No haber recibido ningun tratamiento para la endometriosis o cualquier
tratamiento anticonceptivo hormonal durante los seis meses previos a la
realizacién de la primera laparoscopia, ni tampoco durante el seguimiento,
al menos hasta después de la segunda laparoscopia.

- Presentar al menos 4 lesiones endometridsicas peritoneales rojas,
consideradas como marcador de enfermedad activa, diagnosticadas durante
la primera laparoscopia, y que estuviesen situadas a mas de 2 cm unas de las

otras.

4.1.2 Criterios de exclusion:

- Cualquier contraindicacidn para someterse a cirugia laparoscépica.

- Contraindicacion para el uso de agonistas dopaminérgicos, en concreto la
quinagolida (hipersensibilidad al farmaco, insuficiencia renal o hepatica,
lactancia).

- Haber recibido tratamiento para la endometriosis o cualquier tratamiento
hormonal para planificacion familiar durante los seis meses anteriores a la

inclusion de las pacientes en el estudio.
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4.1.3. Etapas del estudio:

PRIMERA ETAPA:

En la primera parte del estudio, las pacientes seleccionadas fueron sometidas a
una primera laparoscopia (L1), realizada segun procedimiento habitual, el cual se
describird mas adelante, y grabada en video. Todas ellas se realizaron en la fase folicular
del ciclo, entre el dia 1 y 13 del ciclo menstrual. El grado de severidad de la enfermedad
fue establecido segun la Clasificacion Revisada de la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva (ASRM, 1997). Durante esta laparoscopia, se identificaron, previo a la
manipulacion quirurgica del resto de lesiones, al menos cuatro lesiones peritoneales
rojas, separadas entre si al menos 2 centimetros. Aguellas mujeres en las cuales no fue
posible la identificacion de dichas lesiones fueron descartadas del estudio.

Durante la cirugia, la mitad de estas lesiones peritoneales (2 lesiones)
identificadas fueron marcadas con una sutura de seda irreabsorbible. El punto de
sutura se colocd a un centimetro de distancia de la lesién para evitar que el proceso
inflamatorio asociado a la sutura como cuerpo extrafio, interfiriese en el posterior
analisis del tejido endometridsico peritoneal que pretendiamos realizar. El resto de
lesiones peritoneales identificadas de interés fue extirpado y procesado para analisis
como detallaremos mds adelante. En cuanto al resto de lesiones no identificadas como
de interés para el estudio fueron extirpadas y remitidas a estudio anatomopatoldgico

para confirmacion histoldgica.

Tras la laparoscopia, y aun bajo los efectos de la anestesia general, se tomé una
biopsia endometrial para confirmar que la paciente se encontraba en fase proliferativa
del ciclo menstrual. De esta forma, podiamos confirmar que todas las mujeres se
encontraban en la misma fase del ciclo en el momento de la laparoscopia y la toma de
las biopsias peritoneales. De este modo evitdbamos las diferencias que pudiese haber

en los tejidos debidas al influjo hormonal segun la fase del ciclo menstrual.
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Previamente a la cirugia, y en todos los casos con la paciente en ayunas de mas
de 8 horas, se tomé una muestra de sangre. En ella se determind niveles de Ca 125
(expresado en Ul/mL), niveles de prolactina (expresado en ng/mL), asi como niveles
hormonales (FSH (expresado en muUl/mL), LH (expresado en muUl/mL), Estradiol
(expresado en pg/mL) y Progesterona (expresado en ng/mL)), para comprobar que todas
las pacientes estaban en la misma fase del ciclo en el momento de la cirugia (fase
proliferativa). Las determinaciones se realizaron todas mediante la técnica del enzima-
inmunoensayo; en el caso del Ca 125 mediante ensayo inmunomeétrico con dos sitios de
union quimioluminiscente en fase soélida (Inmulite 2000®). El resto de parametros

mediante inmunoanalisis de microparticulas quimioluminiscentes (Architec i2000®).

* SEGUNDA ETAPA:

La segunda fase del estudio se inicid tras la recuperacion postoperatoria. Las
pacientes aptas para el estudio eran citadas en la consulta una semana después de la
cirugia. Alli se les prescribia el tratamiento con quinagolida (Norprolac ®, Laboratorio
Farmacéutico Ferring, Madrid, Espafia) de acuerdo con la posologia recomendada para

dicho farmaco en pacientes hiperprolactinémicas.

Los comprimidos de quinagolida se debian ingerir oralmente con los alimentos

una vez al dia al acostarse.

El régimen de tratamiento de la quinagolida seguia una pauta de titulacion. El
tratamiento comenzaba con un comprimido de 25 pg al dia durante los primeros 15
dias, seguidos de 50 ug al dia (2 comprimidos de 25 pg) los siguientes 15 dias. A partir
del primer mes, la dosis era de 75 ug al dia, la cual se mantenia hasta finalizar el periodo
de tratamiento para el estudio, hasta completar las 18-20 semanas. Este régimen de
dosis progresivas se utilizaba para minimizar los efectos adversos al farmaco y evitar la

intolerancia a la medicacion.

A partir de este momento, se realizaba un seguimiento estrecho de las pacientes.

Este consistia en una visita mensual en la cual se realizaba una anamnesis completa para
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evaluar su estado general, comprobar la correcta cumplimentacion y recoger los datos
acerca de la aparicion de efectos adversos a la medicacion. Se recogian tanto aquellas
reacciones adversas leves, como aquéllas que aconsejasen abandonar la toma del
farmaco. Entre los efectos adversos descritos del farmaco, los mas frecuentes (>10%)
son los mareos, las nauseas y vomitos, cefalea y fatiga. Otros efectos secundarios menos
frecuentes (1-10%) son la anorexia, dolor abdominal, estrefiimiento o diarrea, insomnio,
congestion nasal e hipotensién. En esta visita mensual también se realizaba una
exploracion fisica general y se obtenia sangre de las pacientes para determinar niveles
de Ca 125 y de prolactina. Con esta ultima determinacién podiamos comprobar de

forma indirecta la cumplimentacion del tratamiento con el agonista dopaminérgico.

* TERCERA ETAPA:

Transcurridos las 18-20 semanas de tratamiento, se realizaba la segunda
laparoscopia. Al igual que la primera cirugia, se grabd en video todo el procedimiento.
En esta segunda laparoscopia, se examind la cavidad pélvica y abdominal, se realizd
adhesiolisis de las adherencias, y se procedi6 a la exéresis de las lesiones peritoneales
identificadas y marcadas mediante sutura irreabsorbible durante la primera
laparoscopia. Ademas, se realizd una nueva clasificacion de las lesiones remanentes
segun la Clasificaciéon Revisada de la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva

(ASRM, 1997).

Al igual que durante la primera laparoscopia, se tomd una muestra de aspirado
endometrial para verificar la fase proliferativa del ciclo mediante estudio histolégica por
parte del anatomopatdlogo. Se determinaron también niveles hormonales de FSH, LH,

Estradiol y Progesterona con este mismo objetivo.

Asimismo, se tomd una muestra de sangre para determinacion de Ca 125 vy

prolactina previa a la cirugia.

El disefio global del estudio se ilustra a continuacion.(Fig 6)
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Esquema del disefio experimental del estudio

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3

:

Laparoscopia 1 (L1) Laparoscopia 2 (L2)
Mensualmente

Tratamiento con quinagolida segun dosis titulada

Cirugia de la endometriosis y

clasificacién segin la ASRM Anamnesis y exploracién
fisica

Second-look, adhesiolisis

y clasificacién segun la ASRM

Aspirado endometrial Aspirado endometrial

Biopsia de la mitad de las Recogida de aparicion de

) Biopsia de las lesiones rojas
efectos adversos al farmaco

lesiones rojas identificadas referenciadas

Localizacion del resto de las Cumplimentacion del Determinacion Ca-125 y PRL

lesiones rojas identificadas tratamiento

Determinacién Ca-125 v PRL Anilisis de Ca 125 v PRL

Fig 6. Esquema del disefio experimental del estudio en el que se muestran las tres etapas
fundamentales de éste. Una primera etapa de cirugia, identificacion de lesiones y recogida de
muestras (enfermedad endometridsica, lesiones identificadas, muestra endometrial mediante
biopsia). Una segunda etapa de administracion del farmaco a estudio, asi como seguimiento
mensual de las pacientes para detectar efectos adversos graves. Una tercera etapa de
cirugia, exéresis de las lesiones referenciadas y nuevamente recogida de muestra por biopsia
endometrial. A lo largo del todo el sequimiento, tuvo lugar un sequimeinto de la enfermedad
mediante marcador tumoral Cal25 y ecografia, evolucion de la hiperprolactinemia mediante
determinacion sanguinea mesual, y contacto directo con las pacientes con el fin de detectar
efectos farmacoldgicos adversos.
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4.2 Diseio experimental del estudio.

Las pacientes incluidas en el trabajo de esta tesis doctoral fueron seleccionadas en la
consulta de Ginecologia del hospital Dr Peset segln los criterios de inclusidn expuestos
anteriormente. Para ello, ante una mujer que cumpliese los criterios expuestos con
anterioridad se solicité una analitica general con hemograma, pruebas de coagulacién,
marcadores tumorales de ovario (Ca 125, Ca 19.9, BHCG, alfa-fetoproteina) como protocolo
en nuestro hospital, y una determinacién de PRL. Sélo las mujeres con niveles de PRL > 30
ng/ml fueron incluidas en el estudio, ya que este es el valor limte considerado como normal
por nuestro laboratorio. Este hecho se debe a que la quinagolida es un farmaco agonista
dopaminérgico utilizado para tratar las hiperprolactinemias. Su efecto anti-angiogénico
sobre las lesiones endometridsicas no se encuentra dentro de sus indicaciones actuales, por
lo que para justificar su uso, las pacientes debian presentar una hiperprolactinemia
subsidiaria de tratamiento médico, tal y como hemos descrito en el apartado de la
introduccion.

Tras inclusion en el estudio y firma del Consentimiento Informado, las pacientes

fueron puestas en lista de espera quirudrgica para la Unidad de Cirugia Sin Ingreso (UCSI).

4.2.1 Obtencidon de muestras para control interno del estudio.

Con la finalidad de demostrar que todas las exploraciones se realizaron en la
misma fase del ciclo menstrual para evitar los cambios en las muestras debidos al
diferente influjo hormonal, se tomaron muestras de endometrio. Con este mismo
objetivo se realizaron determinaciones hormonales de FSH, LH, Estradiol y
Progesterona durante las dos cirugias. Asimismo, para confirmar de forma indirecta
la cumplimentacién del tratamiento, se realizaron una serie de determinaciones

sanguineas de prolactina.

4.2.1.1 Obtencion y procesamiento de tejido endometrial.
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Las muestras de tejido endometrial se obtuvieron tras la cirugia laparoscopica,
todavia bajo anestesia general, mediante aspirado endouterino con canula de
Cournier transcervical (Prodimed, Neuilly-en-Thelle, Francia). Estas biopsias de
endometrio fueron lavadas con PBS en placa de Petri, retirando en la medida de lo
posible el moco y la sangre coagulada que pudiese aparecer entre el tejido, y se
introdujeron en un tubo con paraformaldehido al 4% para su posterior analisis
histoldgico que nos permitiria confirmar la fase proliferativa del ciclo en todas las

pacientes en el momento de cada intervencion.

4.2.1.2 Obtencion y procesamiento de muestras sanguineas.

Para confirmar la adherencia al tratamiento de las pacientes realizamos en
cada uno de los controles una anamnesis dirigida, preguntando explicitamente acerca
de la correcta toma de los comprimidos. Al margen de ello, y como método indirecto
de comprobacién empleamos la determinacion sanguinea de prolactina en diferentes
etapas del estudio. El motivo es que una correcta toma del medicamento se traduce
analiticamente en un descenso de los niveles de prolactinemia, que se mantienen en

el tiempo si no se interrumpe el tratamiento.

Se determinaron niveles de PRL en diferentes etapas del estudio vy

seguimiento:

- Previa a la inclusién del estudio, como hemos sefialado anteriormente, por
suponer un requisito indispensable el presentar niveles hormonales por
encima de 30 ng/ml.

- El dia de la primera cirugia, el cual nos serviria de determinacién basal con la
que comparar los siguientes valores.

- En cada una de las visitas mensuales.

- Eldia de la ultima laparoscopia, considerada determinacion final.

Al mismo tiempo se determind el marcador tumoral de Ca 125, como

marcador conocido en clinica de respuesta al tratamiento de la endometriosis.
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Finalmente, se determinaron niveles en sangre de FSH, LH, Estradiol vy

Progesterona en dia de las cirugias.

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién venosa sobre la vena
basilica localizada en la flexura del codo con aguja de 20 G (BD Microlance™ 3,
Becton Dickinson S.A., Huesca, Espafia) conectada a jeringa de 10 ml (BD Discardit™
I, Becton Dockinson S.A., Huesca, Espafia) y con la paciente en reposo. La muestra se
remitid a laboratorio en 2 tubos de gelosa (BD Vacutainer® SST'™ Il Advance, BD
Plymouth. PL6 7BP, UK), conteniendo cada unos de ellos 5 ml de sangre venosa.
Inmediatamente se remitieron al laboratorio de bioquimica del Hospital Peset, a la
seccion de hormonas-marcadores tumorales, donde se procesaron segun técnica la

técnica descrita mas adelante en el apartado correspondiente.

4.2.2 Determinacion del tamafiio de las lesiones mediante laparoscopia:

El objetivo principal del estudio fue analizar los cambios macroscdpicos
experimentados en las lesiones endometridsicas peritoneales tras la administracion
del agonista dopaminérgico quinagolida. Durante la primera laparoscopia, la mitad de
las lesiones identificadas fueron referenciadas previamente al tratamiento, para
comprobar si durante el mismo se producia una reduccion de tamafio o su

eliminacion, observable durante una segunda laparoscopia.

Para ello, se grabaron ambas cirugias en cada caso con una cdmara de
laparocopia Karl Storz 20221130 con procesador Tricam SL Il 202230 20 (Munich,
Alemania). Tras la cirugia se visualizaron los videos con el objetivo de obtener los
fotogramas adecuados para realizar mediante andlisis de imagen cuantitiativo las
comparaciones entre las dos laparoscopias. Para poder tener una medida objetiva de
las imagenes laparoscopicas, se utilizd como objeto de referencia durante la cirugia
una pinza laparoscopica con punta roma, cuyo tamafio conociamos (10mm). De esta
forma, las lesiones eran facilmente medibles de forma objetiva. Asi, se capturaron los

fotogramas en los que la pinza se situaba al lado de la lesién y permitia hacer un
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estudio macroscopico del tamano de las lesiones, tanto antes como después del

tratamiento.

4.2.3 Obtencidn y procesamiento de muestras de lesiones peritoneales:

Como se ha comentado anteriormente, se obtuvieron muestras procedentes
de lesiones peritoneales con la finalidad de analizar los efectos del farmaco
quinagolida sobre el tejido endometridsico en base a diversos parametros que
detallaremos mas adelante.

Las lesiones peritoneales se obtuvieron mediante cirugia laparoscopica. El
procedimiento se realizd en todos los casos segun técnica habitual. La anestesia
utilizada en todos los casos fue anestesia general. Los procedimientos laparoscopicos
fueron realizados por parte de dos cirujanos experimentados, los mismos en todos
los casos. Todas las cirugias fueron grabadas en video.

Con la paciente colocada en posicion de Trendelemburg, tras la asepsia del
campo quirdrgico, sondaje vesical con Sonda de Foley de 16 Fr (Kendall, Curity™,
Kangar, Malaysia), y tallado, se realizd una incisién a nivel umbilical de 1,1cm de
longitud. A través de una aguja de Veress (Endopath®, Ethicon endo-surgery,
Guaynabo, Puerto Rico, USA. 2007) se introdujo dioxido de carbono para crear un
neumoperitoneo, hasta alcanzar los 15 mmHg de presidon intraabdominal. A
continuacion se colocd el trécar umbilical para la entrada de la dptica o laparoscopio,
con un calibre de 11mm (TERNAMIAN EndoTIP™, Karl Storz, Tuttlingen, Alemania),
bajo vision directa con el laparoscopio de 10mm de calibre (Karl Storz, Tuttlingen,
Alemania). Tras evidenciar por vision directa la presencia de endometriosis, en todos
los casos (N=12), se introdujeron tres trécares mas, uno de 10mm de calibre
(Versaport™ 10mm, Tyco Healthcare, Gosport, UK) a través de una incision en fosa
iliaca izquierda, y dos de 5mm de calibre (Versaport™ 5mm, Tyco Healthcare,
Gosport, UK) a través de incisiones en fosa iliaca derecha y 4cm a nivel
supraumbilical. Tras ello, y a una presidon intraabdominal de 12-13mmHg, se

realizaron los procedimientos quirdrgicos indicados segun los hallazgos. En los casos

104



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

en los que la paciente presentaba algun quiste ovarico, se procedid a su
quistectomia, realizandose mediante incision con tijera laparoscopica de 3 mm
(CLICKLINE, Karl Storz, Tuttlingen, Alemania) en frio sobre corteza ovarica vy
posteriormente diseccion de la capsula del quiste mediante traccion contra-traccion.
En caso de adherencias, se realizd disecciéon de éstas mediante traccion roma. Las

lesiones peritoneales se resecaron mediante corte en frio con tijera laparoscépica.

4.2.3.1. Procesado de las muestras obtenidas por laparoscopia:

Las muestras de lesiones endometridsicas peritoneales obtenidas por
laparoscopia fueron separadas en dos grupos en el momento de su obtencion,

siempre bajo condiciones de esterilidad.

Por una parte, el 75% de cada lesion se fijé en paraformaldehido al 4% para su
analisis histolégico e inmunohistoquimico cuantitativo. Mediante la histologia
tratamos de confirmar el diagndstico de endometriosis y evaluar los cambios
producidos a este nivel. Mediante inmunohistoquimica de diversos marcadores vy
posterior cuantificacion de los mismos pretendimos analizar los cambios ocurridos
por el efecto de la quinagolida sobre diferentes parametros como la vascularizacion,
cuantificacién de vasos inmaduros, la proliferacion celular, la expresion del Receptor
2 de la dopamina (DrD2) y la expresién y actividad del receptor tipo 2 del VEGF
(VEGFR2).

El resto del tejido, aproximadamente el 25%, fue colocado en una placa Petri
sobre hielo e inmediatamente lavado de sangre y moco en PBS (Phosphate Buffered
Saline) frio estéril. Se utilizd6 en todo momento material estéril y puntas con filtro
para evitar posibles contaminaciones o factores que pudiesen comprometer la
integridad del ARN. A continuacion el tejido fue homogeneizado sobre 1 ml de Trizol
(Invitrogen, City, USA) por cada 50-100 mg de tejido para posteriormente ser
transferido a un tubo Eppendorf de 1,5 ml criopreservado en nitrégeno liquido a -

1969C hasta el momento de la extraccion de RNA, previo a la realizacion de las
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pruebas de biologia molecular empleadas para determinar los cambios ocurridos
sobre la expresion molecular de los factores angiogénicos implicados en la

vascularizacion de las lesiones estudiadas.

4.3 Metodologia empleada.

4.3.1 Analisis serologico.

Las muestras de sangre para determinacion PRL, FSH, LH, Estradiol,

Progesterona y Ca 125 se remitieron al laboratorio del Hospital Dr peset.

En el caso de la PRL, se determind mediante técnicas de enzima-
inmunoensayo, excluyendo la macroprolactinemia con Polietilenglicol 6000 (PEG-
6000), en concreto se realizdé un inmunoandlisis de microparticulas

quimioluminiscentes (Architec i2000®). Los valores se expresaron en ng/ml.

Las determinaciones de FSH, LH, Estradiol y Progesterona se realizaron
también mediante técnica de enzima-inmunoensayo, y al igual que la PRL, a través de
inmunoanalisis de microparticulas quimioluminiscentes (Architec i2000®). Los
resultados se expresaron, en el caso de la FSH y LH, en Ul/ml, el Estradiol se expresd

en pg/ml, y la Progesterona en ng/ml.

En el caso del Ca 125, también se realizé a través de técnicas de enzima-
inmunoensayo. En este caso mediante ensayo inmunomeétrico con dos sitios de unién
guimioluminiscente en fase sélida (Inmulite 2000®). Los valores se expresaron en

Ul/ml.
4.3.2 Analisis macroscopico.

Para analizar de forma objetiva la reduccidon total de superficie de tejido

endometridsico obtenido tras la administracién de la quinagolida, consideramos todas
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las lesiones globalmente. Analizamos la superficie de éstas antes y después del
tratamiento, expresando el resultado en % de reduccion de superficie de la segunda
lesion respecto la primera. Para ello, se visualizaron los videos tras las laparoscopias
obteniendo varios fotogramas en cada caso, procurando que la lesion fuese
claramente visible y ademas se situara adyacente a ella un objeto de tamafio conocido,
como la punta de una pinza quirdrgica, cuyas medidas conocemos (10 mm). Se
selecciond de cada caso el fotograma de mayor resolucién, en el que la lesion se
distinguiese con mayor claridad, situada en el mismo plano junto a la punta de pinza
laparoscopica. Asimismo, se selecciond una imagen de la misma lesion o area
procedentes de la misma paciente tomadas durante la segunda laparoscopia, en las
mismas condiciones anteriormente sefialadas. El analisis de los fotogramas se realizd
mediante el sofware de procesamiento de imagenes Image-Pro Plus version 6.03
(Media Cybernetics, Bethesda, Maryland, Estados Unidos). En sintesis, se utilizo la
imagen de la pinza laparoscopica cuyo tamafio es conocido para calibrar el software de
manera que pudiera medir automaticamente a partir de dicha referencia cualquier
area o perimetro delimitado por nosotros manualmente sobre la foto. De este modo
una vez seleccionada la imagen de cada lesién a partir de los fotogramas se
superponian sobre ésta lineas trazadas por nostros que delimitaran el perimetro de la
misma. A partir de los datos de calibracion, aportados por nosotros en funcion del
tamarfio de la pinza, el programa calculaba automaticamente el perimetro real de las
lineas trazadas por nosotros en la imagen, obteniendo asi la superficie incluida dentro

de las lineas de perimetro, o lo que es lo mismo, la superficie de la lesidn a estudio.

4.3.3 Analisis microscopico.

Todas las muestras bioldgicas obtenidas en este trabajo fueron evaluadas a
nivel microscépico con el fin de evidenciar por un lado la presencia de endometriosis
en las lesiones peritoneales, y por otro lado, confirmar la fase proliferativa del ciclo
menstrual sobre las biopsias de endometrio. Para ello fue necesario tratar las

muestras de forma adecuada para obtener bloques histoldgicos que permitiesen
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llevar a cabo tanto los andlisis histolégicos como el resto de andlisis
inmunohistoquimicos que detallaremos mdas adelante. Con este fin, las muestras
fueron sometidas al protocolo de inclusidén, corte y tincion que se describe a

continuacion.

4.3.3.1 Preparacion de las muestras.

4.3.3.1.1. Fijacion.

Todos los tejidos, una vez extraidos del organismo vivo, sufren dos
tipos de procesos degradativos: autolisis (accion de enzimas intracelulares, es
decir, autodigestiéon) y putrefaccion (accion bacteriana). Ademas, el
procesamiento histoldgico posterior del tejido para poner de manifiesto y
observar determinadas estructuras, supone una metodologia que puede
degradar las estructuras tisulares. La fijacion del tejido preserva sus
caracteristicas morfolégicas y moleculares lo mas parecidas posible a las que
poseia en estado vivo, para permitir su observacion al microscopio tras

determinadas técnicas de tincion y marcaje.

Utilizamos un fijador de base aldehidica, el paraformaldehido (PFA),
gue actla mediante la formacion de puentes entre las moléculas tisulares. Se
utiliza a concentraciones proximas al 4%. Normalmente se usa en solucion
tamponada e isotdnica, por lo que su dilucién final al 4% fue llevada a cabo

con tampon fosfato salino (PBS).

Nuestras muestras bioldgicas fueron fijadas por inmersién en PFA 4%
durante toda la noche en nevera para mantener una temperatura de
aproximadamente 42C. Una vez transcurrido este tiempo, los tejidos fueron
lavados en PBS y a continuacion fueron incluidos en parafina como se detalla

a continuacion.

4.3.3.1.2. Inclusién en parafina.
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Por lo general, los tejidos son estructuras blandas y fragiles, aunque el
fijador utilizado aumente la dureza del tejido, éstos son demasiado blandos y
resultarian despedazados al tratar de cortarlos finamente, por lo que previo a
la obtencion de los cortes fue necesario incluirlos en un medio de soporte. Los
medios mas utilizados son las ceras o resinas, los cuales en estado liquido
tienen la capacidad de penetrar y envolver el tejido, produciendo su
endurecimiento por enfriamiento o polimerizacién. El objetivo de la inclusion
es facilitar la seccion del tejido a cortes lo suficientemente finos como para
permitir el paso de la luz y ser examinados mediante el microscopio. El medio
utilizado por nosotros para este fin ha sido la parafina, la cual al ser hidréfoba
necesita la extraccion previa del agua presente en los tejidos a través de un
medio intermedio miscible para poder agregarse a los intersticios del tejido, el
xilol, el cual posteriormente es sustituido por parafina. Este proceso de

parafinacion se puede resumir en los siguientes pasos:

4.3.3.1.2.1 Deshidratacion.

Los tejidos vivos poseen una gran cantidad de agua, lo que evita la
impregnacion de medios de inclusion como la parafina, que como hemos
comentado anteriormente, es hidréfoba, por lo tanto, hay que eliminar el
agua de los tejidos. Este paso conllevd el tratamiento de los tejidos por
soluciones acuosas de etanol (CH3CH20H) en escala creciente (dos pases de
70%, 95%, 95%, 100% y 100% durante 15 minutos cada pase). El alcohol
elimina el agua debido a que posee un grupo hidroxilo (-OH) que reacciona
con el agua, eliminandola del tejido. Esta escala creciente se utiliza para evitar
una rdpida salida del agua que se produciria si se sumerge el tejido

directamente en etanol obsoluto y que podria alterar la morfologia del tejido.

4.3.3.1.2.2 Aclaramiento o diafanizacion.

Este paso es denominado aclaramiento porqué los tejidos cambian su

indice de refraccion, volviéndose mas transparentes. Para esto se necesita
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una sustancia que sea miscible tanto en el agente deshidratante (el alcohol)
como en el medio de inclusion (la parafina). En este caso, el agente elegido
fue el xilol, también conocido como xileno. Para el procesamiento de
muestras, se sumergieron los tejidos en una solucién de xilol, dando dos pases

de 15 minutos cada uno.

4.3.3.1.2.3 Impregnacién en parafina y formaciéon del bloque.

Al colocar la muestra de tejido en un recipiente con parafina fundida a
602C el calor hace que el xilol se evapore y los espacios anteriormente
ocupados por éste son ocupados por la parafina, que penetra de este modo
en los tejidos, infiltrandolos. Se dieron tres pasos de parafina a 60°C.
Finalmente el tejido se colocé en un molde con un soporte de plastico
identificado con el nombre de la muestra. A continuacion se afiadio parafina a
602C para cubrir el tejido. Una vez centrada la pieza se colocd el molde sobre
una superficie plana a 42C para generar el endurecimiento y formacién del

bloque, y una vez solidificado se desprendié del molde.

4.3.3.1.3 Obtencion de cortes histoldégicos.

A partir de los bloques de parafina previamente enfriados sobre una
base de hielo, se colocaron en el microtomo y se realizaron cortes seriados en
ldminas de 5 um. Estos cortes se pasaron a un bafio de agua destilada a 37¢C
para poder extenderlos y colocarlos sobre un porta-objetos tratados con poli-
L-lisina (lo que incrementa su adherencia al cristal y evita que los cortes se
despeguen en los posteriores lavados y procesamientos). Los cortes se
dejaron secar a temperatura ambiente y se mantuvieron ordenados en cajas
archivadoras hasta el momento de ser usados. Ademas, al menos durante las
24 horas previas al desparafinado se introdujeron en una estufa a 372C para

mejorar la adherencia de los cortes al porta-objetos.
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4.3.3.2 Analisis histoldgico:

4.3.3.2.1 Tincidn histoldgica con hematoxilina y eosina:

Una de las tinciones mds comunmente usadas en histologia es la
hematoxilina-eosina sobre cortes de parafina. El método supone la aplicaciéon
de la tincion de hematoxilina, que por ser catidnica o basica, tifie estructuras
acidas (basofilas) en tonos azul y purpura, como por ejemplo los nucleos
celulares; y el uso de eosina que tife componentes basicos (aciddfilos) en
tonos color rosa, gracias a su naturaleza anidnica o acida, como el citoplasma.
Antes de proceder a la tincion, sobre los cortes de parafina tenemos que
llevar a cabo el desparafinado. Para facilitar este paso, las muestras se dejan 1
hora en una estufa a 602C. A continuacién se detallara con un diagrama (Fig
7), los pasos realizados para esta tincion, aunque de forma resumida, esta
técnica consiste en un desparafinado de las muestras, seguido de una
rehidratacion de los tejidos para incorporar los colorantes, y finalmente una
nueva deshidrataciéon para terminar incorporando el medio de montaje
(Eukitt™ 15320) y el cubre de cristal. Una vez realizado este procedimiento se

deja secar una horas, aunque ya se puede evaluar al microscopio.
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Figura 7. Representacidn grdfica del proceso de tincion histoldgica de las muestras para su posterior
andlisis microscopico. En primer lugar se realiza el desparafinado con xilol, para proceder a
continuacion a la rehidratacion con etanol previa a la tincidn de las muestras con eosina y
hematoxilina. Finalmente se realiza una nueva deshidratacion con etanol y se realiza el montaje de
las muestras, colocdndolas una vez tefiidas en un portaobjetos, se recubren con un cubre-objetos y se
dejan secar unas horas previamente a su observacion en el microscopio. (tomado de
http://webs.uvigo.es/mmegias/-tecnicas/5-general.php)

Esta tincion con hematoxilina y eosina fue llevada a cabo sobre los
cortes realizados a los bloques procedentes de las biopsias endometriales.
Estos cortes ya tefiidos fueron analizados por un anatomopatdlogo
experimentado para confirmar la fase del ciclo menstrual en el que se
encontraban las pacientes en el momento de la intervencién. De esta forma
se pudo comprobar que todas ellas se encontarban en fase folicular del ciclo
mentrual; observando glandulas tubulares estrechas, con un epitelio cilindrico
mas o menos alto y pseudoestratificado segin el momento de la biopsia, que
se extiendia desde la capa basal hacia la superficie endometrial, con una
actividad mitética marcada y creciente, tanto en el epitelio como en el
estroma, y un estroma de tipo sincitial laxo prominente. Recorriendo el
estroma se vieron vasos espirales que se extiendian hasta un punto
inmediatamente por debajo de la membrana de unién al epitelio, donde se

observaba una red capilar laxa.

Asimismo, cortes procedentes de las muestras de lesiones peritoneales
tomadas tanto en la primera como en la segunda laparoscopia, también
fueron tefiidos con hematoxilina y eosina y analizados con el fin de evaluar
por una parte las caracteristicas histolégicas del tejido que determinasen la
presencia de tejido endometridsico en las biopsias de peritoneo, tales como la

presencia de las glandulas y/o estroma, y por otra parte la apariencia de las

112



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”
—————— — — — —— ——— — —— —

lesiones, con el objetivo de hallar cambios en la estructura y caracteristicas

del tejido tras el tratamiento con quinagolida.

4.3.3.3 Analisis inmunohistoquimico de Ilos implantes

endometridsicos.

Uno de los objetivos del estudio era analizar si los efectos producidos
por la medicacion sobre las lesiones endometridsicas son mediados por la
inhibicion de la angiogénesis. Para ello, decidimos utilizar Ia
inmunohistoquimica con el fin de estudiar si  parametros
inmunohistoquimicos definitorios del estado angiogénico de las lesiones se
veian afectados por el tratamiento con quinagolida.

La inmunohistoquimica se utiliza para determinar el lugar donde se
produce la reaccién antigeno—anticuerpo y asi poder localizar la posicidon
exacta en el tejido déonde se encuentra la molécula a detectar.
Adicionalmente, usando determinadas herramientas como el analisis de
imagen, es posible cuantificar la expresidon de los anticuerpos utilizados y

compararla entre distintas muestras y frente a un control negativo.

Tras la preparacion de las muestras mediante los procedimientos de
fijacion, inclusion y corte que hemos comentado anteriormente, comunes a la
histologia, se realizaron los protocolos propios del analisis
inmunohistoquimico. A continuacion describiremos en primer lugar los
procesos comunes a todos los andlisis inmunohistoquimicos, para a
continuacion detallar el protocolo especifico que nos permitid revelar cada

uno de los parametros a estudio.

4.3.3.3.1 Procesos inmunohistoquimicos comunes
A partir de los cortes obtenidos de los bloques con los tejidos incluidos

en parafina tal y como se ha detallado anteriormente, se llevd a cabo el
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desparafinado de las muestras y su marcaje inmunohistoquimico
correspondiente. El desparafinado se realizd calentando los cortes a 602C
durante 1 hora y posteriormente con 3 bafios de xileno de 5 minutos cada
uno, 3 banos de etanol absoluto de 3 minutos y una posterior rehidratacion
en alcoholes de concentracion decreciente (95%, 85% y 70%, 3 minutos en
cada uno de ellos) para finalmente dejar las muestras en agua y poder
conformar la inmunohistoquimica. A continuacién, los cortes fueron
sometidos a un desenmascaramiento antigénico inducido por calor en
autoclave (1202C) durante 3 minutos, inmersos en un medio tamponado. Este
desenmascaramiento antigénico se realiza para romper los enlaces aldehido
gue se producen durante el proceso de fijacion y que dificultarian el
reconocimiento posterior del anticuerpo sobre el antigeno. Para el anticuerpo
CD31 el medio tamponado de desenmascaramiento necesario fue Tris 0,5 M
pH=10, mientras que para el resto de anticuerpos empleados (Ki67, VEGFR2,
DrD2, VEGFR2"', VEGFR2"%* y VEGFR2"°”), la solucién empleada fue
tampodn citrato 0,01 M pH=6. Una vez terminado el programa de autoclave,
las muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Seguidamente, los cortes fueron lavados en agua destilada en primer lugar y
posteriormente en una solucién de TBST (Tris 0,5M, NaCl 0,15 M y 0,1% de
Triton-X-100, pH=7,6). El siguiente paso fue el bloqueo de la peroxidasa
enddgenas sometiendo las muestras a perdxido de hidréogeno al 3% durante
10 minutos. Del mismo modo, para reducir mas aun el marcaje inespecifico,
las muestras se incubaron con un bloqueo de la avidina/biotina enddgena (SP-
2001, Vector Labs) a temperatura ambiente durante 30 minutos, y de nuevo
se realizd otro bloqueo durante otros 30 minutos a temperatura ambiente
con una solucién de albumina sérica bovina (BSA) al 5% (Sigma-Aldrich Ltd., St.
Louis, MO A2153).

Una vez realizados todos los bloqueos, se incubaron las muestras en

camara humeda a 4°2C durante toda la noche con el anticuerpo primario
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diluido en PBS a la dilucién especifica para cada anticuerpo, como se

describira en el apartado siguiente.

4.3.3.3.2 Uso de anticuerpos primarios para el anadlisis de los parametros
inmunohistoquimicos de interés.
En nuestro trabajo llevamos a cabo inmunohistoquimica sobre las

lesiones endometridsicas con el fin de determinar los siguientes parametros:

- Vascularizacion: Para determinar el aporte vascular que mantiene los
implantes endometridsicos, se usd un anticuerpo policlonal hecho en conejo
frente el marcador endotelial CD31 (ab28364, dilucion 1:200. Abcam,
Cambridge, MA). Este marcador es capaz de unirse a las células endoteliales
tanto de vasos pequefios que forman parte de la microvasculatura como los
vasos mas patentes que dan lugar a la macrovasculatura de los tejidos. La
densidad de vascularizacion se determiné a través del porcentaje de area
marcada por el CD31 frente al total del area del tejido analizado.

- Expresion VEGFR2: Para determinar la expresion de este receptor en
los tejidos endometridsicos, se utilizd un anticuerpo monoclonal hecho en
ratén frente al VEGFR2 (sc-6251, dilucion 1:50, Santa Cruz Biotechnology Inc).
La expresion del receptor VEGFR2 se evalué mediante la cuantificacion del
porcentaje de area marcada por el anti-VEGR2 frente al total del tejido
analizado.

- Expresion DrD2: La expresion del receptor DrD2 fue determinada en
los tejidos endometridsicos a través de un anticuerpo monoclonal obtenido
de ratén frente al receptor D2 de la dopamina (sc-5303, dilucion 1:50, Santa
Cruz Biotechnology Inc). De este modo la expresién de este receptor se
determiné como el porcentaje de area marcada por el anti-DrD2 frente al
total del tejido analizado.

- Proliferacion celular: Fue detectada mediante un anticuerpo capaz

de unirse al nucleo y los cromosomas de las células que presentan actividad
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proliferativa. Se utilizd un anticuerpo monoclonal hecho en ratén frente al
antigeno nuclear Ki67 (MIB-1, dilucién 1:50. DakoCytomation), el cual solo se
expresa durante las fases de actividad celular (G1, S, G2 y mitosis), pero no
durante la fase GO. La proliferacion celular se determindé mediante la
cuantificacion del porcentaje de area marcado por el Ki67 respecto al total del
tejido analizado.

- Activacion VEGFR2: La activacion del VEGFR2 se determind a través
de la fosforilacion de determinados sitios tirosina del receptor.
Concretamente se utilizaron anticuerpos policlonales hechos en conejo frente
al VEGFR2"! (ab38473, dilucion 1:50. Abcam, Cambridge, MA), frente al
VEGFR2"%* (ab63405, diluciéon 1:50. Abcam, Cambridge, MA) y frente al
VEGFR2"%® (ab38464, dilucién 1:50. Abcam, Cambridge, MA). Para la
cuantificacion de este pardmetro se estimo el porcentaje de area marcada por
cada anti-VEGFR2 fosforilado respecto al drea total representada por el tejido
estudiado.

- Neoangiogénesis o madurez de los vasos sanguineos: Los pericitos
son células musculares que rodean a los vasos maduros, mientras que los
vasos inmaduros o de reciente formacidn no presentan estas células
alrededor. De este modo se marcaron todos los vasos mediante el marcador
endotelial CD31 (ab28364, dilucion 1:200. Abcam, Cambridge, MA) sobre el
cual se utilizé un sistema de revelado fluorescente. Tras el revelado, todos los
vasos, tanto los maduros como los inmaduros, eran identificados mediante un
color verde fluorescente. Para identificar los vasos maduros, se marco la
actina de los pericitos, utilizando un anticuerpo monoclonal hecho en ratén
frente a la a-actina del musculo liso (a-SMA), el cual estaba directamente
marcado con el fluorocromo Cy3 (C6198. 1:500; Sigma-Aldrich Ltd., St. Louis,
MOQO). De esta forma, sdlo los vasos maduros mostrarian una tinciéon doble
endotelial verde, y roja para los pericitos.

A su vez, en el mismo procedimiento inmunohistoquimico se

incluyeron controles positivos consistentes en tejidos sobre los que se sabe
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gue el antigeno objeto del marcaje esta presente y servirda como patrén de
marcaje para discernir el marcaje real y los posibles artefactos. Los controles
positivos utilizados fueron endometrio humano, para el marcador endotelial
CD31; neuroblastoma humano para el Ki67, cancer de mama para el VEGFR2 y
el VEGFR2 fosforilado, y cerebro humano para el DrD2. Como controles
negativos, se utilizaron cortes de los mismos tejidos estudiados, en los que se
realizaron todos los pasos inmunohistoquimicos excepto la incorporacién del

anticuerpo primario, el cual fue sustituido por el diluyente PBS.

4.3.3.3.3 Protocolo de revelado de seial inmunohistoquimica.

Al dia siguiente de la incubacion con los anticueporpos priamtrios , las
muestras se lavaron con TBST y se incubaron con un anticuerpo secundario
biotinilado adecuado para cada anticuerpo primario. En el caso de la
inmunohistoquimica para el marcador CD31, se utilizd un anticuerpo 1gG
biotinilado hecho en cabra frente a conejo (B8895, 1:800; Sigma-Aldrich Ltd.,
St. Louis, MO). Para el resto de anticuerpos primarios se utilizd un link
comercial formado por un anticuerpo secundario biotinilado (KO679, LSAB+
kit; Dakocytomation). Estos anticuerpos secundarios fueron incubados
durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguidos de una incubacion
final durante otros 30 minutos con estreptavidina asociada a la peroxidasa de
rabano (streptavidin-HRP; K0679, LSAB+ kit; Dakocytomation), la cual
presenta afinidad por la biotina asociada al anticuerpo secundario.
Finalmente, los cortes fueron sometidos a un método de revelado basado en
la adiciéon de una solucion del cromogeno 3,3’-diaminobenzidina (DAB)
(KO679, LSAB+ kit; Dakocytomation), la cual da un color marrén en la
localizacién en que tenga lugar la reaccion. Una vez concluida la
inmunohistoquimica, las secciones fueron contratefiidas con hematoxilina de
Mayer para proporcionar un tono azulado a los nucleos del tejido,
deshidratadas con pases crecientes de etanol (70%, 80%, 90%, 100%) vy

montadas con medio de montaje (Eukitt™ 15320). En los casos en que se

117



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

precis6 de inmunofluorescencia para deteccion de parametros
inmunohistoquimicos de forma simultanea, se utilizé un proceso de revelado

con TSA descrito en el siguiente apartado.

4.3.3.3.4 Protocolo de revelado inmunofluorescente.

Con el fin de determinar si los vasos que dan soporte a las lesiones
endometridsicas son maduros o inmaduros, fue necesario analizar
simultdneamente los parametros que identifican los vasos de ambos tipos.
Por ello se llevd a cabo una doble inmunofluorescencia mediante la deteccién
de los pericitos y los vasos sanguineos de las lesiones. La inmunofluorescencia
se realizd sobre los cortes del mismo modo que se realizd la
inmunohistoquimica anteriormente descrita con algunas modificaciones. En
este caso se sustituyd el sistema de revelado con DAB por el sistema de
fluoresceina TSA (Tyramide Signal Amplification; TSA™, Perkin Elmer;
NEL701A001KT). Ademas, también se incluyd un nuevo paso intermedio con
un reactivo de bloqueo incluido en el kit de amplificacion de TSA justo
después de la incubacion del anticuerpo primario, para disminuir las sefiales
inespecificas que pudiesen generar ruido de fondo. Una vez incubado el
anticuerpo secundario y tras el lavado con PBS, se incubaron las muestras con
la estreptavidina-HRP procedente del Kit de TSA a una diluciéon 1:100 en PBS
durante 30 minutos. Después de lavar los cortes de nuevo con PBS dos veces
durante 3 minutos, se afiadié la fluoresceina-tiramida diluida en solucion de
amplificacién e incubada durante 10 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente. Justo después del marcaje de fluorescencia del anticuerpo anti-
CD31, se lavaron las muestras dos veces durante 3 minutos en PBS y se
marcaron los pericitos mediante la incubacion durante 1 hora a temperatura
ambiente con un anticuerpo monoclonal creado en ratdn frente la a-actina
del musculo liso (a-SMA), directamente marcado con el fluorocromo Cy3.

Por ultimo, los cortes fueron lavados en PBS y contratefiidos con medio de
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montaje con DAPI (ProLong® Gold Antifade Reagent. Invitrogen, P36931) el
cual proporciona un marcaje nuclear bajo el |aser ultravioleta.

Para esta inmunofluorescencia también se incluyeron controles
negativos en los que se usaron cortes del mismo tejido que el usado con los
anticuerpos anteriormente citados, pero omitiendo los anticuerpos primarios
CD31 y aSMA-Cy3 en el diluyente usado para su incubacion. Como controles
positivos se usaron cortes de un tejido donde se expresan claramente los
marcadores estudiados, en este caso, ya que tanto el CD31 como el aSMA-Cy3
reconocen igualmente los antigenos humanos y los de ratén, se usaron cortes
de lengua de este Ultimo para establecer el funcionamiento de estos

anticuerpos.

4.3.3.3.5 Cuantificacion del marcaje
inmunohistoquimico/inmunofluorescente.

Para cada parametro inmunohistoquimico analizado, se evaluaron tres
portaobjetos que no correspondiesen a cortes contiguos. Cada uno de ellos
fue fotografiado al azar en cuatro campos con el objetivo de 40 aumentos
(x40), utilizando el sistema de captura de imagen asociado al microscopio
Nikon Eclipse E800 (Nikon, Melville, NY). Todos estos parametros con la
excepcion de la inmadurez de los vasos fueron cuantificados mediante el
programa de analisis de imagen Image Pro Plus 6.3. El area de interés para
cada parametro inmunohistoquimico se segmentdé de forma automatica
mediante el programa de analisis, marcandola de color rojo. El dea restante se
marco de color azul, quedando una imagen de fondo azul con las areas
vascularizadas en rojo. De esta forma, se delimité el area total de interés del
tejido para proporcionar un valor numérico de cada sefial obtenida por
inmunohistoquimica. Los resultados se expresaron como porcentaje de area
tefiida respecto del total del tejido. En el caso de la inmadurez, la sefial de
fluorescencia se visualizé y fotografié para obtener capturas a 40X usando un

microscopio de fluorescencia unido a una camara Olympus de 35mm
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(Olympus Provis AX70, Olympus Optical Espaiia S.A. La madurez e inamadurez
de los vasos sanguineos fue determinada de forma manual por el operador a
través del contaje del nimero de vasos que eran maduros (CD31+/a-SMA+) y
los que eran inmaduros (CD31+/a-SMA-) respecto al total en cada uno de los
campos visuales analizados. Se utilizé para su representacién las siguientes
formulas: Madurez= [numero de Vasos (CD31+/a-SMA+) / Vasos Totales] x

100; Inmadurez=[ numero de vasos (CD31+/a-SMA-) /Vasos totales-]x 100.

4.3.4 Analisis molecular.

Finalmente, nuestro ultimo objetivo fue analizar los efectos de la quinagolida

sobre la angiogénesis y los procesos inflamatorios ligados a la endometriosis, a nivel

molecular. Para ello, las muestras de tejido procedentes de las biopsias de las

lesiones peritoneales tomadas durante las cirugias laparoscépicas, antes y después

del tratamiento con quinagolida, fueron procesadas para la extraccion del ARN

mensajero, retrotranscritas y amplificadas mediante la técnica de PCR a tiempo real o

QF-PCR.

4.3.4.1 Extraccion del ARN mensajero (ARNm).

Como hemos mencionado anteriormente, las muestras que fueron
destinadas a la extracciéon de ARN fueron rapidamente resuspendidas en
Trizol (Gibco/BRL, MD) siguiendo las instrucciones de fabricacidn, y después
congeladas en nitrégeno liquido y almacenadas a -802C. Para continuar con la
extraccion del ARN total de dichas muestras se procedid como se indica a
continuacion. Tras el Trizol se afiadié 0,2 voliumenes de cloroformo por cada
volumen de Trizol. Se agité vigorosamente durante 15 s. Tras una
centrifugacién a 13.000 rpm durante 25 min y a 49C se transfirié la fase
acuosa a otro tubo y se le adiciond 0,5 volumenes de isopropanol por cada
volumen de Trizol utilizado en el paso previo. Se dejo precipitar a -202C

durante toda la noche y tras otra centrifugacién a 13.000 rpm durante 25 min
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a 49C se lavé el precipitado con etanol al 70% (v/v) en agua DEPC. Se volvid a
centrifugar por ultima vez en las mismas condiciones y se resuspendio en 15
uL de agua DEPC. Terminada la fase de extraccién de ARN, se procedid a la
cuantificacién en un SmartSpec 3000 spectrophotometer (Biorad, Barcelona,

Espana).

4.3.4.2 Retrotranscripcion o transcripcion reversa (RT).

El ARNm total extraido de las lesiones endometridsicas, fue purificado
usando un Kit de purificacién (Qiagen) incluyendo un tratamiento con DNase |
para eliminar posibles contaminaciones con DNA gendmico. La cantidad y la
calidad del RNA aislado se evalué mediante un chip de RNA (RNA 6000 Nano
LabChip kit), usando el Agilen 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) y se
confirmaron que todas las muestras tenian un RIN (RNA Integrity Number)
superior a 7. Para evitar pérdidas de material genético se procedio a retro-
transcribir el ARN a ADN complementario (ADNc). Para ello, se tomd 1 ug de
ARN vy se utilizé el Advantage RT-for-PCR kit (Clontech, Palo Alto, CA, EEUU). A
cada muestra se le afiadio 1 pL de oligo-18-dT y agua-DEPC hasta un volumen
final de 13,5 pL y se calenté a 709C durante 2 min para desnaturalizar las
cadenas de ARN y evitar la estructura secundaria de las mismas. Después de
esos 2 min se afadid a cada tubo 6,5 puL de la mezcla de reaccion que
contenia: 4 pL de tampon de reaccion 5X, 1 uL de dNTP mix (10 mM cada
uno), 0,5 uL de inhibidor recombinante de ARNasa, 1 ulL de la transcriptasa
reversa MMLV (Moloney-Murine Leukemia Virus). Completados los 20 plL de
volumen final se procedio a llevar a cabo la reaccién de retro-transcripcion.
Las muestras se incubaron durante 1h a 422C y al final 5 min a 949C para
detener la reaccion y destruir la actividad ADNasa.

El producto final de la retrotranscripcién fue diluido hasta un volumen final de
100 pL con agua-DEPC y almacenado a 4°C hasta su analisis por RT-PCR

cuantitativa.
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4.3.4.3 PCR Cuantitativa fluorescente en tiempo real (RT-QF-PCR).

La técnica de PCR a tiempo real o QF-PCR consiste en la determinacién
ciclo a ciclo de la intensidad fluorescente que generan los fluoréforos unidos
al cDNA en amplificacién. Su principal ventaja con respecto a la PCR
convencional radica en que al poder ser monitorizada durante todo el proceso
evita errores de cuantificacion por saturacion de producto resultante. Ademas
es una técnica de biologia molecular rapida y no necesita el procesamiento

ulterior del producto de PCR, lo que reduce el riesgo de contaminacién.

Desde el punto de vista técnico, existen dos métodos principales de
analisis de PCR cuantitativa que se basan en técnicas de fluorescencia
diferenciadas en la metodologia de deteccién de los productos de PCR. Estos
métodos son:

a) Sondas TagMan: basados en el uso de dos sondas que hibridan en las
secuencias especificas.
b) SYBR Green I: se basa en este fluorocromo intercalante, el cual se une a la

doble cadena de ADN.

Nosotros utilizamos un superarray disponible en el mercado (PAHS-
072E-4; SAP Biosciences, Frederick, Maryland, Estados Unidos). Este
superarray contiene 84 citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento, y

factores inhibidores de la angiogénesis.

Para amplificar la ADNc, todo el volumen de cada uno de las muestras
de RT se verti6 en su totalidad en tubos individuales que contenian un mix de
SYBR Greeen PCR formula magistral (PE Applied Biosystem), nucledtidos, Taq
ADN polimerasa, MgCl2, una reaccion tamponada con SYBR green y agua
destilada. Posteriormente se procedié a pipetear 25 ul de esta mezccla en
cada uno de los pocillos de la placa del superaray. Cada uno de estos pocillos
contenian primers especificos e individuales para amplificacion especifica de

cada uno de los gens d einteres a. La PCR de tiempo real se desarrollé usando
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un termociclador ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (Perkin Elmer
Corp., Norwalk, CT) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Se utilizé
una tapa caliente (1052 C) para evitar la evaporacién del liquido, un paso
inicial de desnaturalizacién a 959C durante 10 minutos. La amplificacion se
llevé a cabo mediante 40 ciclos de 952 C durante 15 segundos y 609C durante
1 minuto. Cada muestra se amplificd en duplicado y se normalizé con respecto
a la media normalizada obtenida de la amplificacion de los 5 genes
constitutivos incluidos en cada placa mediante. Los resultados finales,
expresados como nunmero de veces sobre o Infra expresado (fold change), se
determinaron por el método de 2“ utilizando un software especifico de SAB

Bioscience.

Para determinar si otros productos inespecificos habian sido
amplificados, las muestras de reaccion de la PCR, después de 40 ciclos, fueron
sometidos a un proceso de calentamiento progresivo para estudiar la
extincion de la fluorescencia generada por el SYBR green en lo que se
denomina curva de fusion. La existencia de un Unico pico de maxima extincion
de fluorescencia a temperatura determinada y constante fue indicativa de que
la reaccion de amplificacion habia sido correcta. Aquellas muestras con mas

de un pico se descartaron del analisis por contener contaminacion.

4.4. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico se realizd mediante el programa estadistico Statistical Package

for Social Sciences (SPSS, Chicago, lllinois, Estados Unidos), versién 15.

Los resultados se expresaron como la media + Desviacién Estandar (SD). Se realizé un

Test de Wicoxon para muestras pareadas para determinar las diferencias en el tamafio de las

lesiones y en los niveles de prolactina; y el analisis cuantitativo de los parametros

inmunohistoquimicos (densidad vascular, proliferacién celular, madurez de los vasos
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sanguineos, expresion del DrD2, expresidn y activacion del VEGFR2) se realizé mediante un

test no paramétrico de Mann-Whitney.

El analisis estadistico para los arrays se realizd con el Software especifico SAP

Bioscience. Valores de P < 0,05 se consideraron como estadisticamente significativos.
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5. RESULTADOS
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5.1. Proceso de Reclutamiento, efectos secundarios del

tratamiento y hallazgos laproscdpicos.

5.1.1. Pacientes incluidas.

Inicialmente se preseleccionaron en la Consulta de Ginecologia General del
Hospital Doctor Peset de Valencia 45 mujeres con sospecha de endometriosis segun
los criterios de inclusion comentados anteriormente. Tras realizar la determinacién
sanguinea de PRL, Unicamente 12 de ellas presentaron una hiperprolactinemia,
definida > 30 ng/ml. Por tanto, finalmente Unicamente éstas se incluyeron en el
estudio como mujeres que cumplian todos los criterios. Tras firmar el Consentimiento
Informado del estudio fueron programadas para cirugia en la Unidad de Cirugia Sin

Ingreso del Hospital Dr Peset.

De las 12 pacientes reclutadas inicialmente, 2 fueron excluidas del estudio ya
gue el andlisis anatomopatoldgico de la biopsia peritoneal tomada durante la primera

cirugia no confirmé la presencia de tejido endometridsico.

Posteriormente, 1 paciente abandon el estudio a los 35 dias de iniciar la toma
de quinagolida por intolerancia al tratamiento oral, presentando mareos y ndauseas
como efectos secundarios. Por todo ello Finalmente, fueron 9 las pacientes que

completaron el estudio (n=9) (Fig 8).

La edad de las pacientes oscilaba entre los 27 y los 44 afios, con una media de

edad de 34,3 afios (Tabla 2).
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45 pacientes fueron reclutadas en la Consulta de Ginecologia General con
EDO y sospecha de endometriosis

Tras la realizacion de analitica
hormonal, sélo 12 pacientes

presentan niveles de PRL>30 ng/ml

v

12 pacientes fueron reclutadas en la Consulta de Ginecologia General
con diagnodstico de endometriosis e hiperprolactinemia

Se excluyen 2 pacientes

12 Laparoscopia . por ausencia de tejido

endometridsico en la
biopsia peritoneal.

Inicio del tratamiento

1 paciente abandona el
estudio por intolerancia
al tratamiento oral.

2% laparoscopia

(n=9)

Figura 8. Proceso de inclusion de las pacientes: este esquema ilustra el proceso de
reclutamiento, que inicialmente se inicid con 45 pacientes. Tras excluir las pacientes
normoprolactinémicas, aquéllas en las que no se hallé tejido endometridsico durante la
primera laparoscopia y la unica paciente que abandond el estudio por intolerancia al
tratameinto, finalmente 9 pacientes completaron el estudio.
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5.1.2. Efectos secundarios.

A lo largo de las entrevistas mensuales con las pacientes, se les pregunté acerca

de las reacciones adversas presentadas al farmaco. En caso de existir algun efecto

secundario, la intensidad de éste era puntuado por las pacientes del 1 al 3, segun

fuesen leves (1, expresado como +), moderados (2, expresado como ++) o graves (3,

expresados como +++). Los efectos secundarios mas frecuentemente observados

fueron las nauseas y los mareos (Tabla 2). No se observaron efectos adversos

mayores.
CASO | EDAD | ASRM | ASRM CA 125 EN CA 125 EN EFECTOS ADVERSOS
ANTES | DESPUES | SANGRE SANGRE DEL TRATAMIENTO
(Ul/ml) (Ul/ml)
ANTES DESPUES
1 44 \ | 79.7 22 Ndauseas +; Mareos ++
2 33 v Il 39.5 24.1 S
3 27 \Y) | 45.3 204 Nauseas +; Mareos ++
4 36 v 1] 80.6 29.9 Mareos +++
5 36 v Il 41.2 24.9 Nauseas +
6 30 v Il 24.3 25.9 S
7 36 1] I 315 15.5 S
8 36 \Y) | 45.9 31.1 Nauseas ++; Mareos ++
9 31 1] I 23.4 13.6 S

+: intensidad leve

++: intensidad moderada

+++: intensidad grave

=: Ningun efecto secundario

Tabla 2. Caracteristicas y determinacion de pardmetros clinicos de interés de las
pacientes incluidas en el estudio. Podemos observar los cambios en el estadio de la
enfermedad segun la clasificacion de la ASRM modificada en 2007, la evolucidn en los
valores del marcador tumoral Ca 125 antes de empezar el tratamiento y al final del
estudio, y finalmente las reacciones adversas a la quinagolida presentadas en las
pacientes. En las entrevistas mensuales se preguntaba a las pacientes acerca de la
aparicion de algun efecto secundario, y en caso de presentarlo, se puntuaba sobre 3

la intensidad de éste.
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5.1.3 Hallazgos laparoscopicos.

De las 9 mujeres que completaron el estudio, tras someterse a la primera
laparoscopia se vido que 5 de ellas presentaban una endometriosis ovarica bilateral,
mientras que 4 mujeres presentaban quistes a nivel de un solo ovario. A todas ellas se
les realizd una cirugia conservadora, practicando una quistectomia uni o bilateral en

funcion de los hallazgos operatorios.

Atendiendo a la Clasificacién Revisada de la Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva (ASRM, 1997), en la primera laparoscopia 7 de las 9 pacientes
presentaban una endometriosis grave o grado IV, y 2 de ellas, una endometriosis
moderada o grado lll. En todas ellas hubo que hacer adhesiolisis para liberar las
adherencias que presentaban durante esta primera intervencion. Tras el tratamiento,
se pudo evidenciar en la segunda laparoscopia que Unicamente 1 paciente presentaba
endometriosis moderada o grado lll, a expensas de adherencias densas en trompas y
ovarios que se liberaron con diseccién roma. De nuevo atendiendo a la clasificacidon
ASRM, 3 pacientes presentaban endometriosis leve o grado I, realizandose adhesiolisis
de las adherencias laxas en 2 de ellas, y 5 mujeres presentaron una endometriosis
minima o grado |, sin adherencias (Tabla 2). Obviamente, este cambio en la severidad
de la enfermedad que presentaban no se debe exclusivamente al tratamiento con
quinagolida, ya que la cirugia practicada en primera instancia ya redujo
sustancialmente el grado de endometriosis en cada paciente. No obstante, también es

cierto que en ninguna de ellas observamos recidiva de los quistes ovaricos.

Ninguna de las mujeres requirid ingreso tras la primera cirugia, ni tampoco tras
la segunda laparoscopia. No se produjo ninguna complicacion derivada del acto

quirurgico o anestésico en ninguna de las dos intervenciones.
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5.2 Control interno y seguimiento.
5.2.1 Biopsias endometriales.

Las muestras endometriales obtenidas mediante biopsia aspirativa con canula
de Cournier durante la primera y segunda laproscopia confirmaron que ambos
procedimientos se realizaron durante la fase proliferativa del ciclo en todas las
pacientes. De esta forma se pudo observar la histologia tipica del endometrio
proliferativo: glandulas tubulares estrechas, con un epitelio cilindrico mas o menos
alto y pseudoestratificado segin el momento del ciclo, que se extiendia desde la capa
basal hacia la superficie endometrial, con una actividad mitética marcada y creciente,
tanto en el epitelio como en el estroma, y un estroma de tipo sincitial laxo
prominente. Recorriendo el estroma se vieron vasos espirales que se extiendian
hasta un punto inmediatamente por debajo de la membrana de unién al epitelio,

donde se observaba una red capilar laxa.

5.2.2 Determinacion de prolactina: cumplimentacion del tratamiento.

El régimen de tratamiento de la quinagolida disefiado para el estudio, como
hemos comentado anteriormente, seguia una pauta de titulacion. El tratamiento
comenzaba con un comprimido de 25 pg al dia durante los primeros 15 dias, seguidos
de 50 ug al dia (2 comprimidos de 25 ug) los siguientes 15 dias. A partir del primer
mes, la dosis era de 75 pg al dia, la cual se mantenia hasta finalizar el periodo de
tratamiento para el estudio. Todas las pacientes cumplimentaron el tratamiento
adecuadamente, excepto una, que, como hemos comentado anteriormente, abando
el estudio por nauseas y vomitos al aumentar la dosis a 75 pg al dia, quedande

finalmente una n=9.

La cumplimentacion del tratamiento se comprobd mediante entrevista mensual

con las pacientes, y determinacién de PRL en suero. De esta manera, se pudo
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observar un descenso de los niveles sanguineos de PRL por debajo del limite

considerado para la normalidad segin nuestro laboratorio (<20 ng/ml) tras la

laparoscopia e inicio del tratamiento, asi como el mantenimiento de estos niveles a lo

largo del seguimiento (Tabla 3 y Figura 9), lo cual interpretamos como signo indirecto

que demostraba una adecuada cumplimentacion de la toma de la medicacién.

PRL (ng/ml) PRL (ng/ml) PRL (ng/ml)
PRE-QX POST-QX POST-QX
1 month 3 months
CASO 1 54 <1 1
CASO 2 30.2 9.1 6.4
CASO 3 37.7 <0.6 <0.6
CASO 4 102 1 1.1
CASO 5 128 48 28.6
CASO 6 36 1.6 <0.6
CASO 7 91 15.1 15.1
CASO 8 266 1.1 1.1
CASO S 238 6.5 3.1

Tabla 3. Valores de Prolactina durante el estudio. PRE-QX: valores de prolactina determinadas

antes de la primera cirugia. POST-QX 1 mes: niveles sanguineos de prolactina, determinados

durante la visita de seguimiento, 1 mes después del inicio del tratamiento con quinagolida.

POST-QX 3 meses: valores séricos de prolactina determinados en la visita de seguimiento a los

tres meses de iniciar el tratameinto con quinagolida . Podemos observar una clara disminucion

al primer mes de iniciado el tratamiento, asi como la persistencia de los valores descendidos

con el seguimiento a tres meses.

132



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”
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Figura 9. Representacion grdfica de los niveles séricos de prolactina obtenidos en las nueve
pacientes incluidas en el estudio en diferentes momentos a lo largo de su seguimiento. Las
pacientes iniciaban el tratamiento con quinagolida una semana después de la primera
laparoscopia (QX). PRE-QX: valores de prolactina determinadas antes de la primera cirugia.
POST-QX 1 mes: niveles sanguineos de prolactina, determinados durante la visita de
seguimiento, 1 mes después del inicio del tratamiento con quinagolida. POST-QX 3 meses:
valores séricos de prolactina determinados en la visita de seguimiento a los tres meses de
iniciar el tratameinto con quinagolida. Podemos observar como los valores de Prolactina se
normalizan en todos los casos por debajo de los 20ng/ml tras un mes de tratamiento, y
permanecen en estos niveles a lo largo de todo el sequimiento. Las diferencias en los valores
obtenidas antes de la cirugia y al mes y los tres meses, fueron estadisticamente significativas,
analisis estadistico mediante Test de Wilcoxon para datos pareados: **P<0.01.

133



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”

5.3. Cambios macroscopicos: Efecto del tratamiento sobre

el nimero, tamano y morfologia de las lesiones.

Todas las lesiones de interés que se biopsiaron durante la primera laparoscopia
en las nueve mujeres que completaron el estudio, asi como las que se dejaron
referenciadas para su analisis posterior durante la segunda laparoscopia, eran lesiones

rojas y activas, tras confirmacion mediante analisis histoldgico.

Cuando se realizé la comparacion macroscopica de las lesiones referenciadas,
se observé como en 2 de las 9 pacientes habian desaparecido por completo todas las
lesiones (Figuras 10 y 11). En 3 casos observamos cémo algunas de las lesiones habian
desaparecido por completo, mientras que las que persistian habian reducido su
tamafio significativamente (Figura 12). En las pacientes restantes, 4 casos, no pudimos
comprobar desaparicion de ninguna de las lesiones, aunque si una disminucién del

tamafio en todas excepto una, respecto de la primera laparoscopia.

Figura 10. Estas dos imdgenes ejemplifican uno de los casos en los que la lesion que se
dejo referenciada en la primera cirugia (A), habia desaparecido tras el tratamiento con
quinagolida en la sequnda laparoscopia (B). El circulo negro marca en la primera imagen
la lesion que se dejo referenciada, y en la segunda, nos indica el lugar en el que

esnerarinmns haher encontrado la lesion.
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Figura 11. Como en las imdgenes anteriores, éste se trata de otro de los casos en los que
tras el tratamiento con el agonista dopaminérgico quinagolida (B), la lesion referenciada en
la primera cirugia (A), habia desaparecido.

Figura 12 En estas dos imdgenes podemos ver las lesiones peritoneales que se dejaron
durante la primera cirugia (dentro del circulo) para su posterior evaluacion (A); y como en la
segunda laparoscopia (B) se observaba que algunas habian desaparecido por completo (la
flecha sefiala el lugar en el que se encontraba la lesion inicialemente) y las que permanecian
lo habian hecho a coste de reducir su tamaiio (lesion dentro del circulo en B).
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Para analizar de forma objetiva la reduccion total de superficie de tejido
endometridsico obtenido tras la toma de la quinagolida, consideramos todas las
lesiones globalmente, y analizamos la superficie de éstas antes y después del

tratamiento.

Durante la primera etapa, en la primera laparoscopia, se dejaron referenciadas
en total 23 lesiones rojas, de las cuales, durante la segunda etapa sdlo se pudieron
recuperar un total de 15 lesiones rojas, ya que 8 de las 23 habian desaparecido por
completo. De las 15 lesiones biopsiadas en la segunda laparoscopia, 1 de ellas era de
mayor tamafio que antes del tratamiento, 1 no habia modificado su tamarfio

significativamente, y las 13 restantes habian reducido su tamario (Fig 13).

En cuanto a los cambios en la superficie de tejido endometridsico tras el
tratamiento, considerando que las 8 lesiones desparecidas suponian una reduccion del
100% de la superficie, la media de la superficie total del tejido endometridsico
referenciado durante la primera laparoscopia en el conjunto de las nueve mujeres se
redujo en un 69.5% (de 36.09 + 20.56 mm? durante la primera laparoscopia, a 11.57 +

12.54 mm?® en la segunda laparoscopia); p<0.05 (Fig 14).
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Figura 13: En este grdfico se representa la superficie de cada una de las lesiones
referenciadas durante la primera laparoscopia (L1) asi como el tamafio de estas mismas
lesiones durante la segunda laparoscopia (L2) y tras 20 semanas de tratamiento con
quinagolida). El cdlculo del drea de cada lesion se determind objetivamente mediante
mediante el software de andlisis de imagen Image-Pro Plus y se expresé en mm2 tal y como
se muestra en el eje de ordenadas Y) . Cada una de las 23 lesiones rojas referenciadas
durante la primera laparoscopia se considera un “caso” y se representa mediante un
numero de serie. Cabe destacar que, de las 23 lesiones referenciadas durante la primera
laparoscopia, 8 habian desaparecido en la segunda laparoscopia (valor 0 en el eje de
ordenadas), una habia aumentado de tamariio (lesidn identificada como serie 22), otra habia
mantenido su tamafo (lesion identificada como serie 5), y el resto habian reducido su
tamanfo. El test utilizado para comparar estadisticamente el tamafo de las lesiones antes
(L1) y después (L2) del tratamiento con quinagolida fue un Test de Wilcoxon para muestras
pareadas: *p<0. 05.
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Figura 14. En este grdfico de barras se representa la media + DS del drea de la superficie
de las lesiones endometridticas referenciadas durante la primera laparoscopia (L1) asi
como el tamafio de estas mismas lesiones durante la sequnda laparoscopia (L2) tras 20
semanas de tratamiento con quinagolida). El tamafio de las lesiones fue medido
mediante el software Image-Pro Plus sobre las imdgenes procedentes de los videos de las
intervenciones y se expresé en mm”. Cabe destacar que la media de la superficie total del
tejido endometridsico referenciado durante la primera laparoscopia en el conjunto de las
nueve mujeres se redujo en un 69.5% tras el tratamiento con quinagolida. Para el andlisis
comparativo estadistico utilizamos el Test de Mann Whitney, *P<0.05.
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5.4. Cambios microscopicos.

5.4.1. Cambios histoldgicos.

Cuando analizamos la histologia de las biopsias de las lesiones
peritoneales obtenidas durante la primera cirugia pudimos observar como
éstas mostraban un patrén histoldgico tipico de la endometriosis peritoneal
fuertemente organizado. Dicho patrén se caracteriza por tejido glandular
dispuesto en su mayoria de manera circular, dejando un espacio central
ocupado por las secreciones glandulares. Asimismo y como parte de dicha
estructura altamente cohesionada, se encontraba el estroma, organizado, con

presencia de fibroblastos y estroma no celular ocupando el espacio intercelular.

En 15 de las biopsias peritoneales obtenidas durante la segunda
laparoscopia, observamos que el tipico patrén constituido por glandulas vy
estroma fuertemente organizado habia desparecido, y en su lugar encontramos
una matriz estromal laxa, escasa, y con poca celularidad (Fig 15). Esos indicios
eran claramente indicativos del inicio en la regresiéon del tejido endometridsico.
En apoyo de este argumento cabe recordar que 8 de las 23 lesiones ni siquiera
pudieron ser encontradas pues habian desparecido después del tratamiento

con quinagolida.
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Figura 15. En estas imdgenes se muestra un ejemplo ilustrativo de la hiostologia con tincion
de Hematoxilina-Eosina obtenida de las lesiones rojas antes (L1) y de lesiones referencias
obtenidas después (L2) del tratamiento. En las imdgenes A 'y B, a un aumento de 10 campos
(x10), podemos observar la histologia tipica de las lesiones rojas endometridsicas, con el
componente glandular endometrial envuelto por gran cantidad de sangre. Las imdgenes Cy
D muestran las mismas lesiones a mayor aumento (x40). Notese como la muestra inicial (C)
presenta un epitelio glandular bien organizado y un estroma densamente celular, mientras
que la biopsia posterior (D), el estroma es mds laxo, y pobre en células, presentando un
epitelio glandular poco organizado y con pérdida de su estructura tipica.
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5.4.2 Cambios inmunohistoquimicos:

Los cambios inducidos por el farmaco en los pardmetros

inmunohistoquimicos de interés se describen a continuacion:

5.4.2.1 Vascularizacion

Como hemos mencionado anteriormente, se utiliz6 el marcador
endotelial CD31 para la deteccion de endotelio, y asi poder estudiar los cambios
a nivel de la densidad vascular ejercidos por el farmaco quinagolida (fig 16).
Vemos como en las imagenes los vasos sanguineos aparecen tefiidos
intensamente de color marrdn, mostrando la vascularizacion del tejido en cada
caso. En ambos se observa una distribucion homogénea. Aunque, como
podemos apreciar en las imagenes, la cantidad de vasos sanguineos tenidos
aparentemente es mayor antes del tratamiento, tras el analisis cuantitativo
realizado con el sistema de analisis Image-Pro Plus no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el drea de vascularizacion antes y después del

tratamiento (p = 0,58) (Fig 17).

L1 L2
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Figura 16. Imdgenes ilustrativas de inmunohistoquimia para el estudio de la vascularizacion.
En ellas se muestran la lesiones con la tincién inmunohistoquimica para el anticuerpo CD31
antes (L1) y después del tratamiento (L2) a 40 aumentos (x40). Los vasos sanguineos
aparecen tefidos de color marron.
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Figura 17. Este grdfico de barras muestra el andlisis cuantitativo de vascularizacion a partir
de las dreas con tincidn positiva para el antigeno CD31 obtenidas en secciones de la lesion a
estudio antes (L1) y después (L2) del tratamiento con quinagolida. Los resultados se
representan como la ratio drea tefiida para el antigeno CD31/drea total del tejido analizado
multiplicado por 100. No se detectaron diferencias estadisticamente significativa de la
vascularizacion en las lesiones endometridticas después del tratamiento con quinagolida
(p=0,58).
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5.4.2.2 Proliferacion celular.

Para el estudio de la proliferacién celular se utilizé el anticuerpo
monoclonal frente al antigeno nuclear Ki67. En las imagenes procedentes
de lesiones antes (L1) y después (L2) del tratamiento (Fig 18), se observan
las células que presentan actividad proliferativa con una tincién nuclear
marrdn oscuro frente a la tincidn violacea de los nucleos de las células no
proliferativas. Se observa una menor cantidad de nucleos tefidos tras la
administracion de quinagolida. No obstante, tras el andlisis cuantitativo
realizado con el sistema de analisis Image-Pro Plus no se observaron

diferencias estadisticamente significativas (p = 1,0) (Fig 19).

L1 L2

Figura 18. Imdgenes de inmunohistoquimia para el estudio de la vascularizacion. En
las imdgenes se representan las muestras con la tincion inmunohistoquimica para el
antigeno nuclear Ki67 antes (L1) y después del tratamiento (L2) a 40 aumentos (x40).
Podemos distiguir las células proliferativas como positivas para el Ki67, mostrando el
nucleo tefido de marrdn.
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Figura 19. Este diagrama de barras muestra el andlisis quantitativo de las dreas con tincion
positiva para el antigeno nuclear ki67 respecto el total del drea de lesion a estudio antes (L1)
y después (L2) del tratamiento con quinagolida. Los resultados se representan como la ratio
drea tefiida para el antigeno Ki67/drea total del tejido analizado multiplicado por 100.
Podemos ver como se pudo observar una disminucién de la proliferacion vascular en las
lesiones endometridticas después del tratamiento con quinagolida, aunque ésta no fue
estadisticamente significativa (p=1).

5.4.2.3 Madurez de los vasos sanguineos.

La madurez de los vasos sanguineos fue determinada de forma
manual por el operador a través del contaje de numero de vasos maduros
(CD31+/a-SMA+), con presencia de pericitos a su alrededor, e inmaduros
(CD31+/a-SMA-), vasos de reciente formacién carentes de pericitos en su
estructura. En la figura 20 podemos observar las imagenes procedentes
de cortes antes (L1) y después (L2) del tratamiento. Los vasos maduros
presentan una tincion doble (verde fluorescente para el endotelio y rojo
para los pericitos), mientras que los inmaduros aparecen con una tincién
Unica verde fluorescente. Podemos ver como en la muestra procedente

de tejido tras el tratamiento, se encuentran muy escasos Vvasos
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inmaduros respecto del total. Sin embargo, tras el analisis cuantitativo, no

se observaron diferencias estadisticamente significativas (p = 0,429) (Fig

21).

Figura 20. Imdgenes de inmunofluorescencia para el estudio de Ila
neoangiogénesis. En las imdgenes se representa la coexpresion CD31/aSMA en las lesiones
antes (L1) y después (L2) del tratamiento con quinagolida (x20). Se utiliz6 un marcador
endotelial, el CD31, (fluoresecencia verde) para marcar de forma global (tanto maduros
como inmaduros) los vasos sanguineos. Los vasos maduros se identificaron mediante
inmunofluorescencia de (a-SMA), (fluorescencia roja). El color amarillo es producto del
solapameinto de ambas. Tras la cuantificacion no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre las dos muestras (p= 0,429).
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Figura 21. Este diagrama de barras muestra el andlisis quantitativo de las dreas con tincion
positiva para CD31/negativa para SMA respecto el total del drea de lesion a estudio antes
(L1) y después (L2) del tratamiento con quinagolida, en fotografias tomadas a 40 aumentos y
analizadas mediante el programa especifico Image-Pro Plus. Los resultados se representan
como la ratio drea tefiida para el antigeno CD31/negativo SMA respecto del total del drea del
tejido analizado multiplicado por 100. Podemos ver como se pudo observar una disminucion
de la neoangiogénesis en las lesiones endometridticas después del tratamiento con
quinagolida, aunque ésta no fue estadisticamente significativa (p=0,429).

5.4.2.4. Expresion del DrD2.

Al comparar las muestras procedentes de ambas cirugias para analizar las
diferencias en cuanto a la expresién del DrD2, pudimos observar como la tincién
para los anticuerpos especificos contra el receptor D2 mostrd, en las imagenes
procedentes de la segunda laparoscopia, tras el tratamiento, una sefial punteada

y con una clara regulacion a la alta, inducido por el tratamiento con quinagolida
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(Fig 22). Esta diferencia con las muestras procedentes de las pacientes antes del

tratamiento fue estadisticamente significativa (p < 0.05) (Fig 23).

r
~

Figura 22. Imdgenes de inmunohistoquimia para la determinacion de la expresion del
receptor tipo 2 de la Dopamina. Las células que expesan DrD2 aparecen tefiidas de color
marrdn. Podemos observar claramente como la cantidad de células que expresan el DrD2
tras el tratamiento con quinagolida (L2) es mucho mayor que antes del tratamiento (L1).
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Figura 23. Este diagrama de barras muestra el andlisis quantitativo de las dreas con tincion
positiva para el receptor tipo 2 de la Dopamina (DrD2) respecto el total del drea de lesion a
estudio antes (L1) y después (L2) del tratamiento con quinagolida. La cuantificacion se
realizé a partir de fotografias ilustrativas de las tinciones tomadas a 40X y se analizaron
mediante el programa especifico Image-Pro Plus. Los resultados se representan como la
ratio (drea tefiida para el receptor DrD2/drea total del tejido analizado) y multiplicado por
100. Nétese el incremento del parémetro de estudio en L2 vs L1. *P<.05.

5.4.2.5 Expresion y activacion VEGFR2.

Tanto en las muestras obtenidas antes (L1) como en las de después del
tratamiento (L2), la sefial que obtuvimos para el VEGFR2 fuen muy buena, si bien
es cierto que a simple vista se pudo observar una franca disminucién de éste en
las muestras procedentes de la segunda cirugia (Fig 24). En en el andlisis de las
diferencias de la expresién del VEGFR2, observamos que la densidad de sefial
para éste tras el tratamiento se habia reducido a la mitad (p< 0,05) (Figura 25). A
pesar de utilizar un nivel muy alto de anticuerpo primario (1:10), las sefiales
obtenidas para el VEGFR2-Tyr1054 y para el VEGFR2-Tyr1212 fueron tan débiles,
gue las imagenes obtenidas tanto en L1 como L2 no permitieron al software
Image-Pro Plus discriminar las sefiales positivas sobre el resto de la tincion.
Debido pues a que las sefiales correspondiente a VEGFR2-Tyr1054 y VEGFR2-

Tyr1212 no pudieron ser cuantificadas, procedimos a descartar estos parametros
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del estudio. La tincion para EI VEGFR2-Tyr 951, en cambio, proporciond una seiial
clara en las muestras de la primera cirugia, asi como una seiial, de menor
intensidad pero todavia detectable, en las muestras procedentes de la segunda
laparoscopia (Fig 26). Gracias a ello se pudo observar la disminucion,
practicamente al 50%, de la fosforilacion del VEGFR2-Tyr 951 (Fig 26 y 27).
Observamos que la disminucion en la intensidas de Tyr-951, hasta en un 50 %,
acaecia en paralelo a la reducciéon a la mitad de la intensidad de sefial del
VEGFR2 (Fig 24 y 25). Esto pareceria indicar, por tanto, que la disminucion en la
actividad (fosforilacion) del VEGFR2 estaria reflejando simple y llanamente una

reduccion en la expresion del VEGFR2.
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Figura 24. En estas imdgenes observamos la tincion inmunohistoquimica para el Receptor
tipo 2 del VEGF (VEGFR2), antes (L1) y después (L2) del tratamiento con quinagolida
(x40). En ambos casos podemos encontrar una marcada expresion del receptor en el
tejido procedente de las lesiones endometridsicas, aunque tras el tratamiento parece
apreciarse a simple vista una disminucion en esta expresion.
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Figura 25. Este grdfico de barras muestra el andlisis quantitativo de las dreas con tincion
positiva para el Receptor tipo 2 del VEGF respecto el total del drea de lesion a estudio
antes (L1) y después (L2) del tratamiento con quinagolida, en fotogtafias tomadas a 40
aumentos y analizadas mediante el programa especifico Image-Pro Plus. Los resultados
se representan como la ratio (drea tefiida para el receptor VEGFR2/drea total del tejido
analizado) multiplicado por 100. Podemos observar como, a pesar que la expresion del
VEGFR2 estaba presente de forma significativa en ambos tipos de lesiones, se pudo
demostrar una disminucion de ésta en el tejido sometido al tratamiento con quinagolida
de forma estadisticamente significativa. *P<.05.
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Figura 26. Imagen ilustrativa que muestra tincion (color marron-negro parduzco) para el
VEGFR2 fosforilado especificamente en la tirosina en posicion 951 (VEGFR2-Tyr 951) antes
(L1) y después (L2) del empleo de quinagolida. Las secciones fueron ligeramente tefiidas con
hematoxilina como contraste. Podemos observar una tincion para VEGFR2 tyr951 débil pero
todavia distinguible en ambos casos. Se aprecia una aparente reduccion en el numero de
células marcads asi como en la intensidas de la tincion en las lesiones obtenidas tras el
tratamiento.
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Figura 27. Este grdfico de barras muestra el andlisis quantitativo de las dreas con tincion
positiva para el VEGFR2 fosforilado en la tirosina en posicion 951 (VEGFR2"*?) respecto el
total del drea de lesion a estudio antes (L1) y después (L2) del tratamiento con quinagolida,
en fotogtafias tomadas a 40 aumentos y analizadas mediante el programa especifico Image-
Pro Plus. Los resultados se representan como la ratio (drea tedida para el receptor
VEGFR2"*/érea total del tejido analizado) multiplicado por 100. Podemos observar como, a
pesar que la expresion del VEGFR2'*! es débil en ambos tipos de lesiones, ocupando una
pequefia drea respecto del total, ésta se reduce prdcticamente a la mitad después del
tratamiento, de forma estadisticamente significativa. *P<.05.

5.5 Resultados del PCR Superarray de genes implicados en la
inflamacion y la vascularizacion en tejido procedente de las

lesiones endometriosicas.

Por ultimo, uno de los objetivos de nuestro estudio era analizar los cambios en
la expresion génica de los factores implicados en la angiogénesis y en los procesos

inflamatorios a nivel molecular, mediados por la accion de la quinagolida.

Para ello, se realiz6 un superarray PCR con 16 muestras de cDNA, 9
procedentes del material obtenido por biopsia peritoneal en cada una de las

laparoscopias iniciales realizadas a las 9 pacientes incluidas en el estudio, y 7 con las
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muestras obtenidas por biopsia de las lesiones peritoneales durante la segunda
laparoscopia en las 7 pacientes en las que encontramos lesiones. Hay que recordar que
en dos pacientes desaparecieron por completo las lesiones endometridsicas tras el
tratamiento con quinagolida por lo que se utilizd una placa de superarray para cada
una de las muestras individuales. En concreto el array que utilizamos se encuentra
comercialmente disponible en el mercado (PAHS-072E-4 de SAP Biosciences, Frederick,
Maryland, EEUU) y consiste en una placa de PCR que contiene los primers para
amplificar un panel de un total de 84 citoquinas, quimiocinas, factores de crecimiento

y factores inhibidores de la angiogénesis.

La comparacion de las 9 muestras iniciales frente las 7 muestras procedentes
de la segunda laparoscopia y su posterior analisis estadistico revelé que el tratamiento
con quinagolida habia dado lugar a una inhibicion en la expresidon génica,
estadisticamente significativa, de 5 genes implicados en la angiogénesis (Serpina 1,
CCL2 (Quimioquina ligando 2), VEGF, AGGF1 (Angiogenic factor with G patch and FHA
domains), RUNX1 (Runt-related transcription factor 1)), y a una sobreexpresiéon génica,
también estadisticamente significativa, de uno de ellos CXCL10 (C-X-C motif

chemokine).
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MAGNITUD Y SENTIDO DE LA
VALOR DE P VS EL CONTROL REGULACION TRAS EL
TRATAMIENTO

SERPINA 1 .03254: -19.8491
AGGF1 .0376* -3.1984
ccL2 .04389* -6.1199
VEGF .04428: -5.8199
CXCL10 .04770* 6.7693
RUNX1 .04901* -4.3878
CXCL12 08206 -3.3952
BTG1 .086207 -3.3776
FST .10483 -3.0136
RHOB .12902 -1.7303
FGFBP1 .15187 -3.0283
FGF1 .165346 -2.5955
SERPINF1 .183201 -1.9339
STAB .19273 -5.4869

Tabla 4. Andlisis estadistico para la identificacion de genes regulados por el tratamiento
con quinagolida en el ADN de las muestras procedentes de lesiones peritoneales
obtenidas en las laparoscopias L1 y L2, tras la realizacion de QF-PCR utilizando un
superarray (PAHS-072E-4). En esta tabla se muestran los 14 genes que sufrieron mayor
regulacion, de entre las 84 citoquinas implicadas en los procesos de inflamacion y
angiogénesis incluidas en el kit del superarray PAHS-072E-4, disponible en el mercado y
empleado en nuestro estudio. Los genes se han ordenado en la tabla en la primera columna
segun su valor de P, en sentido creciente ( valor de P situado en la columna central). Un
valor de P menor indica mayor probabilidad de que la regulacién sufrida por un determinado
gen no sea debida al azar. La tercera columna muestra la regulacion experimentada a la
alza (valores positivos), o a la baja (valores negativos) de los genes procedentes de las
lesiones peritoneales tratadas con quinagolida (L2) respecto de aquellos procedentes de las
lesiones no tratadas (L1).° P<.05
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6. DISCUSION
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La endometriosis es una enfermedad con elevada prevalencia en la poblacién
de mujeres en edad fértil (Goldstein y cols, 1980; Eskenazi y cols, 1997; Gazvani y cols,
2002), que cursa con dolor pélvico crénico, dismenorrea, sangrados irregulares e
infertilidad, principalmente (Goldstein y cols, 1980; Eskenazi y cols, 1997). Esta
sintomatologia causa una merma en la calidad de vida de la paciente (D’Hooghe T y
cols, 2006) y un gran gasto en términos econdmicos y sociales (Simoens y cols, 2007),
de lo que se deriva su gran importancia. Esto, unido a las multiples cuestiones que se
desconocen o estan en controversia en relacién a la enfermedad, justifica el enorme
interés que despierta a nivel cientifico e investigador. Una de las cuestiones en
controversia es el debate entre el tratamiento médico y quirudrgico, conviertiéndose en
tema reiterado de estudio el hecho de hallar el abordaje farmacolégico capaz de tratar
la enfermedad y disminuir las recidivas, tratando de maximizar el uso de los

tratamientos médicos sobre los tratamientos quirdrgicos de repeticion.

Dentro de los tratamientos médicos, los mas utilizados en la actualidad son los
tratamientos hormonales antiestrogénicos, administrados en base a las caracteristicas
hormonodependientes de la endometriosis (Speroff y Fritz, 2006). Ninguno de ellos, no
obstante, se ha mostrado completamente satisfactorio (Mihalyi y cols, 2006). En
cambio tienen efectos secundarios derivados de su accion hormonal, induciendo
muchos de ellos una menopausia artificial durante su uso, sofocos, efectos deletéreos
sobre la densidad mineral ésea, entre otros (Surrey, 2006; Crosignani y cols, 2006;
Fedele y Berlanda, 2004). Ademas, interfieren claramente en la capacidad reproductiva
de las pacientes (Olivares y cols, 2008). Si ademas consideramos que nos referimos a
una enfermedad crénica que necesita de tratamiento a largo plazo (Rice, 2002; Valle y

Sciarra, 2003), estos problemas adquieren mayor magnitud.

Por ello, nuestra motivacion inicial para este trabajo fue encontrar una terapia
no hormonal que fuese eficaz en el tratamiento de la endometriosis. Todo ello
teniendo en cuenta que administrado de forma continuada y crénica, como requiere
esta enfermedad, no presentase los efectos secundarios descritos anteriormente
caracteristicos de las terapias hormonales.

Nuestro punto de partida en esta busqueda se inicié con el conocimiento del

hecho de que existian compuestos capaces de inhibir la angiogénesis, requisito
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fundamental para el establecimiento y desarrollo de la endometriosis (Nap y cols,
2004), inhibiendo el sistema VEGF/VEGFR2. Los agentes angioestaticos se
desarrollaron inicialmente en el campo de la oncologia. En humanos el Avastin, un
anticuerpo humanizado anti-VEGF, demostré una disminucion de la angiogénesis en
pacientes oncoldgicas (Ferrara, 2002; McCarthy, 2003). Desafortunadamente, los
efectos secundarios que se derivan de su accion dificilmente serian tolerables
éticamente en mujeres con patologias angiogénico-dependientes no tumorales como
la endometriosis (Via y cols, 2000). No obstante, los ensayos realizados con estos
compuestos en modelos animales de endometriosis consiguieron demostrar una
reduccion significativa de los implantes endometridsicos de los animales tratados (Hull
y cols, 2003; Nap y cols, 2004). Estos hallazgos confirmaban su utilidad en el
tratamiento de la endometriosis y suponian, por tanto, nuestro punto de partida para
la busqueda de una droga menos toxica pero igualmente efectiva de modo que
permitiera su uso terapéutico en humanos.

Por ello, habia que buscar compuestos que fuesen capaces de inhibir el sistema
VEGF pero de una forma no téxica. En este sentido, Gdmez y cols iniciaron en 2002 una
sucesion de estudios sobre el SHO y su tratamiento mediante inhibidores sistema
VEGF/VEGFR2. Estos desembocarian en el hallazgo, en 2006, de que los agonistas del
receptor D2 de la dopamina como Bromocriptina y Cabergolina eran capaces de
revertir el proceso de incremento de permeabilidad mediado por la sobrexpresién de
VEGF (Gomez y cols, 2006). Posteriormente la Cabergolina se confirmd como un
tratamiento exitoso para el SHO en humanos (Alvarez y cols, 2007).

Estos trabajos mostraban pues cdmo se podia inhibir el VEGF/VEGFR de forma
no toxica, y sentaba las bases para su aplicacion en el tratamiento de la endometriosis,
inhibiendo la angiogénesis de las lesiones a través del bloqueo del sistema
VEGF/VEGFR2. Tomando como punto de partida los hallazgos encontrados por Gémez
y Alvarez, Novella-Maestre y colaboradores pusieron en marcha una serie de trabajos
con el objetivo de demostrar esta hipdtesis, empleando un modelo animal heterdlogo
de endometriosis. En este trabajo se demostrd que el uso de Cabergolina (Cb2), un
agonista dopaminérgico, produce una disminucion del tamano de las lesiones activas y
una disminucion significativa del indice proliferativo (Novella-Maestre y cols, 2009), asi

como un cambio en el aspecto microscoépico hacia lesiones con menor celularidad
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(Novella-Maestre y cols, 2009). Al mismo tiempo se comprobd que la Cabergolina
inducia una disminucién en la expresion de los factores proangiogénicos como VEGF y
del nivel de fosforilaciéon del VEGFR-2, ademas de un aumento de la expresion de
marcadores anti-angiogénicos como Angiopeptina 1 (Ang-1), (Novella-Maestre y cols,
2009).

En un estudio posterior el grupo de Delgado-Rosas y cols (Delgado-Rosas vy cols,
2011) y empleando el mismo modelo animal que Novella y cols, demostré que otro
agonista dopaminérgico D2 distinto de la cabergolina como la quinagolida era
igualmente eficiente en la disminucién de las lesiones endometridsicas confirmando
las hipdtesis inicial del grupo de Novella et al.

Animados pues por el hecho de poder disponer de un tratamiento no
hormonal, antiangiogénico y no toxico, que habia demostrado su eficacia en el
tratamiento de la endometriosis en animales, nos propusimos realizar este trabajo

para estudiar si estos mismos resultados se podian trasladar a los humanos.

Por tanto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar, por primera vez, el
efecto del tratamiento con el agonista-DrD2 dopaminérgico quinagolida sobre el
tamarfio de las lesiones endometridsicas peritoneales de mujeres con endometriosis. Al
mismo tiempo, hemos analizado el efecto de este farmaco sobre los procesos de

angiogénesis, con especial atencién al sistema VEGF/VEGFR2.

A continuacion nos dispondremos a explicar los resultados obtenidos en base a

los parametros utilizados para evaluar los efectos del farmaco a diferentes niveles:

En primer lugar, quisimos analizar los efectos de la quinagolida a nivel
macroscopico. A la luz de los resultados obtenidos podemos decir que esta es la
primera vez que se observa que un tratamiento no hormonal es capaz de inducir la
desaparicion completa o reduccién en el tamafio de las lesiones peritoneales de
mujeres con endometriosis. La quinagolida es ademds la primera terapia
antiangiogénica aplicada a humanos para el tratamiento de la endometriosis.
Precisamente por tratarse de un agonista dopaminérgico con un perfil bajo de efectos

secundarios probado con su uso en otros campos, nos ofrece la posibilidad de
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administrarla de forma continua y segura para las pacientes, lo cual nos parecia

esencial al inicio de nuestro trabajo.

Tras evidenciar los excelentes resultados a nivel macroscépio sobre las lesiones
tratadas, pasamos a analizar los cambios histolégicos ocurridos en éstas. La evaluaciéon
a nivel histoldgico de las lesiones después del tratamiento (L2) mostrd una pérdida de
la organizacién tipica de las lesiones endometridsicas. En éstas observamos
tipicamente una estricta relaciéon entre las glandulas, que se disponen en forma
circular, y el estroma que se encuentra fuertemente organizado con gran presencia de
fibroblastos y estroma no celular dispuesto en el espacio intercelular. En cambio, las
lesiones obtenidas en la segunda laparoscopia tras el tratamiento presentaban un
estroma laxo, escaso, y con poca celularidad. Estos hallazgos sugieren que la
quinagolida inducia de alguin modo la degeneracién tisular en las lesiones

endometridsicas.

Posteriormente indagamos en cudles podian ser las causas de los cambios
observados, centrandonos ya en el estudio inmunohistoquimico de los marcadores
angiogénicos. Siendo como es la quinagolida un farmaco con supuestas capacidades
antiangiogénicas, quisimos investigar mas en los mecanismos de accion de ésta. Para
ello evaluamos los efectos a nivel de la angiogénesis sobre las lesiones analizando el
grado de vascularizacion o densidad vascular, la proliferacién vascular y la
neoangiogénesis, antes y después del tratamiento. No pudimos demostrar una
disminucién de la densidad vascular mediante el marcaje inmunohistoquimico del
marcador endotelial CD31. Tampoco se observd que los vasos inmaduros de reciente
formacién (CD31+/SMA-), y por tanto, la neoangiogénesis, se viera significativamente
reducida en las lesiones endometridsicas sometidas al tratamiento con quinagolida.
Aunque pudimos observar una tendencia a la disminucién en la mayoria de estos
parametros, incluida la proliferacion celular, en ningin caso fue significatica como

hemos comentado.

En nuestra determinacion a la hora de esclarecer el mecanismo de accién de la
qguinagolida sobre las lesiones endometridsicas, estudiamos el efecto de la quinagolida

sobre la expresion, produccion y regulacion del sistema VEGF/VEGFR2. Basandonos,
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como hemos comentado inicialmente, en los hallazgos obtenidos en modelo animal
(Novella- Maestre y cols, 2009; Gémez y cols, 2006), nosotros espérabamos encontrar
gue al administrar la quinagolida se iba a producir una activacion y regulacion al alza
de los Receptores tipo 2 de la Dopamina (Drd2) en las células endoteliales, lo cual
produciria mediante un mecanismo autocrino, una disminucién en la fosforilacion del
VEGFR2. Como resultado de la inhibiciéon del VEGFR2 se esperaba que se inhibiera la
vascularizacién y neovascularizacién de las lesiones endometridsicas mediante la
reduccion de la proliferacion y densidad vascular. Nosotros corroboramos nuestras
expectaticvas en este punto sélo a la mitad. En efecto, después del tratamiento con
quinagolida, pudimos observar un incremento en la expresién del Drd2 en las lesiones
endometridsicas de forma significativa, asociado a una disminucion de la expresion del
VEGFR2, asi como una menor fosforilacion o activacion de éste, todas ellas diferencias
estadisticamente significativas. No obstante, a pesar de la corroboracion de estos
hallazgos, similares a los encontrados en el modelo animal (Novella-Maestre y cols,
2009; Delgado-Rosas, Gémez y cols, 2011), no pudimos demostrar, como hemos
comentado anteriormente, diferencias significativas en cuanto a la vascularizacién y

neoformacion de vasos.

Nos planteamos entonces cual podria ser la causa de estos hallazgos
discordantes con los encontrados en el modelo animal de endometriosis (Novella y
cols, 2009), en el que si que se demostraba una disminucién de la proliferacién celular,
vascularizaciéon y una reduccién en el numero de lesiones endometridsicas
peritoneales. En este sentido no podemos obviar el hecho que de las 23 lesiones
referenciadas en la primera laparoscopia, sdlo pudimos recuperar 15 durante la
segunda cirugia tras 20 semanas de tratamiento. Por tanto, aunque se demostré una
reduccion en el tamarfio de las lesiones e incluso desaparicion completa de algunas de
ellas en relacién a la primera cirugia, no pudimos estudiar en las lesiones
desaparecidas si la quinagolida tenia o no un efecto antiangiogénico, quedando pues
éste potencialmente enmascarado. De hecho, en un reciente trabajo publicado por
Kurt y colaboradores, aportan datos a favor de nuestra teoria antiangiogénica del
agonista dopaminérgico quinagolida actuando a través de la via del VEGFR-2,

demostrando una mejoria en la sintomatologia ocasionada por una endometriosis
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rectal en una paciente sometida al tratamiento con cabergolina por una
hiperprolactinemia sintomatica secundaria a un prolactinoma hipofisario (Kurt y cols,

2010).

Sin embargo tampoco podemos olvidar que en aquellas lesiones que si que
recuperamos no fuimos capaces de observar un efecto de reduccion de densidad
vascular evidente. Asumiendo pues que los efectos antiangiogénicos de la quinagolida
pudieran ser modestos, la hipdtesis mas logica es que fueran otros mecanismos de
accion mediados por la quinagolida los que que estuvieran interviniendo en la
desaparicion y reduccion de las lesiones. En este punto, hipotetizamos con diversas

explicaciones posibles.

En primer lugar, hay que tener en cuenta que las lesiones endometridsicas
estan constituidas en parte por vasos maduros que en principio no serian susceptibles
a la accidon de los farmacos antiangiogénicos (Krikun y cols, 2010). Por tanto, la
qguinagolida debe ejercer alguna accién que justifique la desaparicién y reduccion en el
tamarfio de las lesiones diferente a la ejercida a nivel del proceso de neoangiogénesis.
En este sentido, otros autores han demostrado, en el modelo animal, la desaparicién
de lesiones endometridsicas preformadas mediante la accion sobre el factor tisular
(FT), presente de forma andmala en las células endoteliales de los vasos de implantes
endometridsicos (Krikun y cols, 2010). Asi pues, o bien la quinagolida posee la
capacidad de actuar selectivamente sobre los vasos “patoldgicos” frente a los
“fisiolégicos”, papel que hasta la fecha desconociamos; o bien habria que pensar en
hipotesis altenativas algo mas plausibles que permitan al agonista dopaminérgico DrD2
ejerecer una accién disruptiva sobre los vasos maduros a través de otros mecanismos

indirectos.

Nosotros hipotetizamos que uno de estos sistemas indirectos de destruccién
podrian vehicularse a través del sistema inmunitario. De hecho una de las principales
causas por las que no hemos visto un paralelismo mas cercano entre los experimentos
en animales y los aqui mostrados en humanos posiblemente radique en que los
ratones nude del modelo animal de endometriosis (Novella-Maestre y cols, 2009),

carecen de dicho sistema ya que se trata de ratones inmunocomprometidos. Muchos
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tipos de células inmunitarias expresan DRD2, pero entre ellas los macrofagos parece
gue desempafiarian un papel predominante (McKenna y cols, 2002), y sobre ello
hemos vertebrado las hipodtesis alternativas o complementarias de accién de la

guinagolida sobre las lesiones, que comentaremos a continuacion:

- Posibles mecanismos de accion local complementarios de la quinagolida.

Como hemos comentado, a la luz de los resultados obtenidos parece ser que la
desaparicion y disminucidn del tamafio de las lesiones endometridsicas no seria debida
Unicamente al efecto antiangiogénico del farmaco quinagolida. Sin embargo, tampoco
podemos descartar por completo este efecto, dados los resultados obtenidos en
estudios previos (Gémez y cols 2006; Novella-Mestre y cols, 2009; Delgado-Rosas vy
cols, 2011). Por ello mas que una hipodtesis alternativa, lo que nosotros planteamos es
gue existen varios mecanismos de accién estan actuando de forma conjunta vy

complementaria, cuyo resultado converge en la destruccién del tejido patoldgico.

1. Efecto deprivatorio sobre VEGF. Como ya hemos comentado, el efecto
antiangiogéncio aunque modesto podria ser una de los responsabels del
fendmeno observado. En este sentido se ha visto que los macréfagos
expresan VEGF en grandes cantidades (Nap y cols, 2004), de forma que la
activacion el DrD2 en los macréfagos por parte de la quinagolida, diminuiria
la produccién del VEGF y la angiogénesis mediada por el sistema VEGF-
VEGFR2, ejerciendo de esta forma una accion inhibidora de la angiogénesis
(Chakroborty y cols, 2008) y afectando de esta manera al tamafio de las
lesiones endometridsicas.

2. Aumento de fibrindlisis: Otro mecanismo mediante el cual los macrégafos
podrian ejercer una accién sobre las lesiones endometridsicas es mediante
la activacion del proceso de fibrinolisis. Se ha visto que la activacién del
DRD2 sobre los macrofagos aumenta su capacidad fagocitica (Sookhai y
cols, 1999), y ademas, el andlisis de PCR arrays realizado en nuestro estudio
mostré una regulacion a la baja del Inhibidor del Activador del
Plasmindgeno (PAI-1), uno de los mas potentes inhibidores de la fibrinolisis.

Podriamos decir, pues, que la union de la quinagolida al DrD2 en los
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macrofagos podria dar lugar a una activacion de la actividad fibrinolitica que
conllevaria la disrupcion y degradacion de las lesiones endometridsicas,
favoreciendo la disminucién del tamafio e incluso desaparicion de éstas.

3. Induccion de un perfil anti-inflamatorio y antiangiogénico: En este mismo
sentido, sabemos que la endometriosis es una enfermedad en la que existe
un ambiente proinflamatorio marcado, sobretodo a nivel del ligquido
peritoneal, en el que existe un aumento en la actividad y numero de
macrofagos y como consecuencia un aumento de citoquinas, las cuales
participan activamente en la génesis y progresion de esta enfermedad
(Tasuku, 2001). Neutrdéfilos y macréfagos promueven la angiogénesis en
etapas iniciales de endometriosis, y las quimoquinas y citoquinas liberados
por éstos (MIP-1a, MIP-2, IL-6, TNFa, VEGF) amplifican el estimulo
angiogénico para el crecimiento del tejido endometridsico (Yiu-Jiuan Lin,
2006). El papel que desempena la angiogénesis inflamatoria en el desarrollo
de la endometriosis ha sido demostrada también en nuestro estudio a
través de los resultados obtenidos a nivel molecular con los PCR arrays. A
continuacion pasaremos a comentar con detalle las diferencias en cuanto a
la expresion génica de los factores implicados en la angiogénesis y en los
procesos inflamatorios a nivel molecular, mediados por la accién de la

quinagolida.

Por una parte, hemos visto que el gen de la CXCL10 (C-X-X motif chemoquine
10), es uno de los reguladores antianagiogénicos mas importantes (Yoshino y cols,
2003), esta sobreexpresado tras el tratamiento con la quinagolida. Este gen codifica
para la proteina CXCL10, también conocida como Interferon gamma-induced protein
10 (IP10). Se le han atribuido varias funciones, como la quimiotaxis de
monocitos/macrofagos, células T, células Natural Killer, y células dendriticas;
promueven la adhesién de células T a las células endoteliales; presentan actividad
antitumoral; y es un potente inhibidor de la angiogénesis (Dufour y cols, 2002; Jump vy

cols, 1995) .
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Por otra parte, los genes cuya expresion se vio inhibida por el uso de

quinagolida fueron:

- Serpina 1: Es el gen que codifica para la proteina PAI-1 o inhibidor del
activador del plasmindgeno 1. Es el principal inhibidor del activador del
plasmindgeno tisular (tPA) y la uroquinasa, los activadores del

plasmindgeno, y por tanto, de la fibrinolisis (Konno y cols, 2007).

- CCL2 (Quimioquina ligando 2): Este gen codifica para la quimioquina
ligando 2 (CCL2), también conocida como proteina quimiotactica de
monocitos-1. Esta proteina recluta monocitos, células T de memoria y
células dendriticas a los sitios de dafio tisular, infeccion e inflamacion.
Es, por tanto, un mediador de la inflamacién, y también de Ia

neovascularizacion (Ulukus y cols, 2009).

- VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular): Este gen codifica
para el VEGF, el cual estimula la vasculogénesis y la remodelacion
angiogénica favoreciendo la formacion de brotes angiogénicos y la
supervivencia de las células endoteliales evitando la apoptosis celular y
la regresion de los vasos (Oral y cols, 1996). También aumenta de forma
considerable la permeabilidad vascular (Dvorak y cols, 1995; Clauss vy
cols, 1990), la cual es una via indirecta de estimulacion de la
angiogénesis que precede o se produce de forma simultanea a su accién
sobre las células endoteliales y ha demostrado ser un paso clave en el

proceso de angiogénesis.

- AGGF1 (Angiogenic factor with G patch and FHA domains): Este gen
codifica para la proteina del mismo nombre, AGGF1. Se trata de un
factor angiogénico que promueve la proliferacion de células

endoteliales (Tian y cols, 2004).
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- RUNX1 (Runt-related transcription factor 1): Este gen codifica para a
proteina RUNX1, un factor de transcripcién que regula la diferenciacion
de las células madre hematopoyéticas en células sanguineas maduras

(Konno vy cols, 2007).

El hecho de que los agentes pro-inflamatorios y angiogénicos VEGF, AGGF1, RUNX1
y CCL2 se encuentran significativamente expresados a la baja, mientras que el
inhibidor de la inflamacion CXCL10 esté sobreexpresado al alza tras quinagolida
indicaria que potencialmente este farmaco estaria revirtiendo el ambiente
proangiogénico existente en las lesiones endometridsicas. Al convertir éste en un
ambiente antiinflamatorio y antiangiogénico estaria actuando sobre diferentes niveles

del proceso inflamatorio, previniendo el desarrollo y crecimiento de éstas.

Por todo ello pensamos que la suma de las acciones antiangiogénicas de la
qguinagolida sobre el sistema VEGF, la induccion de la fibrindlisis tras la expression
reducida de la Serpina E1 y la reduccién del ambiente proinflamatorio estaria sumando
esfuerzos a al hora de conseguir los efectos observados en nuestro estudio sobre las
lesiones endometridsicas. De esta forma dariamos explicacion a la desaparicién o
reducciéon del tamafio de las lesiones, sin encontrar en cambio, diferencias
estadisticamente significativas a la hora de analizar los parametros de densidad

vascular, proliferacion o neoangiogénesis.

Al margen se estos mecanismo de accion local no podemos obviar un efecto a
nivel central que indirectamente estuviera también mediando el crecimiento de las
lesiones. Nos referimos a la deprivacion de prolactina. Se sabe que la prolactina ejerce
una accion inductora de la angiogénesis (Reese y cols, 2000; Ko y cols, 2003;
Malaguernera y cols, 2002), actuando a través de los receptores especificos en los
vasos (Merkle y cols, 2000). Ademas, se ha visto que una hiperprolactinemia
espontanea, o tras estimulacién con distintos agentes, se ha descrito directamente
correlacionada con la severidad de la endometriosis (Gregoriou y cols, 1999; Cunha-

Filho, 2002). Por tanto, es posible que la disminucidon de los niveles circulantes de
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prolactina como consecuencia del tratamiento con el agonista dopaminérgico,
contribuya a la inhibicidn de la respuesta angiogénica inducida por este farmaco en las

lesiones endometridsicas.

Con todo esto, nos hallamos ante un estudio piloto, en el que se ensayd por
primera vez el uso de la quinagolida, un agonista dopaminérgico, para tratar la
endometriosis en humanos, y por tanto pionero en el hecho de administrar de forma
continua un tratamiento no hormonal. Todo ello con unos resultados que superan

incluso nuestras expectativas al inicio del trabajo.

En primer lugar, por los brillantes resultados a nivel macroscépico. Recordar que
de las 23 lesiones referenciadas en la primera laparoscopia, sélo 15 pudieros ser
recuperadas en la segunda cirugia. El resto, desaparecido bajo los efectos de la

qguinagolida.

En segundo lugar, por el descubrimiento de nuevos mecanismos de accidn tedricos
de la quinagolida diferentes a los que inicialmente hipotetizamos. Aunque partiamos
en ultima estancia de los estudios Novella-Mestre y cols y Delgado-Rosas y cols,
esperando demostrar, como en éstos, una disminucién de la vascularizacion vy
neoangiogénesis tras la administracion del agonista dopaminérgico, nos encontramos
gue no fue asi exactamente. En lugar de trasladar exactamente sus resultados a los
humanos, nos encontramos con nuevos mecanismos de accion que lejos de competir
con los descritos en nuestra hipodtesis inicial, la refuerza aportando nuevas vias de
accion del farmaco, que conjuntamente darian como resultado los magnificos

resultados obtenidos.

Dado lo novedoso e interesante de estos hallazgos, pensamos que futuros estudios
con mayor numero de pacientes puedan investigar con mayor profundidad y acalarar
con mayor precision el mecanismo de accién de la quinagolida sobre las lesiones
endometridsicas. Ademadas, dados los buenos resultados obtenidos a nivel
macroscopico con este tratamiento, consideramos también que deberia de plantearse

su uso también en pacientes normoprolactinémicas.
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En este sentido cabe sefialar que la quinagolida ofrece varias ventajas como
tratamiento contra la endometriosis frente a otras terapias utilizadas hasta el
momento. Como hemos comentado extensamente al inicio de este trabajo, hasta el
momento el panorama terapéutico actual frente a la endometriosis esta dominado por
una serie de tratamientos hormonales, los cuales tienen como objetivo reducir el
ambiente estrogénico con el fin de disminuir el crecimiento y la actividad de las
lesiones endometridsicas, limitando el sangrado ciclico, mejorando la sintomatologia y
frenando de forma transitoria la progresién de la enfermedad (Speroff y Fritz, 2006).
Estos tratamientos se centran en la disminucion de la produccién de estrégenos por el
ovario, dando lugar a una decidualizacion y posterior atrofia del tejido endometrial
eutopico y ectdépico (Sanchez-Fernandez, 2011), pero por el contrario presentan
efectos secundarios que desaconsejan su uso a largo plazo. De esta forma, los
anticonceptivos orales combinados (AOC) interfieren en el ciclo menstrual normal,
inhibiendo la ovulacion e induciendo una atrofia del tejido endometrial (Harada y cols,
2008), al igual que los progestagenos a altas dosis (Bruner y cols, 1999), el danazol
(Barbieri, 1987) o los agonistas de la GnRH (Bergqvist y cols, 1995). Ademas, los AOC
pueden producir sangrados uterinos disfuncionales, cefaleas, nauseas, vomitos,
aumento de peso, de la tension mamaria, depresion y disminucién de la libido, al igual
qgue los progestagenos a altas dosis (Surrey, 2006). Por otra parte, los agonistas y
antagonistas de la GnRH asi como los inhibidores de la aromatasa pueden producir
sofocos de forma importante y una pérdida en la densidad mineral dsea asociada a
osteoporosis, cuando se utiliza en periodos prolongados de mas de 6 meses (Lopez y
cols, 2009; Buzdar, 2004). Por tanto, estos tratamientos que acabamos de describir
tienen algunas limitaciones importantes, sobretodo a nivel de la disminucién de la
capacidad reproductiva, impidiendo el embarazo durante el transcurso del
tratamiento. Si consideramos que se trata de mujeres jovenes, muchas de ellas con
deseo reproductivo, y que ademas nos referimos a una enfermedad croénica que
necesita un tratamiento a largo plazo (Rice, 2002; Valle y Sciarra, 2003), estos efectos

adversos adquieren mayor importancia.

Frente a estos farmacos, la quinagolida presenta un mejor perfil de efectos

secundarios, sin interferir en la foliculogénesis ni la formacién del cuerpo liteo (Gémez
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y cols, 2006), ademas de mantener la funcién endometrial normal, de manera que
tampoco se veria afectada la receptividad endometrial y la gestacion (Verhelst y cols,
1999) durante el transcurso del tratamiento. Ademads, en los animales de laboratorio
no se han observado evidencias de embriotoxicidad o de efectos teratogénicos, lo cual
ofrece una seguridad en caso de embarazo durante la toma del medicamento (Robert
y cols, 1996; Ricci y cols, 2002). Los datos que nos han permitido establecer este perfil
favorable de reacciones adversas de los agonistas dopaminérgicos DrD2 se han
obtenido de las mujeres sometidas a tratamientos prolongados con éstos, con el fin de
tratar la hiperprolactinemia causada, generalmente, por tumores hipofisarios
productores de prolactina (Bevan y cols, 1992). Aun asi, y teniendo en cuenta que el
tratamiento con quinagolida no esta exento de efectos secundarios, principalmente, y
como hemos visto en nuestro estudio, sensacion de mareos y nauseas, consideramos
gue en posteriores trabajos deberian investigarse nuevas vias de administracién, como
podria ser la via vaginal, a fin de minimizarlos y obtener asi mayor beneficio del
tratamiento, ya que podria plantearse incluso la administracion del farmaco a dosis
mayores que las utilizadas en el presente estudio, y que en nuestro caso no pudimos
llevar a cabo limitados por los sintomas presentados en las pacientes de forma

progresiva con el aumento de la dosis.

Es importante comentar también la eleccidén del agonista dopaminérgico, ya que
como hemos comentado también de forma extensa, nuestro estudio parte de la
experiencia de Novella-Maestre con la cabergolina en el modelo animal de

endometriosis (Novella-Maestre y cols, 2009).

Como hemos visto anteriormente, los agonistas de la dopamina se dividen en
derivados no ergoticos y ergoticos. Actualmente, el Unico derivado no ergdtico
utilizado en la clinica es la quinagolida. Esta se une selectivamente al receptor D2
dopaminérgicos y no presenta reacciéon cruzada con los receptores adrenérgicos o
serotoninérgicos. En cambio la cabergolina, utilizada en el trabajo de Novella-Maestre,
es un derivado ergodtico de accidén prolongada con accidn selectiva sobre los receptores
tipo 2 de la Dopamina. Debido al comunicado lanzado por la EMEA en Junio del 2008
acerca de las conclusiones alcanzadas por el Agency’s Committee for Medicinal

Products for Human Use (CHMP) en referencia al riesgo de fibrosis, particularmente a
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nivel cardiaco, generado por el uso prolongado del grupo de los derivados ergodticos,
nos vimos obligados a buscar otro farmaco para nuestro estudio. Se sabe que la
fibrosis es un efecto secundario de los derivados ergdticos que se produce por la
activacion de los receptores 5HT,s, que induce la proliferacién de fibroblastos y la
aparicion de fibrosis (Roth, 2007). Ademads, se ha visto que este efecto aumenta
sustancialmente en pacientes que reciben tratamientos crénicos, y concretamente, en
el caso de la cabergolina, se presenta en mas de 1 de cada 10 pacientes (Schade y cols,
2007; Zanettini y cols, 2007). Por tanto, el hecho que la cabergolina haya demostrado
causar fibrosis valvular cardiaca en un elevado niumero de pacientes sometidos a este
farmaco en régimen continuo y prolongado, desaconsejaba por completo su posible

uso como tratamiento de la endometriosis.

En cambio la a quinagolida es un agonista dopaminérgico derivado no ergético que
actia mediante su unién de forma selectiva a los receptores de la dopamina D2. No
posee actividad sobre el receptor 5-HT2b, por lo que no presenta riesgo de fibrosis
como el grupo de los agonistas ergdticos. Ademas, la quinagolida presenta
caracteristicas farmacocinéticas que constituyen una ventaja frente al uso de
cabergolina, ya que tiene una vida media mas corta (de aproximadamente 17 horas en
la quinagolida frente 63-69 horas en la cabergolina) (Colao y cols, 2002). Esto
minimizaria la exposicion al farmaco durante el periodo de organogénesis en las
mujeres que queden gestantes durante el tratamiento. Por todo ello considermaos
gue la quinaolida era mas adecuada en nuestro estudio, ya que se trata de un farmaco
con un perfil mas favorable de efectos secundarios graves comparado con la
cabergolina. De esta forma, al unirse a los receptores de la dopamina D2 obtendriamos
el mismo efecto a nivel del sistema VEGF/VEGFR2 que con la cabergolina, pero con

menos efectos secundarios graves.

AUn asi, existen algunas limitaciones en el presente estudio que debemos analizar.

En primer lugar, seria necesario comentar el disefio experimental del estudio.
Idealmente, el estudio deberia haber sido constituido por un grupo de casos, al que se

les administrara la quinagolida durante los 4 meses posteriores a la primera cirugia, y
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un grupo control, al que se le administrara placebo. Transcurridos los 4 meses de
tratamiento, al realizar la segunda laparoscopia, se hubiesen obtenido las muestras de
las lesiones referenciadas de ambos grupos, realizando una comparacién entre el
grupo sometido al tratamiento, y el grupo control. No obstante, este disefio no ha sido
posible por razones éticas, de forma que disefiamos el estudio pensando que las
lesiones endometridsicas maduras como las que dejamos referenciadas durante la
primera laparoscopia, no varian significativamente su tamafio durante un periodo de 4
meses (Thomas y cols, 1987). De este modo, las lesiones resecadas en la primera
cirugia serian comparables a las lesiones expuestas a la quinagolida y resecadas
durante la segunda laparoscopia, pudiendo interpretarse como un “grupo placebo”

frente a las lesiones tratadas.

Por otra parte, debemos comentar el reducido niumero de casos, con una n final de
9. Tratandose el presente trabajo de un estudio de prueba de concepto, consideramos
gue el tratamiento seria efectivo y justificaria el planteamineto de un estudio a mayor
escala si se reducia el tamafo de las lesiones al 50%. Con la férmula de célculo de N
para detectar cambios pequefios, la n que se obtiene es una n pequefia, en nuestro
caso, de 9. Ademas, hay que tener en cuenta que en este estudio ademas trabajamos
con lesiones de forma independente, y no con individuos, de manera que al obtener
23 lesiones referenciadas durante la primera laparoscopia, considerariamos una n de
23, siendo suficiente para demostrar nuestro objetivo vy justificar, a la luz de nuestros

resultados, la puesta en marcha de ensayos clinicos mayores.

No obstante, con todas las limitaciones comentadas, el presente estudio sugiere
gue la quinagolida es un eficaz inhibidor de las lesiones endometridsicas, reduciendo

su tamafio e incluso induciendo su desaparicion.
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7. CONCLUSIONES

173



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”



“Efecto del tratamiento con agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriosicas”
|

1. La quinagolida induce la desaparicion o disminucion del tamafio de las lesiones
endometridsicas peritoneales en mujeres hiperpolactinémicas con

endometriosis.

2. La histologia de las lesiones endometridsicas recuperadas tras el tratamiento
sugiere que la quinagolida reduce el tamafio de éstas induciendo la

degeneracion tisular de las mismas.

3. El tratamiento con quinagolida induce un sobreexpresion del Receptor tipo 2
de la Dopamina en las lesiones endometridsicas peritoneales, asi como una
menor expresion y activacion del sistema VEGF/VEGFR2 que no se traducen
sin embargo en una reduccion significativa de la neovascularizacion vy

neoangiogénesis en las lesiones endometridsicas.

4. El tratamiento con quinagolida ocasiona a nivel molecular un aumento de los
genes implicados en la fibrindlisis y una disminucién de genes implicados en

procesos inflamatorios.

5. El presente estudio sienta las bases para el desarrollo de una futura terapia

contra la endometriosis basada en el uso de agonistas de la dopamina.
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