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1 INTRODUCCIÓN 

1.1 CONCEPTO Y GENERALIDADES 
 

En 1880, el anatomopatólogo austríaco Von Rokitanski (Rokitanski, 1860) mencionó 

por primera vez esta patología, seguido posteriormente de otros autores como Von 

Recklinghausen (Speroff et al, 1999). En 1921 el médico norteamericano John Albert 

Sampson acuñó el término ‘endometriosis’ para describir las “lesiones peritoneales” 

que consideró “siembras procedentes de enfermedad del ovario” (Sampson, 1921); 

desarrollando más tarde su teoría de la ‘menstruación retrógrada’ como posible causa de 

la enfermedad (Sampson, 1927). Posteriormente han surgido numerosos estudios 

dirigidos a profundizar en el conocimiento de esta enfermedad.  

En la actualidad la endometriosis se define como una patología ginecológica crónica, 

caracterizada por la presencia de glándulas y estroma endometrial funcionales fuera de 

la cavidad uterina, que induce una reacción inflamatoria crónica. Las localizaciones más 

habituales son el peritoneo, el ovario y el septo recto vaginal; en raras ocasiones, 

también se encuentran implantes en el diafragma, la pleura, la vejiga o incluso el 

pericardio (Speroff y Fritz, 2006).  

Se trata de una patología estrógeno dependiente, por lo que afecta fundamentalmente a 

mujeres en edad reproductiva.  
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1.2 EPIDEMIOLOGÍA 
 

Esta patología afecta al 5-10% de mujeres en edad fértil (Cramer y Missmer, 2002; 

Rogers, 2002), si bien la incidencia real es desconocida, ya que en numerosas ocasiones 

cursa de forma asintomática, diagnosticándose de forma casual en intervenciones 

quirúrgicas realizadas por otro motivo. Si se considera de forma aislada a las pacientes 

con dolor pélvico crónico, la incidencia oscila entre el 40-60%, mientras que en 

pacientes con subfertilidad el porcentaje se eleva hasta el 20-40% (Mahmood et al, 

1991; Sangi-Haghpeykar 1995).  

La edad media al diagnóstico oscila entre los 25 y los 30 años (Kuohung, 2002).  

Se han descrito diferencias étnicas en cuanto a la incidencia de endometriosis, siendo 

más prevalente en mujeres de raza negra, seguido de la raza caucásica, y menos en la 

raza oriental (Sangi-Haghpeykar, 1995). 

  



Evaluación estandarizada del potencial antiangiogénico del agonista 
dopaminérgico en el tratamiento de la endometriosis 

 

23 
 

1.3 ETIOPATOGENIA 

Diversas teorías tratan de explicar el origen, desarrollo y progresión de la endometriosis. 

Sin embargo, ninguna de ellas es capaz de explicar por sí sola todos los aspectos de la 

enfermedad, por lo que se postula un origen multifactorial en el que intervienen factores 

genéticos (Daftary 2004; Treloar, 2005), y otros como la exposición a tóxicos 

ambientales (Rier, 2003) o el estrés oxidativo (Kajihara, 2011; Ngo, 2009).  

La teoría de la menstruación retrógrada es la más aceptada actualmente para explicar la 

diseminación de las células endometriales; sin embargo, los factores que determinan la 

supervivencia e implantación del endometrio ectópico son desconocidos. Parece que 

cambios innatos o adquiridos de la capacidad del endometrio para implantar, invadir y 

crecer en un ambiente inflamatorio dependiente de estrógenos y resistente a la 

progesterona son cruciales para el desarrollo de la enfermedad (Bulun 2009; Burney, 

2012; Vercellini, 2014).  

Vamos a desarrollar a continuación las teorías más aceptadas en la actualidad. 

 

1.3.1 Teoría de la implantación por menstruación retrógrada 
 

Es una de las teorías con mayor aceptación en la actualidad, aunque deja sin explicar 

ciertos aspectos de la enfermedad. Propone la existencia de una migración retrógrada de 

fragmentos endometriales a través de las trompas de Falopio hacia la cavidad 

abdominal, donde pueden llegar a implantarse.  

Entre las observaciones que apoyan esta teoría, destacamos las siguientes. Por un lado, 

la distribución de las lesiones en la cavidad abdominal, siendo más frecuente en aquellas 

zonas que reciben mayor cantidad de flujo retrógrado: ovarios, fondo de saco de 
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Douglas y ligamentos uterosacros (Hoshiai et al, 1993; Jenkins et al, 1986; Vercellini et 

al, 1998); así como la alta prevalencia de endometriosis observada en niñas con 

obstrucción congénita del tracto de salida al flujo menstrual (Sanfilippo et al, 1986). 

Observaciones posteriores, como la demostración de la viabilidad del endometrio del 

flujo menstrual  en líquido peritoneal, con capacidad de implantación y crecimiento, 

demostrada en cultivos celulares (Keettel y Stein, 1951; Koks et al, 1997); la inducción 

de endometriosis en experimentos animales mediante fístulas uteropélvicas artificiales 

(Te Linde y Scott, 1950) o forzando un flujo menstrual retrógrado al crear una 

obstrucción anterógrada (D’Hooghe et al, 1995); o la demostración de la capacidad del 

endometrio de adherirse a la superficie mesotelial del peritoneo (Witz et al, 2001), 

sustentan la teoría de la implantación por menstruación retrógrada.  

La menstruación retrógrada es un proceso común en la mayoría de las mujeres, sin 

embargo, no todas desarrollan la enfermedad. Por tanto, parece evidente que la 

menstruación retrógrada es un proceso implicado en el origen de la enfermedad, aunque 

la clave estaría en saber qué factores son los que condicionan que unas mujeres no sean 

capaces de eliminar estos restos endometriales y desarrollar la enfermedad. 

 

1.3.2 Teoría de la metaplasia celómica 

Implica la transformación del tejido peritoneal normal en tejido endometrial ectópico. 

Este tejido procede de la transformación, a través de metaplasia, de tejidos epiteliales 

con capacidad proliferativa (como podría ser el epitelio ovárico o la serosa peritoneal) al 

ser inducidos por determinados estímulos inflamatorios o endocrinos (Cullen et al, 

1896; Levander, 1955; Merrill, 1966; Meyer et al, 1903). Está basada en el hecho de 
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que prácticamente la totalidad del epitelio genital representa diferentes grados de 

diferenciación del epitelio celómico, de ahí su alta capacidad de diferenciación frente a 

estímulos externos.  

 

1.3.3 Teoría de las células progenitoras que se originan en la 

médula ósea 

Se trata de una teoría más reciente que postula que las células madre de la médula ósea 

pueden diferenciarse en tejido endometriósico (Sasson, 2008). La línea celular 

originaria incluiría las células progenitoras mesenquimales y endoteliales. 

Esta teoría y la anterior explicarían la aparición de endometriosis en cualquier lugar de 

la cavidad peritoneal y de la pleura, así como los casos de endometriosis descritos en 

ausencia de menstruación: mujeres que nunca han menstruado (El Mahgoub et al, 

1980), mujeres con síndrome de Rokitansky-Kuster-Hauser (Rosenfeld, 1981; Moon 

Kyoung Cho, 2009) e incluso en varones con cáncer de próstata que reciben altas dosis 

de estrógenos (Honoré, 1999; Schrodt, 1980).  

 

1.3.4 Teoría del trasplante mecánico 

La causa más probable de aparición de endometriosis en cicatrices quirúrgicas y periné 

sería el trasplante directo inadvertido de tejido endometrial en el momento de una 

cirugía pélvica, cesárea o episiotomía (Taff et al, 2001).  
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Diversos estudios describen la aparición de lesiones endometríosicas en episiotomía 

(Hambrick, 1979), postcesárea (Stroup, 1976) e incluso posthisterectomías vaginales 

(Schmid, 1961) de mujeres afectas de endometriosis.  

 

1.3.5 Teoría de la difusión hematógena y linfática 

Esta teoría sostiene que los implantes endometriósicos aparecen tras la diseminación 

linfática o hematógena de las células endometriales (Halban, 1924). Estudios 

microvasculares demuestran que existe flujo linfático entre el cuerpo uterino y el ovario, 

lo que implicaría al sistema linfático en la etiología de la endometriosis ovárica. La 

evidencia más potente que apoya esta teoría se deriva de los hallazgos histológicos de 

lesiones endometriósicas en lugares lejanos a la pelvis como hueso, pulmones o cerebro 

(Jubanyik KJ, 1997; Machairiotis, 2013). 

Esta teoría podría ser complementaria de las anteriores ya que no explicaría la 

generación inicial del implante sino su diseminación.  

 

1.3.6 Teoría de los restos embrionarios Müllerianos 

Esta teoría propone que células residuales de la migración de los conductos Müllerianos 

embriológicos mantienen la capacidad de transformarse en lesiones endometriósicas 

bajo la influencia del estímulo estrogénico puberal (Rusell-Edu, 1899), o en respuesta a 

otras moléculas que puedan mimetizar el efecto de los estrógenos (Missmer, 2004). Esta 

teoría se apoya en estudios epidemiológicos que reportan el doble de riesgo de padecer 

endometriosis en pacientes expuestas a dietilesilbestrol intraútero.  
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1.4 FACTORES MOLECULARES EN LA ETIOPATOGENIA DE LA 

ENDOMETRIOSIS 
 

Ninguna de las teorías expuestas previamente explica todos los tipos o casos de 

endometriosis. Los avances en el conocimiento de los mecanismos moleculares 

asociados a la endometriosis han mejorado el entendimiento de la fisiopatología de la 

enfermedad, dando nuevas explicaciones a su origen y posterior desarrollo.  

Son múltiples los mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de la 

enfermedad. A continuación, se describen los más relevantes.  

 

1.4.1 Supervivencia de las células endometriales 
 

La búsqueda de características innatas o adquiridas que favorezcan la supervivencia del 

endometrio ectópico respecto al eutópico ha sido objeto de múltiples estudios que 

muestran diferencias en la expresión de genes y proteínas que predisponen a la 

endometriosis (Bulun, 2009; Burney, 2012; Vercellini, 2014). 

Se ha demostrado la sobreregulación del gen antiapoptótico BCL-2 tanto en endometrio 

eutópico como ectópico de mujeres con endometriosis (Jones, 1998), y, además de un 

descenso en la apoptosis (Wingfield, 1995), parece que el aumento de la capacidad 

proliferativa podría conferir una ventaja de supervivencia selectiva al endometrio de 

pacientes predispuestas a presentar la enfermedad.  

Las células de las pacientes con endometriosis presentan alteraciones que incrementan 

su capacidad de implantación, y dichas alteraciones pueden tener un componente 

hereditario. El riesgo de endometriosis en familiares de primer grado de pacientes con 

endometriosis severa es 6 veces mayor que en familias sin mujeres afectas (Simpson, 
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1980). Se ha observado, asimismo, una alta tasa de concordancia con confirmación 

histológica en gemelas monocigotas (Hadfiel, 1997). Se han identificado genes 

candidatos en las regiones cromosómicas 10q26 7p15 (Painter, 2011; Treloar, 2005).  

 

1.4.2 Alteración del ambiente hormonal: dependencia 
estrogénica y resistencia a la progesterona 

 

La endometriosis es una enfermedad hormonodependiente, y existen múltiples 

evidencias al respecto (Kitawaki, 2002). Se ha demostrado que los implantes 

endometriósicos presentan sobreexpresión de enzimas como la aromatasa y 17-

hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo I (HSD171), implicadas en la conversión de 

androstendiona a estrona (E1) y de E1 a estradiol, respectivamente. Sin embargo, 

carecen de 17-hidroxiesteroide deshidrogenasa de tipo II (HSD172), que inactiva los 

estrógenos (Bulun, 2010, Zeitoun, 1998). La consecuencia de este patrón de expresión 

supone un incremento marcado de la concentración local de estradiol. El estradiol 

estimula la producción de prostaglandina E2, lo que estimula a su vez la expresión de la 

aromatasa (Noble, 1997). Estos hallazgos apoyan la capacidad de los implantes 

endometriósicos de sintetizar estradiol y la respuesta a los tratamientos que promueven 

un ambiente hipoestrogénico (Serafini, 2011).  

Hay cada vez más evidencias que apoyan la existencia de cierta resistencia a la 

progesterona (Bulun, 2009). Las lesiones endometriósicas presentan una reducción de la 

expresión de receptores de progesterona comparado con el endometrio eutópico y una 

ausencia de receptor  de progesterona (Attia, 2000).  
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1.4.3 Alteraciones del sistema inmunológico 

La disregulación del sistema inmune puede estar implicado en la predisposición a la 

implantación y crecimiento de las células endometriales. Las primeras observaciones en 

este sentido parten de estudios realizados sobre monos Rhesus, observándose desarrollo 

de endometriosis con más frecuencia en aquellos que tenían suprimido el sistema 

inmune respecto a los controles (Wood et al, 1983). Parece que fragmentos tisulares de 

mayor tamaño, comparado con células individuales, tienen mayor capacidad de 

implantación, posiblemente por la protección al sistema inmunológico de las células 

localizadas en la parte más interna (Nap, 2003). Además, el endometrio eutópico de las 

mujeres con endometriosis parece ser más resistente a la lisis celular por células natural 

killer que el endometrio de mujeres sin endometriosis (Oosterlynck, 1991).  

La función de los macrófagos también parece estar alterada en mujeres con 

endometriosis (aumento en el número y actividad de macrófagos en el líquido 

peritoneal, y como consecuencia un aumento de citoquinas) lo que puede también 

contribuir a una menor eliminación de células endometriales (Tasuku, 2001). 

La alta concordancia de ciertas enfermedades autonimunes (lupus eritematoso 

sistémico, artritis reumatoide, síndrome de Sjögren y enfermedades tiroideas) y atopia 

en mujeres afectas de endometriosis apoyan la disregulación del sistema inmune como 

un factor implicado en la génesis o mantenimiento de la enfermedad (Sinaii, 2002). 

 

1.4.4 Adhesión e invasión de las células endometriales  

Las células endometriales estromales y el peritoneo de las pacientes con endometriosis 

difiere del de mujeres sanas y favorece los procesos de adhesión e invasión 
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transmesotelial de las células refluídas (Lucidi, 2005). El flujo menstrual retrógrado 

parece tener un efecto perjudicial sobre el mesotelio, y al inducir un daño tisular 

favorece su propia implantación. Los factores exactos que conducen al daño mesotelial 

no se conocen. La expresión aumentada de citoquinas y factores de crecimiento (como 

la interleuquina 6, la metaloproteinasa de matriz-3, el factor de crecimiento vascular -

VEGF-) podrían crear un ambiente favorecedor de la implantación de las células 

endometriales o protector de la limpieza del sistema inmune (Lucidi, 2005).  

Las metaloproteinasas (MMPs) y sus inhibidores están involucrados en el remodelado 

de la matriz extracelular y se han implicado en los cambios cíclicos de recambio celular 

y en la menstruación (Rodgers, 1994). El correcto equilibrio entre estas proteínas y sus 

inhibidores es crucial para controlar la invasión celular y se han detectado alteraciones 

en la expresión de la MMP-7 en pacientes con endometriosis (Osteen, 1996). 

  

1.4.5 Neuroangiogénesis, vasculogénesis y crecimiento 

Las lesiones endometriósicas requieren un aporte vascular para su desarrollo y 

mantenimiento. El peritoneo es un tejido relativamente avascular comparado con el 

endometrio eutópico. Se ha documentado que las lesiones endometriósicas crecen en 

áreas con abundante flujo sanguíneo (Nisolle et al, 1993), así como un aumento de la 

vascularización a nivel de los implantes endometriósicos (Maas et al, 2001; Nisolle et 

al, 1993). Además, en las mujeres con endometriosis se ha observado un aumento de los 

factores proangiogénicos y una disminución de los factores inhibidores de la 

angiogenesis en el fluido peritoneal (Laschke y Menger, 2007). En este sentido, se ha 

observado que la expresión génica del endometrio en fase menstrual en mujeres con 

endometriosis presenta una sobreregulación del factor de necrosis tumoral α (TNF-α), la 
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interleuquina 8 (IL-8) y la MMP-3 (Kyama et al, 2006). Tanto el TNF-α como la IL-8 

promueven la adhesión y la proliferación de las células endometriales, así como la 

angiogénesis.  

Entre los factores relacionados con la angiogénesis, destaca la familia del VEGF, una 

glicoproteína esencial en el proceso de la angiogénesis, tanto fisiológica como 

patológica (Gargett et al, 2002). Los macrófagos presentes en el líquido peritoneal de 

las mujeres con endometriosis liberan VEGF en mayor cantidad, frente a controles 

sanos (McLaren et al, 1996). Existe, además, una correlación positiva entre la severidad 

de la enfermedad y la liberación de VEGF en el líquido peritoneal (Shifren et al, 1996; 

Bourlev et al, 2006); su expresión está aumentada en lesiones activas, rojas (Donnez et 

al, 1998), y en las mujeres con endometriosis profunda (Machado et al, 2008).  

Se ha documentado un incremento de la neuroangiogéneis asociado a los procesos de 

neoangiogénesis en las lesiones endometriósicas, lo que podría contribuir al dolor 

asociado a esta patología (Asante y Taylor, 2011).  

 

1.4.6 Inflamación 

La endometriosis se considera una enfermedad inflamatoria, existiendo múltiples 

evidencias al respecto. Se ha evidenciado en las mujeres con endometriosis una mayor 

expresión de factores inflamatorios, tanto a nivel endometrial como en el ambiente 

peritoneal.  

Por un lado, el endometrio eutópico de mujeres con endometriosis presenta un mayor 

número de macrófagos y de Interleuquina 6 (IL-6) (Tseng et al, 1996). 
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Por otro lado, el líquido peritoneal de las pacientes con endometriosis presenta mayor 

cantidad de macrófagos activos, con el consecuente aumento de citoquinas, como la IL-

6, IL-8, IL-1 o TNF-α, entre otras (Rana et al, 1996). El ambiente peritoneal de las 

mujeres con endometriosis es, asimismo, rico en prostaglandinas (PG). Los macrófagos 

peritoneales expresan niveles más altos de ciclooxigenasa-2 (COX-2) y liberan 

cantidades más elevadas de PG que los controles sanos (Wu et al, 2002).  

A nivel intralesional, el TNF-α promueve la producción de PGE2 y PGF2α en células 

endometriales (Chen et al, 1995). La activación de la COX-2 por la IL-1 aumenta la 

producción de PGE2, lo que activa la aromatasa (Attar et al, 2009), y produce una 

retroalimentación positiva que promueve el aumento local de estradiol. Existe, por 

tanto, una estrecha relación entre los procesos inflamatorios y la dependencia 

estrogénica en la endometriosis, sin que se haya podido dilucidar si esta alteración en la 

expresión de marcadores inflamatorios es una causa o una consecuencia de la 

enfermedad.   
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1.5 CLASIFICACIÓN 

La endometriosis es una enfermedad compleja y heterogénea, con múltiples formas de 

presentación clínica, que dependen de la localización, extensión e infiltración de las 

lesiones (Koninckx, 1991); esos parámetros condicionan la gravedad, el tratamiento y el 

pronóstico de la enfermedad, por lo que disponer de un sistema de clasificación de la 

endometriosis es crucial. 

 La endometriosis puede clasificarse según la localización de las lesiones, sus 

características histológicas o mediante sistemas de clasificación, que idealmente deben 

ser sencillos, reproducibles, objetivos y, sobre todo, correlacionarse con los síntomas, 

tratamiento y pronóstico de la enfermedad (SEGO, 2014).  

 

1.5.1 Localización de las lesiones 

La endometriosis puede localizarse en cualquier parte del aparato genital; en 

localizaciones extragenitales como los ligamentos uterosacros, redondo, ancho, fondo 

de saco de Douglas, septo rectovaginal o peritoneo (Dmowski et al, 1984); así como en 

lugares alejados de la pelvis como pericardio, intestino, vejiga o pleura (Jenkins et al, 

1986). 

 

1.5.2 Características histológicas macroscópicas 

En función de la localización principal de los focos endometriósicos se diferencian tres 

tipos de lesiones endometriosicas (ováricas, peritoneales o infiltrantes) que se 

diferencian tanto en su forma de presentación clínica, como en su evolución y manejo.  
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Dentro de cada localización podemos encontrar diferentes tipos de de lesiones 

atendiendo a su grado de actividad o extensión. Debido al diferente comportamiento de 

la enfermedad en función de su localización principal, se postula que el origen de estas 

podría ser diferente (Documentos de consenso: endometriosis, SEGO 2014).  

 

1.5.2.1 Endometriosis ovárica 

La forma de presentación más típica de la endometriosis ovárica es en forma de 

endometriomas. Se trata de formaciones quísticas de tamaño variable que aparecen 

como resultado de la acumulación de material tras hemorragias repetidas (Donnez et al, 

1992).  

Otra forma de presentación es en forma de focos superficiales sobre los ovarios. La 

apariencia macroscópica de las mismas puede ser de lesiones marrones, rojas, depósitos 

parduzcos o adherencias (Nisolle et al, 1993). 

Respecto a este tipo de endometriosis, se han propuesto tres teorías para explicar su 

patogénesis. La primera, explicaría la formación de los endometriomas por inversión e 

invaginación progresiva del córtex ovárico tras la acumulación de detritus menstruales 

derivados del sangrado de implantes endometriósicos ováricos o peritoneales 

superficiales (Hughesdon, 1957). La segunda teoría postula que podrían ser secundarios 

a quistes ováricos funcionales con implantes endometriales en su superficie (Sampson, 

1921), y la última que serían secundarios a metaplasia del epitelio celómico ovárico, 

que se invaginaría en la corteza ovárica dando lugar a los endometriomas (Nisolle y 

Donnez, 1997). Esta última teoría podría explicar la presencia de endometriomas en 

pacientes que nunca han presentado menstruación retrógrada (Rosenfeld y Lecher, 
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1981). Posiblemente no todos los endometriomas aparezcan por el mismo mecanismo 

patogénico (Nisolle y Donnez, 1997).  

 

1.5.2.2 Endometriosis peritoneal 

Se han descrito varios tipos de lesiones a este nivel, que se clasifican atendiendo a su 

antigüedad y grado de actividad. Las lesiones rojas o atípicas son lesiones recientes y 

activas; se trata de lesiones con predominio glandular, de peritoneo petequial o áreas de 

hipervascularización localizadas con mayor frecuencia en el peritoneo de ligamentos 

anchos y uterosacros. Las lesiones negras o típicas son antiguas y poco activas; 

aparecen como resultado de la retención de los pigmentos de la sangre en los tejidos 

(Nisolle et al, 1993) y están formadas por glándulas, estroma, tejido cicatricial y detritus 

intraluminales. Por último, podemos encontrar lesiones blancas, fibróticas; suele tratarse 

de lesiones peritoneales gruesas, opacas, de contorno irregular, en el que el componente 

glandular es muy escaso. Corresponden a zonas cicatriciales de lesiones activas previas 

(Donnez et al, 1992).  

El origen de los implantes endometriales se explica en la mayoría de los casos por la 

teoría de Sampson o de la menstruación retrógrada (Sampson, 1927); ciertas 

alteraciones moleculares de las células endometriales ectópicas, así como un 

microambiente peritoneal determinado favorecerían la supervivencia, implantación y 

escape al sistema de inmunovigilancia, lo que explicaría por qué sólo un pequeño 

porcentaje de las mujeres con menstruación retrógrada desarrollan la enfermedad 

(SEGO, 2014).  
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1.5.2.3 Endometriosis profunda 

Los focos de endometriosis profunda se pueden encontrar tanto en localizaciones 

pélvicas como extrapélvicas.  

Se han documentado focos de endometriosis en la pared vesical (Kovoor et al, 2010), 

ligamentos redondos (Crispi et al, 2012), afectando a los uréteres (Chapron et al, 2010), 

plexos nerviosos hipogástricos, espina ciática, ligamento sacroespinoso, nervios como 

el ciático o el pudendo (Ceccaroni et al, 2011), ligamentos uterosacros (Bonte et al, 

2002; Chapron et al, 2001), parametrios (Ceccaroni et al, 2010), vagina (Dadhwal et al, 

2012), recto y tabique rectovaginal (Jelenc et al, 2012; Ruffo et al, 2012).  

En localizaciones extrapélvicas se han descrito focos en localizaciones como intestino 

delgado (Fernández-Rey et al, 2009), sigma, ciego y apéndice (Abrao et al, 2010; Cirillo 

et al, 2008).  

En cuanto a la patogénesis de la endometriosis profunda, se postulan dos hipótesis. La 

primera, explicaría la aparición de los implantes mediante un proceso de metaplasia a 

partir de restos Müllerianos (Meyer, 1980), mientras que la segunda los considera fruto 

de la evolución natural de la endometriosis peritoneal del fondo de saco de Douglas u 

otras localizaciones (Somigliana et al, 2014).  

 

1.5.3 Características histológicas microscópicas 

A nivel microscópico, la endometriosis se caracteriza por la presencia de endometrio 

con sus dos componentes tisulares: glándulas y estroma, en una localización ectópica 

(Speroff y Fritz, 2006), y con unas características peculiares.  
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En cuanto al componente glandular, éstas son frecuentemente irregulares y el aspecto 

funcional es variable. A veces pueden sufrir cambios cíclicos semejantes al endometrio 

eutópico, y otras veces recuerdan a la capa basal del endometrio sin sufrir cambios 

secretores (Bergqvist et al, 1984).  

El epitelio que recubre las glándulas puede sufrir cambios de tal forma que resulte 

difícil su identificación, basando entonces el diagnóstico en la aparición de estroma de 

aspecto endometrial. La hemorragia intersticial es común en la endometriosis. La 

irritación química y mecánica en los tejidos provoca proliferación de fibroblastos, 

produciendo fibrosis alrededor de la lesión (Schweppe et al, 1981).  

Existe un tipo de lesiones conocidas como endometriosis estromal que presentan la 

particularidad de estar formadas por pequeños nódulos o placas de estroma endometrial 

sin glándulas. Esta histología se acompaña en muchas ocasiones de tejido 

endometriósico típico formado por glándulas y estroma. Este tipo de tejido 

endometriósico se ha hallado en cérvix, ovario y peritoneo pélvico (endometriosis 

estromal micronodular) (Boyle y McCluggage, 2009). 

 

1.5.4 Sistemas de clasificación 

La clasificación más aceptada y utilizada mundialmente es la de la American Society of 

Reproductive Medicine (ASRM) de 1997 (Figura 1). Se basa en la valoración 

intraoperatoria de la extensión peritoneal y ovárica, las adherencias y el grado de 

obliteración del fondo de saco de Douglas, asignando a cada tipo de lesión una 

puntuación típica (score), siendo la suma de las puntaciones obtenidas en cada apartado 

la que clasifica la enfermedad en uno de los 4 estadios posibles (Figura 2). 
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Figura 1: Clasificación de la ASRM de 1997 
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I: mínimo, puntuación entre 1-5 

II: leve, entre 6-15 

III: moderado, entre 16-40  

IV:  severo, > 40 

Figura 2: Estadios de endometriosis 

 

Esta clasificación presenta ciertas limitaciones: es subjetiva, carece de correlación 

clínica y evolutiva y no se correlaciona con el pronóstico reproductivo de las pacientes. 

No incluye las lesiones microscópicas ni realiza una evaluación cuantitativa de la 

afectación de otras estructuras pélvicas o extrapelvicas (Koninckx et al, 1992). 

Tampoco valora la adenomiosis. Por ello, han surgido otros intentos de clasificación 

(Chapron et al, 2003; Haas 2011; Adamson, 2010) pero que no han conseguido 

desbancarla, siendo actualmente la más adecuada para estandarizar y concretar criterios 

en el tratamiento y pronóstico evolutivo de la enfermedad. 
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1.6 DIAGNÓSTICO 

La sospecha diagnóstica de endometriosis debe establecerse en base a la historia clínica, 

los síntomas y signos que presente, corroborada por el examen físico y las técnicas de 

imagen, y finalmente, se considera confirmada mediante un análisis histológico de las 

muestras recogidas durante un procedimiento quirúrgico, generalmente una 

laparoscopia. La combinación de la laparoscopia y la verificación histológica de la 

presencia de glándulas y estroma endometrial se considera el ‘gold standard’ para el 

diagnóstico de la enfermedad (Kennedy et al, 2005). 

 

1.6.1 Anamnesis 

Es una herramienta imprescindible tanto para orientar el diagnóstico como para 

planificar el tratamiento, ya que éste debe ser individualizado a cada paciente, en cada 

etapa de su vida y en relación con los síntomas que presente en cada momento.  

El síntoma más característico de la enfermedad es el dolor pélvico, en forma de 

dismenorrea (50-90%), dolor intermenstrual (57-68%) y/o dispareunia (25-40%) 

(Speroff y Fritz, 2006). En pacientes que se presentan con clínica de dolor es vital 

cuantificar la intensidad de este, el momento en que se presenta, la relación con el ciclo 

menstrual, la existencia de síntomas concomitantes (posible afectación de otros 

órganos), los fármacos que utiliza para aliviar el dolor, etc. (Ministerio de Sanidad, Guía 

de atención a las mujeres con endometriosis, 2013). 

 También puede cursar con alteraciones del patrón menstrual, en forma de hemorragia 

uterina disfuncional tipo spotting, aunque se han descrito múltiples patrones 

menstruales, generalmente debido a una disfunción ovulatoria asociada a la enfermedad. 
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La esterilidad es otro síntoma cardinal de la endometriosis. Existe una prevalencia en 

pacientes con esterilidad primaria del 26-45% y secundaria entre un 12-25%, frente a un 

3-10% de la población general. La enfermedad severa compromete a ovarios y produce 

adherencias que ocluyen o dificultan la movilidad de las trompas. Algunos estudios han 

demostrado también una disminución de la reserva ovárica independiente de la edad en 

estas mujeres (Hock et al, 2001). Se ha observado una calidad disminuida de los 

embriones obtenidos por fecundación in vitro, responsable de la baja tasa de 

implantación asociada (Pellicer et al, 1995). Esto podría deberse a alteraciones en la 

foliculogénesis y del medio ambiente paracrino y autocrino intrafolicular que padecen 

estas pacientes (Pellicer et al, 1998; Garrido et al, 2000). En endometriosis mínima o 

leve aún no está clara su relación con la esterilidad, aunque podría deberse a una 

alteración de los marcadores de la implantación endometrial (Matsuzaki et al, 2004), o 

un ambiente peritoneal hostil que produjera daños en el ADN espermático (Mansour et 

al, 2009) o en el ovocito (Mansour et al, 2010). 

La endometriosis extrapélvica puede cursar con una amplia variedad de síntomas 

cíclicos dependientes de la localización de los implantes: 

- urinarios: disuria, hematuria u obstrucción ureteral (Donnez et al, 2000) 

- intestinales: colon irritable, tenesmo perimenstrual, disquecia, hematoquecia, síntomas 

obstructivos o apendicitis (Yantiss et al, 2001) 

- pleurales y pulmonares: es rara y puede manifestarse como dolor torácico pleural o 

hemoptisis durante la menstruación o derrame pleural o neumotorax postmenstruales 

(Rychlik y Beber, 2001). 
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- pared abdominal: nódulos dolorosos en canal inguinal o subumbilicales o sobre 

cicatrices de cesáreas y episiotomías (Li et al, 2015; Wolf y Singh, 1989). 

1.6.2 Exploración física ginecológica 

La exploración ginecológica es una herramienta valiosa pero insuficiente por sí misma. 

Va encaminada a detectar la presencia de nódulos o implantes en el aparato genital. Se 

recomienda realizar el examen durante la menstruación, cuando tiene su máxima 

sensibilidad diagnóstica, pero incluso entonces una exploración normal no excluye el 

diagnóstico (Chapron et al, 2002). 

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

endometriosis destacamos: 

- Dolor a la movilización uterina y ovárica 

- Sensibilidad aumentada en los ligamentos úterosacros 

- Nódulos palpables en ligamentos úterosacros y/o masas anexiales 

- Movilidad disminuida de útero y/o anejos. 

 

1.6.3 Exploraciones complementarias 

1.6.3.1 Ecografía 

La ecografía es la prueba de elección ante la sospecha clínica de endometriosis, ya que 

ha demostrado su utilidad para el diagnóstico de la enfermedad tanto en su forma 

quística como infiltrativa. Es muy sensible en la detección de endometriomas y tiene 

una capacidad diagnóstica similar a la resonancia magnética en los casos de 

endometriosis profunda (Exacoustos et al, 2014); sin embargo, resulta ineficaz si las 
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lesiones presentes tienen un tamaño menor de 5-10 mm (Bazot et al, 2003), por lo que 

resulta insuficiente para el diagnóstico de los implantes peritoneales. 

El uso del Doppler pulsado no mejora los resultados de la ecografía transvaginal 

(Alcázar et al, 1997).  

La ecografía transrectal es útil sobretodo en el diagnóstico de la endometriosis 

profunda en el área de los ligamentos uterosacros, tabique recto‐vaginal o recto, 

aunque presenta ciertas limitaciones, como que los ligamentos uterosacros no son 

ecográficamente visibles en condiciones normales, por lo que deben estar aumentados 

de tamaño para ser detectados (Banerjee et al, 2008). 

La ecografía abdominal es imprescindibe para descartar lesiones quísticas 

extrapélvicas o hidronefrosis secundaria a la afectación ureteral (SEGO, 2014). 

 

1.6.3.2 Ecoendoscopia 

Para valorar la presencia de nódulos en el tabique recto-vaginal o área de uterosacros es 

más utilizada la vía transrectal; la ultrasonografía endoscópica anal estaría recomendada 

para determinar con exactitud la profundidad de estas lesiones. 

Se trata de una prueba de imagen que combina dos de las técnicas más utilizadas para el 

estudio del aparato digestivo: la ecografía y la endoscopia. Los transductores de los 

ecoendoscopios permiten visualizar la pared intestinal y estructuras adyacentes. Está 

recomendada por algunos autores (Chapron y Dubuisson, 2001) para identificar lesiones 

en tabique rectovaginal y ligamento úterosacro. La ventaja que presenta sobre la 

ecografía transvaginal es que nos permite determinar con exactitud la distancia entre la 
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lesión y el margen anal, así como su profundidad en la pared rectal. No es válida para el 

diagnóstico de endometriomas ni lesiones en la pelvis anterior. (Bazot et al, 2003). 

 

1.6.3.3 Resonancia magnética 

La resonancia magnética (RM) es útil para determinar la extensión y todas las posibles 

localizaciones de la enfermedad (Medeiros et al, 2015), excepto la endometriosis 

peritoneal. El método de contraste con gel (vaginal y diluido al 50% rectal), descrito por 

primera vez por Takeuchi en 2005 (Takeuchi et al, 2005) es especialmente sensible para 

el diagnóstico de las lesiones en el tabique rectovaginal y en todo el compartimento 

posterior e intestino.  

 

1.6.3.4 Marcadores bioquímicos 

Las nuevas tecnologías de cribado molecular, como la genómica, proteómica, 

citogenética y microarrays de genes/proteínas estan siendo ampliamente utilizadas para 

la identificación de marcadores biológicos que permitan el desarrollo de pruebas no 

invasivas de diagnóstico precoz tales como: 

- Marcadores tumorales y polipéptidos: CA-125, CA 19.9, sICAM-1 y 

Proteína Placentaria-14 en suero. 

- Marcadores inmunológicos: Citoquinas (IL-6) y anticuerpos 

antiendometriales y marcadores de estrés oxidativo en suero. 

- Marcadores en tejido endometrial: Aromatasa P 450, receptores 

hormonales e inmunohistoquímica de fibras nerviosas. 
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Aunque la detección de estos marcadores por separado no parece estar resultando útil 

actualmente para el diagnóstico precoz, estudios más recientes apuntan a que una 

combinación de varios de ellos podría ayudar a obtener mejores resultados en este 

aspecto (May et al, 2011; Elgafor et al, 2013). 

1.6.3.5 Otras pruebas complementarias 

Se recomienda el uso de técnicas de imagen específicas en el caso de sospecha clínica 

de implicación del uréter, vejiga o intestino (Dunselman et al, 2014), como enema de 

bario de doble contraste, cistouretrografía miccional seriada, cistoscopia, uro-TAC, 

renograma isotópico, etc.  

 

1.6.3.6 Laparoscopia 

Se considera el “gold standar” en el diagnóstico de la endometriosis (Kennedy et al, 

2005), ya que permite la visualización global de la pelvis y la cavidad abdominal, 

realizar un correcto estadiaje de la enfermedad, así como la toma de biopsias para su 

confirmación histológica. 

Aunque muchos casos de endometriosis son obvios para el cirujano, el diagnóstico 

exacto de la enfermedad requiere del análisis histológico, por lo que se recomienda la 

obtención de biopsias siempre que sea posible, para evitar un sobrediagóstico de la 

enfermedad. (Dunselman et al, 2014; Wykes et al, 2004). 

La utilidad de la laparoscopia diagnóstica en términos de coste-eficacia es escasa, por lo 

que no se recomienda realizar una laparoscopia con fines exclusivamente diagnósticos; 

si se encuentra enfermedad deberá tratarse en ese acto quirúrgico (Duffy et al, 2014; 

Dunselman et al, 2014).  
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1.7 TRATAMIENTO 

El tratamiento de la endometriosis tiene como objetivos básicos suprimir los síntomas 

relacionados con el dolor y la compresión de órganos, restaurar la fertilidad y evitar la 

progresión de la enfermedad. Debe ser individualizado en función de la edad, extensión 

de la enfermedad, duración de la infertilidad, deseo reproductivo de la pareja y 

severidad de síntomas.  

Debemos considerar la endometriosis como una enfermedad crónica que precisa un plan 

de gestión para toda la vida, ofreciendo un tratamiento individualizado para cada 

paciente y en cada momento (SEGO 2014). 

Parece evidente que no debemos tratar a las pacientes asintomáticas, ya que no existen 

estrategias preventivas de la enfermedad (Colegio nacional de gincólogos y obstétras 

franceses, CNGOF 2012).  

Así mismo, es fundamental evitar cirugías repetitivas o insistir en tratamientos médicos 

que no funcionen o supongan efectos secundarios intolerables en pacientes con dolor 

relacionado con la endometriosis, y considerar otros tratamientos que se dirigen hacia el 

dolor neuropático e inflamatorio (Howard, 2009). 

 

1.7.1 Tratamiento expectante 

El tratamiento expectante consiste en el seguimiento periódico ambulatorio de la 

paciente con endometriosis. Aunque no se encuentra consensuado, generalmente se 

realiza control de la sintomatología, ecografía y determinación analítica de marcadores 

tumorales a intervalos de 6-12 meses. Se realiza en mujeres asintomáticas con 
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endometriosis leve y aquéllas en las que el diagnóstico se ha realizado de forma casual y 

no presentan ninguna manifestación de la enfermedad. 

 

1.7.2 Tratamiento quirúrgico 

Permite el diagnóstico y tratamiento de la enfermedad y estaría indicado en: 

- Fallo del tratamiento médico en el control de los síntomas 

- Mujeres que rechazan o tienen contraindicaciones a la terapia médica 

- Necesidad de un diagnóstico definitivo: En aquellas mujeres con 

sintomatología moderada sugestiva de endometriosis en las que ha 

fallado el tratamiento empírico con terapias de primera línea (AINE, 

ACO). 

- Para excluir malignidad en una masa anexial: la endometriosis puede 

formar quistes de inclusión peritoneales por adherencias pélvicas; estos 

quistes podrían presentar signos sugestivos de malignidad que precisarían 

confirmación quirúrgica. 

- Tratamiento de la infertilidad: la cirugía es el tratamiento de elección en 

mujeres que esperan restablecer o preservar la fertilidad y padecen 

endometriosis moderada o grave (Speroff y Fritz, 2006). 

- Obstrucción del tracto urinario o intestinal. 

La cirugía puede ser de dos tipos: 

- Cirugía conservadora: intenta conservar la anatomía pélvica lo máximo 

posible extirpando focos endometriósicos, adherencias, fulgurando focos, 

etc. siendo de elección el abordaje laparoscópico. 
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- Cirugía definitiva: la histerectomía total con salpingo-ooforectomía 

bilateral es una opción en estadios avanzados y sin deseos genésicos tras 

fracaso de los otros tratamientos, incluyendo el abordaje conservador, 

pudiendo aliviar el dolor y disminuir la posibilidad de nueva cirugía 

(Shakiba et al, 2008). 

La cirugía laparoscópica es el gold standard para establecer el diagnóstico de 

endometriosis y proporciona una oportunidad para un tratamiento quirúrgico 

conservador en el mismo acto.  

Constituye, además, el único método eficaz para erradicar la enfermedad, mejorando los 

síntomas cuando la indicación de esta es adecuada; sin embargo, la gran capacidad de 

recurrencia de la endometriosis, incluso tras cirugías aparentemente completas, hacen de 

esta opción terapéutica una herramienta limitada.  

Las cifras de recurrencia alcanzan el 21.5% a los 2 años y entre el 40 y 50% a los cinco 

años de la cirugía (Guo, 2009). Las pacientes con mayor riesgo de presentar 

recurrencias serían aquellas con inicio temprano de los síntomas, alto nivel de dolor 

previo a la cirugía, tratamiento hormonal previo a la cirugía y mayor extensión de la 

enfermedad. Como factores que previenen la recurrencia destacan: lograr una cirugía lo 

más completa posible adaptada a los síntomas de la paciente y la supresión ovárica 

postoperatoria (Borghese et al, 2014). 

Los riesgos de una intervención quirúrgica, que se incrementan con el número de 

cirugías realizadas sobre la misma paciente, como el daño inadvertido en órganos 

adyacentes (especialmente intestino y vejiga), las complicaciones infecciosas 

postquirúrgicas o el daño mecánico a las estructuras pélvicas que derivaría en una 

mayor formación de adherencias desaconsejan o limitan el uso del tratamiento 
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quirúrgico de la endometriosis a situaciones muy determinadas, como las descritas 

anteriormente.  

Así pues, debemos procurar como alternativa a estas pacientes otros tratamientos no 

invasivos que permitan un uso a largo plazo, dada la naturaleza crónica y recidivante de 

la enfermedad.  

 

1.7.3 Tratamiento farmacológico 

El tratamiento farmacológico persigue controlar los síntomas asociados a la 

endometriosis, mediante la eliminación o reducción de las lesiones, a partir de la 

administración de drogas comerciales y/o productos naturales. De acuerdo con la 

Practice Committee of the American Society for Reproductive Medicine (Treatment of 

pelvic pain associated with endometriosis, 2014): ‘la endometriosis debería ser 

considerada una enfermedad crónica que requiere un manejo de por vida con la 

intención de maximizar el uso de tratamientos médicos que permitan evitar 

procedimientos quirúrgicos repetidos’.  

El tratamiento médico se puede agupar en tres modalidades, como son los 

antiinflamatorios no esteroideos, los tratamientos hormonales clásicos y las nuevas 

terapias. 

 

1.7.3.1 Antiinflamatorios no esteroideos (AINE) 

Son fármacos inhibidores de las prostaglandinas (PG). Persiguen el alivio de cualquier 

tipo de dolor, de leve a moderado y suponen la primera línea de tratamiento por su 
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accesibilidad, bajo coste, tolerabilidad de efectos secundarios y evidencia en ensayos 

clínicos de mejoría de la dismenorrea primaria.  

Las mujeres con endometriosis producen una mayor cantidad de prostaglandinas en la 

zona pélvica (Ylikorkala et al, 1985). Las prostaglandinas aumentan la intensidad de la 

contracción intestinal y uterina, causando dolor y calambres típicos de la dismenorrea. 

Estos fármacos, al reducir las PG, ejercen un efecto antiinflamatorio disminuyendo el 

dolor (Moghissi, 1999). 

Sin embargo, este tratamiento resulta insuficiente en endometriosis severas o de larga 

evolución y proporcionan sólo un tratamiento sintomático, sin influir en la progresión 

de la enfermedad.  

 

1.7.3.2 Tratamientos hormonales de uso clínico 

Los tratamientos hormonales están basados fundamentalmente en la supresión 

estrógénica, debido al carácter hormono-dependiente de la enfermedad (Burney y 

Giudice, 2012). Esto conlleva una serie de efectos secundarios derivados de la acción 

hormonal, como la inducción de una menopausia artificial en muchos casos o la 

interferencia con la función reproductiva (Prentice et al, 2000). 

En general todos los tratamientos hormonales disponibles actualmente son equiparables 

en términos de eficacia. El alivio del dolor, las tasas de embarazo y de recidiva son 

similares en todas las formas de tratamiento médico, por lo que la elección será 

individualiza y según criterios de coste-beneficio y efectos secundarios (Speroff y Fritz, 

2006). 
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 La mayor limitación de los tratamientos hormonales es, que, si bien detienen la 

progresión de la enfermedad, no reducen ni eliminan las lesiones ya formadas.  

El objetivo de estos tratamientos es disminuir la producción de estrógenos por el ovario, 

dando lugar a una decidualización y posterior atrofia del tejido endometrial eutópico y 

ectópico (Sanchez-Fernandez, 2011). Se distinguen principalmente: 

 

1.7.3.2.1 Anticonceptivos orales combinados (ACO) 

Se consideran un tratamiento de primera línea en el manejo inicial de la endometriosis 

para el dolor mínimo a moderado, en mujeres con deseo anticonceptivo (Harada et al, 

2008), siendo una de sus principales ventajas frente a otros tratamientos hormonales el 

poderlos tomar de manera más prolongada e incluso en ocasiones indefinida. Inhiben la 

ovulación e inducen una pseudodecidualización y atrofia del tejido endometrial. Pueden 

administrarse con pautas cíclicas o continuas, para evitar el sangrado cíclico (Coffe et 

al, 2007). 

Su uso tras un tratamiento quirúrgico ha demostrado, en estudios recientes, una 

reducción del 47% de la tasa de recurrencia de endometriosis tras cirugía frente a 

placebo, proporcional al tiempo de utilización de los ACO (Vercellini et al, 2008). 

 Sin embargo, los ACO pueden producir sangrados uterinos disfuncionales, cefaleas, 

náuseas, vómitos, aumento de peso y de la tensión mamaria, depresión y disminución de 

la libido, al igual que los progestágenos a altas dosis, además de incrementar el riesgo 

de eventos tromboembólicos (Surrey, 2006). 
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1.7.3.2.2 Gestágenos 

Inhiben el crecimiento del tejido endometrial causando una decidualización inicial, 

seguida de atrofia. También inhiben la secreción hipofisaria de gonadotropinas y la 

producción hormonal ovárica, causando anovulación e incluso amenorrea (Milsom y 

Korver, 2008; Speroff y Darney, 2005). 

En general, son una buena alternativa como mantenimiento o en caso de que otros 

tratamientos no fueran posibles. Algunas de sus limitaciones son el retardo en recuperar 

los ciclos ovulatorios en las posologías depot (por lo que no estarían indicados en 

mujeres que deseen gestación a corto plazo) o el patrón de sangrado escaso, intermitente 

e irregular típico de los tratamientos prolongados. Además, producen una serie de 

efectos secundarios (dependientes de la dosis, duración y vía de administración) en 

ocasiones mal tolerados por las mujeres, como náuseas, vómitos, aumento de peso, 

tensión mamaria, retención de líquidos, depresión y disminución de la libido (Surrey, 

2006), por lo que las pacientes candidatas deben ser seleccionadas con cautela e 

informadas de sus posibles efectos. 

El dispositivo intrauterino liberador de progesterona (DIU-LNG) se considera un 

tratamiento de primera línea del dolor asociado a la endometriosis. Este DIU libera 

20µg/día de Levonorgestrel e induce amenorrea o hipomenorrea por un mecanismo de 

acción diferente a los otros tratamientos, reduciendo la dismenorrea y las algias pélvicas 

asociadas a la endometriosis. Este tratamiento no requiere posología diaria y tiene 

escasos efectos a nivel metabólico general.  

El DIU-LNG ha demostrado su eficacia en el tratamiento de la endometriosis peritoneal, 

ovárica, profunda, lesiones recidivadas y también como medida preventiva 
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postoperatoria (Abou-Setta et al, 2006; Fedele et al, 2001; Petta et al, 2005; Vercellini et 

al, 2003). 

 

1.7.3.2.3 Agonistas de la GnRH 

Estos compuestos actúan de manera continua sobre los receptores hipofisarios de GnRH 

disminuyendo la actividad gonadotrófica (down-regulation) e induciendo una supresión 

reversible de la esteroidogénesis ovárica. Este estado de hipogonadismo 

hipogonadotropo produce una reducción de las lesiones endometriósicas controlando el 

dolor y facilitando una posterior cirugía (Prentice et al, 2000). Algunos de los más 

empleados son: leuprolerina, buserelina, nafarelina, histrelina, goserelina y triptorelina; 

se emplean vía intramuscular, subcutánea o nasal con una duración aproximada de entre 

3-6 meses, pues más allá de este tiempo incrementan de forma considerable el riesgo de 

osteoporosis.  

Los análogos de la GnRH han demostrado claramente reducir el dolor de la 

endometriosis, incluyendo la dismenorrea, la dispareunia y el dolor pélvico crónico; 

mejoras similares a las obtenidas con danazol, progestágenos o ACO (Prentice et al, 

2000). 

Sus efectos secundarios son los derivados de una menopausia artificial como sofocos, 

insomnio, atrofia y sequedad vaginal, depresión, irritabilidad, ... y suelen reducirse si se 

añaden progestágenos a altas dosis o en combinación con dosis bajas de estrógenos 

(terapia “add-back”) (Surrey, 2010), sin detrimento del efecto terapéutico. 

 



Evaluación estandarizada del potencial antiangiogénico del agonista 
dopaminérgico en el tratamiento de la endometriosis 

 

54 
 

1.7.3.2.4 Danazol 

Es un agente androgénico derivado de la 19 nortestosterona, que a dosis elevadas 

produce una inhibición hipofisaria de las gonadotrofinas y de la producción hormonal 

ovárica, suprimiendo la ovulación, menstruación y provocando atrofia endometrial. 

También aumenta las concentraciones de testosterona libre, creando un ambiente rico en 

andrógenos y pobre en estrógenos que inhibe el crecimiento de los implantes 

endometriósicos. Sin embargo, hasta un 85% de las pacientes presentan efectos 

secundarios derivados de su acción masculinizante, que en algunos casos obligan a 

suspenderlo. (Barbieri et al, 1982). 

El danazol representó el tratamiento de elección en la década de los 1980. Múltiples 

estudios demostraron su eficacia en cuanto a la reducción de síntomas asociados a la 

endometriosis (Selak et al, 2007). Al igual que otros tratamientos supresores, los 

síntomas reaparecen tras suspender el tratamiento. 

 

1.7.3.2.5 Gestrinona 

Es un derivado 19-noresteroideo con acción antiestrogénica que actúa de forma 

compleja bloqueando el desarrollo folicular y la producción de estradiol, uniéndose a 

los receptores de andrógenos y con efecto agonista-antagonista al unirse a los receptores 

de progesterona (Surrey, 2006).  

Este fármaco ha demostrado ser una opción eficaz para el tratamiento del dolor de la 

endometriosis de forma similar al danazol o a los agonistas de la GnRH (Surrey, 2006), 

pero su uso está limitado por su baja tolerancia. Entre sus efectos secundarios destacan 
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la atrofia mamaria, alteraciones menstruales, alopecia y cloasma “pseudogravídico” 

(Crosignani et al, 2006; Fedele y Berlanda, 2004). 

 

1.7.4 Nuevas terapias en el tratamiento de la endometriosis 

El hecho de que ninguno de los tratamientos anteriores elimine completamente los 

síntomas de la enfermedad, que sean efectivos mientras se mantenga el tratamiento pero 

que los síntomas reaparezcan al suspenderlos y que presenten limitaciones importantes 

derivadas de la afectación del ambiente hormonal, hace que se estén buscando nuevas 

alternativas que ofrezcan tratamientos más efectivos y/o menor severidad de efectos 

secundarios. 

 

1.7.4.1 Tratamientos hormonales experimentales 

Los nuevos tratamientos hormonales de la endometriosis, al igual que los clásicos, 

presentan limitaciones considerables derivadas de su mecanismo de acción: no pueden 

utilizarse en pacientes con deseo genésico, pues interfieren con la ovulación y la 

receptividad endometrial; su uso en el tiempo está limitado por los efectos secundarios y 

no han demostrado eficacia completa en la supresión de los síntomas o en la 

eliminación de la progresión de la enfermedad (Mihalyi et al, 2006).  

 

1.7.4.1.1 Antagonistas de la GnRH 

Producen una supresión rápida de la secreción de gonadotrofinas mediante competición 

selectiva con el receptor de la GnRH endógena, evitando el efecto flare up de los 

agonistas. A pesar de que dos estudios apoyan su eficacia en el campo de la 
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endometriosis (Batzer, 2006; Kupker et al, 2002), actualmente no hay evidencia 

suficiente que apoye su eficacia, aunque por su mecanismo de acción cabe esperar que 

su uso sea eficaz para controlar los síntomas.  Presentan un coste más elevado y una 

posología más compleja que los agonistas de la GnRH, además de tener el mismo perfil 

de efectos secundarios tipo “menopausia-like” (Kupker et al, 2002). 

 

1.7.4.1.2 Inhibidores de la aromatasa 

La aromatasa es la enzima que cataliza el paso de andrógenos a estrógenos (estrona y 

estradiol). Se ha demostrado un aumento de su expresión en los implantes 

endometriósicos y en el endometrio de pacientes con endometriosis. (Bulun, 1999), por 

lo que la supresión de la producción ovárica de estradiol puede no controlar totalmente 

el dolor asociado a la endometriosis.  

Los inhibidores de la aromatasa reducen la producción de estrógenos en cerebro, ovario, 

lesiones endometriósicas y periferia (piel, tejido adiposo, ...) (Sebastian y Bulun, 2001). 

La evidencia actual indica que estos fármacos son eficaces en reducir el dolor pélvico 

con efectos similares a otros tratamientos hormonales, aunque está basada en estudios 

con un número pequeño de pacientes (Patwardhan et al, 2008). Los efectos secundarios 

sobre la desmineralización de la matriz ósea contraindican su uso prolongado (Buzdar, 

2004). Actualmente su uso en el tratamiento del dolor asociado a la endometriosis no se 

ha aprobado por la Food and Drug Administration (FDA).  
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1.7.4.1.3 Moduladores selectivos de los receptores de estrógenos (SERMs) 

Son compuestos que actúan como ligando sintético del receptor de estrógenos; van a 

modular dicho receptor pudiendo tener efectos antiestrogénicos o proestrogénicos en 

función del tejido diana (Speroff y Fritz, 2006). En este sentido, por ejemplo, el 

raloxifeno presenta una acción antagonista en endometrio (atenuando su crecimiento) y 

agonista en el hueso (preservando la densidad mineral ósea); sin embargo, su utilidad 

está reducida por sus efectos vasomotores. En animales ha demostrado una reducción 

del 70% del volumen de tejido ectópico, pero los resultados en humanos han sido 

contradictorios (Stratton et al, 2008). 

 

1.7.4.1.4 Moduladores selectivos de los receptores de progesterona (SPRMs) 

Tienen efecto agonista/antagonista sobre los receptores de progesterona en función del 

tejido diana. Suprimen la producción de prostaglandinas a nivel endometrial y tienen 

efecto directo sobre la proliferación endometrial y la formación de vasos en el 

endometrio (Chwalisz et al 2005), manteniendo los niveles de estrógenos circulantes, lo 

que mejora su tolerabilidad frente a los agonistas. En contrapartida, la tendencia a 

aumentar el riesgo de hiperplasia endometrial observada podría restringir su uso 

(Chwalisz et al, 2004). 

 

1.7.4.2 Tratamientos no hormonales experimentales 

Los múltiples avances en el conocimiento de la fisiología de la enfermedad realizados 

en los últimos años, junto con las carencias mencionadas de los tratamientos actuales, 

han volcado el interés en el estudio de nuevos tratamientos no hormonales que ofrezcan 

nuevas opciones terapéuticas a estas pacientes. 
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El objetivo de estos tratamientos, en su mayoría en fase experimental, sería controlar los 

síntomas de la enfermedad sin interferir en el estado hormonal de las pacientes, 

evitando de este modo los efectos secundarios derivados de la supresión hormonal, a la 

vez que se les puedan ofrecer opciones reproductivas (Olivares et al, 2008). 

 

1.7.4.2.1 Fármacos hipolipemiantes 

Estudios experimentales con estatinas en animales muestran una disminución del 

crecimiento endotelial en los implantes mediante supresión de los genes que codifican 

proteínas implicadas en la inflamación y angiogénesis, y reducción de la HMG-CoA 

reductasa (Bruner-Tran et al, 2009; Cakmak et al, 2012). 

Otros estudios en ratas suplementadas con ácido eicosapentaenoico (EPA) han 

evidenciado una reducción del grosor del tejido endometriósico intersticial relacionado 

con la progresión de la endometriosis, así como disminución de la proliferación de 

fibroblastos y MIF (factor inhibidor de la migración de macrófagos) y supresión de 

algunos genes implicados en la patogenia de la enfermedad (IL-Beta, MMP13, MMP10 

y MMP8) (Netsu et al, 2008). 

La principal limitación que presentan estos compuestos es que son teratógenos, 

recomendándose medidas anticonceptivas en las usuarias hasta mes y medio tras 

finalizado el tratamiento (Lecarpentier et al, 2012). Además, entre sus efectos 

secundarios más graves se han descrito casos de miositis y rabdomiolisis, por lo que se 

recomienda monitorizar con pruebas de función hepática (pueden elevar las 

transaminasas transitoriamente) y muscular periódicamente durante el tratamiento 

(Armitage, 2007; Kashani et al, 2006). Esto obliga a contrastar la existencia de un 
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beneficio claro de estos fármacos sobre la enfermedad pues su uso no está exento de 

complicaciones. 

 

1.7.4.2.2 Bifosfonatos 

Los macrófagos activados parecen promover el desarrollo de la endometriosis al 

perpetuar la disfunción inmunológica en la misma. Una posible línea terapéutica 

consistiría en reducir in vivo el número de macrófagos activados mediante partículas 

liposomales que, al permitir la entrada de bifosfonatos fagocitarían e inactivarían a los 

macrófagos circulantes, sin resultar tóxicos para células no fagocitarias (Dananberg et 

al, 2002; Epstein et al, 2007). 

La administración de 10mg/kg de alendronato liposomal en roedores ha demostrado una 

reducción del tamaño de los implantes peritoneales, así como una reducción del número 

de monocitos y de la respuesta inflamatoria (Haber et al, 2009). 

Entre los efectos adversos más frecuentes de los bifosfonatos se incluyen problemas 

gastrointestinales (dolor abdominal, disfagia, esofagitis, úlcera esofágica, ...) (Graham et 

al, 1997 y 2001), síndrome pseudogripal (Black et al, 2007), síntomas 

musculoesqueléticos (dolor muscular, articular) (Wysowski y Chang, 2005), patología 

ocular (uveitis, epiescleritis, ...) (Etminan et al 2012) y osteomandibular (osteonecrosis 

de la mandíbula) (Khosla et al 2007); además de estar también contraindicados en la 

gestación por su teratogenia (Levy, 2009). Por todo ello habría que demostrar un claro 

beneficio en humanos para recomendarlo como tratamiento. 
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1.7.4.2.3 Fármacos inmunomoduladores 

El uso de inmunomoduladores deriva de la consideración de la endometriosis como una 

enfermedad inflamatoria. 

La pentoxifilina ha sido una de las moléculas más estudiada por diversos autores: ha 

demostrado inhibir la fagocitosis por macrófagos, aumentar la liberación de enzimas 

proteolíticas y reprimir la producción de TNF-α, además de inducir la regresión de 

lesiones endometriósicas sin inducir un estado de hipoestrogenismo en modelo animal 

(Nothnick 2001, Olive et al, 2004). Estos resultados parecen prometedores en el 

tratamiento de la fertilidad para mujeres con endometriosis en estadios precoces 

(Balasch et al, 1997; Creus et al, 2008). 

 

1.7.4.2.4 Bloqueantes del factor nuclear KappaB (FN-kB) 

El FN-kB es un factor de transcripción que induce la expresión de una amplia variedad 

de genes que intervienen en la respuesta inflamatoria (McKay et al, 1999); algunos 

estudios han demostrado un papel importante en el proceso inflamatorio de las células 

del estroma endometrial en endometriosis (Guo, 2007; Yamauchi et al, 2004). En 

estudios con células cancerosas se han probado inhibidores del FN-kB e inhibidores de 

los proteosomas para impedir la liberación de los precursores del FN-kB con éxito 

(Orlowski et al, 2002). 

 

La pirrolidina ditiocarbamato (PDTC), un potente inhibidor del FN-kB y el bortezomib, 

un inhibidor reversible del proteosoma, han demostrado reducir el tamaño de los 

implantes y frenar la progresión de lesiones en ratas a las que se les había implantado 

tejido endometriósico (Celik et al, 2008). 
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1.7.4.2.5 Terapias antiangiogénicas 

La neoangiogénesis es un pre-requisito fundamental en el mantenimiento y desarrollo 

de la endometriosis, una vez que los nódulos del tejido endometrial han quedado 

implantados (Nap et al, 2004).  

Entre los factores implicados en la angiogénesis destaca el Factor de Crecimiento del 

Endotelio Vascular (VEGF), una glicoproteína esencial en este proceso (Gargett et al, 

2002). Es liberado por los macrófagos presentes en mayores cantidades en el líquido 

peritoneal de mujeres con endometriosis frente a sanas (McLaren et al, 1996). Existe 

una correlación positiva entre severidad de la enfermedad y liberación de VEGF en el 

líquido peritoneal (Bourlev et al, 2006), y su expresión está aumentada en las lesiones 

endometriósicas activas (Donnez et al, 1998) y en la endometriosis profunda (Machado 

et al, 2008). 

La unión del VEGF a su receptor tipo 2 (VEGFR2) parece ser el proceso principal por 

el cual este factor regula el mecanismo de angiogénesis (Verheul et al, 2000; Watkins et 

al, 1999). Se hipotetiza que el bloqueo de los principales factores angiogénicos puede 

producir la interrupción de la neoformación de vasos en las lesiones y con ello la 

destrucción de las mismas, al carecer de un adecuado soporte de aporte de nutrientes 

(Nap et al, 2004). 

Avalados por esta hipótesis, se ha ensayado en modelos animales de endometriosis el 

efecto que la inhibición de la angiogénesis ejerce sobre el crecimiento y supervivencia 

de lesiones. Entre los fármacos estudiados tenemos varios inhibidores específicos del 

VEGF, principal regulador de la angiogénesis, como el Avastin, así como otros de 

amplio espectro como el TNP-A, Endostatina, Anginex, ... que han demostrado su 

eficacia en la disminución de estas lesiones (Nap et al, 2004) en los citados modelos. 
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 Estos compuestos, disponibles comercialmente, nacieron originalmente como 

tratamientos antitumorales (Bello et al, 2004; Kraeber-Bodéré et al, 2010). Debido a su 

toxicidad y a un mecanismo no selectivo de acción sobre la angiogénesis ejercen graves 

efectos secundarios (flebitis, anorexia, astenia) “tolerables” en pacientes oncológicos, 

pero no en pacientes con enfermedades no cancerosas, como las afectas por 

endometriosis (Via et al, 2000). 

Ante esta coyuntura, se están evaluando otras sustancias, que por su mecanismo de 

acción conserven su efecto antiangiogénico y simultáneamente presenten efectos 

secundarios asumibles. Algunos de ellos corresponden a medicaciones previamente 

aprobadas para otras enfermedades y usos como las que mencionamos a continuación. 

 

1.7.4.2.5.1 Inhibidores selectivos de la COX-2: celecoxib 

La ciclooxigenasa (COX) tipo 1 y 2 son isoenzimas que catalizan la síntesis de 

prostaglandinas. La COX-2 se encuentra aumentada en procesos relacionados con el 

dolor y la inflamación. 

Se ha observado una sobreexpresión de la COX-2 en el endometrio eutópico y ectópico 

de mujeres con endometriosis (Matsuzaki et al 2004; Ota et al, 2001). 

Estudios en modelo animal han demostrado que la administración de celecoxib bloquea 

el crecimiento celular e induce la apoptosis en células tumorales (Basu et al, 2005; 

Kundu et al, 2002), siendo además un potente inhibidor de la angiogénesis (Basu et al, 

2005). También se ha observado que previene la implantación del tejido ectópico, y el 

crecimiento de lesiones ya existentes (Matsuzaki et al, 2004), induciendo la regresión de 

los implantes endometriales en ratas (Dogan et al, 2004) y ratones (Ozawa et al, 2006). 
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En humanos, un estudio in vitro ha demostrado la reducción de la proliferación celular y 

la inducción de apoptosis de células epiteliales de endometrio junto con una 

disminución del VEGF en el fluido peritoneal de mujeres tratadas (sanas y con 

endometriosis) (Olivares et al, 2008). 

 

1.7.4.2.5.2 Té verde 

La epigalocatequina galato (EGCG), un flavonoide de tipo galato que constituye uno de 

los principios activos del té verde, presenta una potente actividad antioxidante, 

anticancerígena y de inhibición del crecimiento del endotelio vascular in vivo e in vitro 

(Tang et al, 2001). Parece tener un potente efecto antiangiogénico en diversos tumores 

(Fassina et al, 2004), asociado a una inhibición del VEGF y su receptor (Basini et al, 

2005). 

En modelos de endometriosis experimental en ratones, la EGCG ha demostrado una 

inhibición de la angiogénesis, la adhesión y la invasión de lesiones endometriósicas, así 

como una reducción en el tamaño de las mismas (Rogers et al, 2009). 

 

1.7.4.2.5.3 Agonistas dopaminérgicos 

Los agonistas dopaminérgicos son compuestos que aúnan un bajo perfil de toxicidad 

junto con una amplia experiencia en su uso clínico. Estos fármacos, usados para el 

tratamiento de la hiperprolactinemia, se están ensayando actualmente en estudios piloto 

para el tratamiento de la endometriosis. 

La posible implicación de los agonistas dopaminérgicos en la reducción de la 

angiogénesis se observó por primera vez en una sucesión de estudios realizados por el 
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grupo de Gómez et al sobre el síndrome de hiperestimulación ovárica (SHO), (Gómez et 

al, 2002; Gómez et al, 2003; Gómez et al, 2006). Posteriormente se ensayó el efecto de 

los agonistas dopaminérgicos en modelos animales de endometriosis (Delgado-Rosas et 

al, 2011; Novella-Maestre et al, 2009), y los alentadores resultados obtenidos sirvieron 

de base para realizar un estudio piloto en mujeres con hiperprolactinemia y 

endometriosis (Gómez et al, 2011a).  

Por las peculiaridades que presentan, y por el papel principal que ocupan en esta tesis, 

procede describir a continuación la naturaleza de dichos compuestos, previamente a 

describir los resultados observados con esta novedosa terapia, en los siguientes 

apartados. 

 

1.7.4.2.5.3.1 Dopamina 

La dopamina es un neurotransmisor catecolaminérgico sintetizado a partir de tirosina y 

de dihidroxifenilalanina (DOPA), y que a su vez es precursora en la síntesis de 

noradrenalina y adrenalina. Es la neurohormona que controla la secreción de prolactina, 

también llamado factor inhibidor de la prolactina (PIF). 

Sabemos que el hipotálamo es el intermediario principal entre los sistemas nervioso y 

endocrino, los dos principales sistemas de control del organismo. Regula la hipófisis y 

la producción hormonal. La función reproductiva del hipotálamo puede resultar alterada 

por cualquier episodio que sea capaz de modificar la frecuencia o amplitud de la 

liberación pulsátil de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH). La dopamina es 

capaz de alterar la liberación de GnRH (Henderson et al, 2008); por tanto, las sustancias 

que sean agonistas o antagonistas de estos compuestos podrían modificar la liberación 

de GnRH, interfiriendo así en la comunicación con la hipófisis. 
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1.7.4.2.5.3.2 Receptores dopaminérgicos 

Diversos estudios llevados a cabo a finales de los años 70 revelaron que la dopamina 

presenta una marcada unión a dos receptores que se conocen como D1 y D2 (Kebabian 

y Calne, 1979). El receptor de la dopamina tipo D1 (D1R) está unido a proteínas Gs e 

incrementa los niveles de AMPc, mientras el receptor de la dopamina tipo D2 (D2R) 

interacciona con proteínas Gi inhibiendo la acumulación de AMPc (Bunzow et al, 1988; 

Missale et al, 1998). Más tarde, otros tres receptores de dopamina han sido 

caracterizados. Por lo tanto, actualmente 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, D3 y D4. 

Generalmente, los receptores D1 y D2 poseen altos niveles de expresión y tienen más 

agonistas y antagonistas selectivos que los receptores D3, D4 y D5 (Missale et al, 

1998). El D2R tiene una elevada expresión en la sustancia nigra, área ventral e 

hipocampo; mientras que las amígdalas contienen sobretodo D1R y muy poco D2R. 

Ambos receptores se expresan de forma elevada en el putamen caudal, núcleo 

accumbens y tubérculo olfatorio (Mansour et al, 1990). La presencia de estos receptores 

ha sido también descrita en las células de la granulosa y del ovario de caballos y ratas 

(King et al, 2005; Rey‐Ares et al, 2007) y más recientemente en las células de la 

granulosa de humanos (Álvarez et al, 2007; Rey‐Ares et al, 2007). 

1.7.4.2.5.3.3 Tipos de agonistas dopaminérgicos 

Los antagonistas más 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 et al, 

1998). 
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Los agonistas de la dopamina se dividen en derivados no ergóticos y ergóticos. 

- Los derivados no ergóticos son la apomorfina, piribendil, quinagolida, 

opinirol y pramipexol; actúan fundamentalmente sobre los receptores 1, 2 

y 3 de la dopamina. 

- Los derivados ergóticos son derivados de la ergocriptina, estimulan los 

receptores 1 y 2 de la dopamina. La bromocriptina es el más conocido y 

el prototipo del grupo, mientras que pergolida y lisurida son ergolinas 

que carecen de cadena peptídica. La cabergolina es un derivado de acción 

prolongada con una acción más selectiva sobre los receptores 2 de la 

dopamina. 

El único derivado no ergótico utilizado en clínica es la quinagolida. Se une más 

selectivamente a los receptores D1 y D2 dopaminérgicos y no presenta reacción cruzada 

con los receptores adrenérgicos o serotoninérgicos. 

Los agonistas dopaminérgicos ejercen un efecto antiangiogénico al interferir la vía del 

VEGF/VEGFR2, a través de su receptor D2R (Basu et al, 2001). Puesto que el objetivo 

de la presente tesis doctoral es verificar el efecto antiangiogénico de los agonistas 

dopaminérgicos sobre la reducción de tamaño de las lesiones endometriales, 

procedemos a desarrollar, en el siguiente apartado, el concepto de angiogénesis, 

previamente esbozado, y la relación entre angiogénesis y endometriosis.  
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1.8 VASCULOGÉNESIS, ANGIOGÉNESIS Y ENDOMETRIOSIS 

En aras de facilitar la comprensión de diferentes conceptos que constituyen el eje 

vertebral del presente trabajo de investigación, en los siguientes párrafos 

profundizaremos en el conocimiento de la angiogénesis y revisaremos las evidencias 

que nos conducen a plantearnos, por un lado, la importancia de la angiogénesis en la 

implantación y desarrollo de las lesiones endometriales, y por tanto la potencial diana 

terapéutica que constituyen, así como el potencial papel antiangiogénico de los 

agonistas dopaminérgicos en la endometriosis.  

 

1.8.1 Concepto 

El término angiogénesis se define como la formación de vasos sanguíneos a partir de 

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

generación de vasos sanguíneos de novo. En concreto: 

- Vasculogénesis: implica la formación de vasos sanguíneos a partir de 

células madre endoteliales o primordiales diferenciadas. La 

vasculogénesis se da preferentemente durante la vida embrionaria. El 

proceso se inicia con la formación de los islotes sanguíneos en el 

mesodermo extraembrionario del saco vitelino, corion y pedículo de 

fijación, durante la tercera semana de desarrollo (Larsen, 1993). Este 

fenómeno se observa en menor medida tras el nacimiento y durante la 

fase de crecimiento del individuo para desaparecer completamente 

durante la fase adulta. 
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- Angiogénesis: Se define como la formación de nuevos vasos a partir de 

los ya existentes y es un mecanismo que puede ocurrir durante toda la 

vida del individuo. 

Debemos distinguir entre angiogénesis fisiológica y patológica. La angiogénesis 

fisiológica se asocia generalmente a los procesos de reparación y generación de nuevos 

vasos para irrigar tejido neoformado durante los procesos de regeneración tisular y de 

cicatrización. 

 Se obvia, sin embargo, el hecho de que la angiogénesis ocurre también de manera 

cíclica en los órganos reproductores durante el ciclo reproductivo de la mujer fértil. En 

ese sentido, se dan fenómenos de angiogénesis en el endometrio durante el ciclo 

menstrual. Así mismo, la angiogénesis es necesaria para abastecer de una adecuada red 

vascular al folículo maduro durante las últimas etapas de maduración y al cuerpo lúteo 

durante su formación. Aunque no de forma cíclica, la angiogénesis se da también en la 

formación de la placenta (Larsen, 1993). En estas situaciones, el proceso de 

angiogénesis está fuertemente regulado por factores activadores o moléculas 

angiogénicas, que estimulan el proceso, y factores inhibidores de la angiogénesis 

(Folkman y Shing, 1992). 

Por otro lado, la angiogénesis es imprescindible para el desarrollo de procesos 

patológicos como el crecimiento de los tumores, la artritis, la psoriasis, la retinopatía 

diabética, la ateroesclerosis, la inflamación crónica y la endometriosis (Griffioen et al, 

2000). En estas enfermedades hay un componente de tipo angiogénico persistente que 

escapa a los mecanismos de regulación, y que da lugar a un crecimiento descontrolado 

de estructuras vasculares fuera de su entorno habitual y fisiológico (Folkman y Shing, 

1992). Este fenómeno ha sido ampliamente estudiado en el cáncer (Folkman, 2002), 
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hasta el punto de que se desarrollan a día de hoy numerosas terapias basadas en el uso 

de drogas antiangiogénicas. En los últimos años el estudio del papel de la angiogénesis 

se ha extendido a la endometriosis. 

 

1.8.2 Angiogénesis y endometriosis 

De las múltiples teorías que intentan explicar la etiopatogenia de la endometriosis, la 

más aceptada es la de la menstruación retrógrada, propuesta por Sampson en 1927 

(Sampson, 1927). Actualmente se entiende que la patogenia de la enfermedad comporta, 

en parte, la implantación de tejido endometrial desprendido, que llega a la cavidad 

abdominal mediante la menstruación retrógrada (Prentice, 1992). Pero lo que realmente 

determina la aparición y desarrollo de la endometriosis es la supervivencia y 

crecimiento del tejido endometrial adherido (McLaren, 2000).  

Para que se produzcan estos acontecimientos es imprescindible el establecimiento de un 

aporte sanguíneo efectivo que nutra al tejido de los componentes que permiten su 

crecimiento. Para que este aporte sea efectivo es imprescindible la generación de nuevos 

vasos sanguíneos alrededor del tejido patológico mediante un proceso de angiogénesis. 

Apoyando esta afirmación, se ha visto que el ambiente peritoneal de las mujeres con 

endometriosis es altamente pro-angiogénico, presentando una actividad angiogénica 

aumentada en el líquido peritoneal (Oosterlynck et al, 1993), con un aumento de los 

factores pro‐angiogénicos y una disminución de los factores inhibidores de la 

angiogénesis (Lasche y Menger, 2007).  

Además, el examen laparoscópico de las mujeres con endometriosis ha demostrado que 

este aporte sanguíneo deriva del tejido circundante (Waller, 1993), observando en éste 
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un aumento de la presencia de vasos sanguíneos (Healy et al, 1998). Finalmente, se ha 

visto que la endometriosis crece sobretodo en áreas con abundante riego sanguíneo 

(Nisolle et al, 1993; Vernon y Wilson, 1985), y que las lesiones más vascularizadas son 

más activas (Vernon y Wilson, 1985). 

Por tanto, considerando que la neo-angiogénesis es un requisito esencial para la 

implantación y adhesión del tejido endometrial retrógrado y desarrollo de la 

endometriosis (Nap et al, 2004), parece ésta una diana adecuada sobre la que dirigir 

nuestro esfuerzo a la hora de encontrar un tratamiento eficaz para esta enfermedad.  

Se hipotetiza que mediante la interrupción del proceso angiogénico se podría suprimir la 

fuente de suministro para el crecimiento e incluso supervivencia del tejido 

endometriósico, reduciendo o eliminando de esta forma la enfermedad. En este sentido, 

es importante conocer los principales factores implicados en la angiogénesis pues sobre 

ellos actuaríamos para tratar la endometriosis. 

 

1.8.3 Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) 

En condiciones normales existe un balance entre la activación y el bloqueo de la 

angiogénesis gracias al carácter proangiogénico o antiangiogénico de las múltiples 

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 VEGF 

(Gargett et al, 2002). Este factor es el angiógeno más potente conocido (Barbeito y 

Laude, 2005). Dentro del complejo proceso angiogénico, el VEGF es responsable del 

inicio de este y juega un papel clave en la modulación de la expresión del resto de 

componentes que lo regulan. 
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La hipoxia es uno de los principales inductores de la expresión del VEGF en la vida 

postnatal, y su acción determina la formación de vasos inmaduros y altamente 

permeables. El VEGF estimula la remodelación vascular favoreciendo la formación de 

brotes angiogénicos a partir de los cuales proliferan las células endoteliales, 

promoviendo el crecimiento de nuevos vasos. Así mismo, estimula la supervivencia de 

las células endoteliales evitando la apoptosis celular y la regresión de los vasos. Durante 

los últimos estadios de la neovascularización, el VEGF modula la expresión de genes 

implicados en la maduración y reestabilización de los vasos formados (Carmeliet, 2000; 

Hicklin y Ellis, 2005) culminando el proceso de angiogénesis. 

La familia del VEGF está formada por una serie de ligandos emparentados y receptores. 

En el caso de los ligandos, encontramos al VEGF-A (conocido comúnmente como 

VEGF y principal sujeto de estudio) y sus homólogos VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, 

VEGF-E y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PIGF). En cuanto a los 

receptores, encontramos el VEGFR1 (también flt-1), el VEGFR2 (también Flk-‐2/KDR) 

y el VEGFR3 (también flt-4) (Shalaby et al, 1995; Waltenberger et al, 1994). 

El VEGF-A, VEGF-B y VEGF-E están 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, comúnmente conocido como VEGF o factor de permeabilidad vascular 

(Ferrara y Henzel, 1989; Senger y Dvorak, 1993), es una glicoproteína dimérica de 34 a 

46 KDa, una citoquina multifuncional (Senger et al, 1993) aislada a partir de las 

proteínas secretadas en las pequeñas venas hiperpermeables a macromoléculas que 

rodean los tumores (Senger et al, 1983), capaz de ligar heparina, y formada por 

polipéptidos con extremo N-terminal idénticos, unidos por puentes disulfuro. Esta 
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glicoproteína es capaz de unirse a uno de los múltiples receptores de la tirosina kinasa, 

lo que provoca su autofosforilación, consiguiendo la activación de proteínas kinasas con 

acción mitogénica (Keck et al, 1989). 

El gen del VEGF-A humano, a partir de ahora referido como VEGF, está localizado en 

el cromosoma 6 (6p21.3) (Vincenti et al, 1996) y está formado por 8 exones separados 

por 7 intrones. Mientras los exones 1 a 5 y 8 están siempre presentes en el ARNm del 

VEGF, la expresión de los exones 6 y 7 se regula por “splicing” (corte y empalme) 

alternativo. Como consecuencia de este splicing alternativo de los exones 6 y 7 el 

VEGF puede presentarse bajo seis isoformas que varían entre 121 y 206 aminoácidos: 

VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF183, VEGF189 y VEGF206 (Houck et al, 

1991; Tischer et al, 1991). 

Una diferencia importante entre estas isoformas es su afinidad por la heparina, lo que 

afecta a su unión celular y a la matriz extracelular (Ferrara, 1999). El dominio de unión 

a heparina está codificado por los exones 6 y 7, y es determinante para la unión 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 et al, 1991; Houck et al, 

1992; Park et al, 1993). La isoforma VEGF-A165, que es la forma molecular 

predominante, posee solamente un dominio de unión a heparina, codificado por el exón 

7, por lo que su afinidad es reducida, de forma que una proporción significativa se 

mantiene unida mientras que la otra parte es soluble (Houck et al, 1992). El VEGF-

A121, que no posee los dominios codificados por los exones 6 y 7, no tiene la capacidad 

de unión a la heparina y por lo tanto es una proteína que se encuentra de forma libre y 

soluble. Por todo ello, se ha sugerido que las isoformas más cortas o solubles serían las 

encargadas de desplazarse hacia los focos de lesión tisular, donde es necesaria la 
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neoformación de vasos para la reparación del tejido (Watkins et al, 1999), mientras que 

las isoformas más largas quedarían pegadas a la matriz extracelular y cabría esperar que 

sus efectos se limitaran a acciones locales. 

También es sabido que el VEGF aumenta de forma considerable la permeabilidad 

vascular (Dvorak et al, 1995), la cual es una vía indirecta de estimulación de la 

angiogénesis que precede o se produce de forma simultánea a su acción sobre las células 

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

 

1.8.3.1 Papel del VEGF y sus receptores en la angiogénesis 

El VEGF dispone de receptores específicos presentes en las membranas de las células 

endoteliales y que pertenecen a la familia de la Tirosin-quinasa (De Vries et al, 1992). 

El VEGF muestra alta afinidad por tres receptores específicos de membrana (Figura 3) 

a través de los cuales desarrollan sus acciones como son el VEGFR1 (también flt-1), el 

VEGFR2 (también Flk‐2/KDR) y el VEGFR3 (también flt-4) (Shalaby et al, 1995; 

Waltenberger et al, 1994).  

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Receptores del VEGF. Adaptado de Berne y Levy, 1998. 
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El VEGFR1, que tiene mayor afinidad por el VEGF que VEGFR2, desempeña 

principalmente funciones de morfogénesis y estructuración de las células endoteliales 

(Fong et al, 1995), interviniendo en los procesos de ensamblaje, supervivencia y 

maduración del vaso. En cambio, VEGFR2 está implicado principalmente en la 

mitogénesis (Shalaby et al, 1995). Una vez activado promueve la proliferación y 

migración de células endoteliales, desempeñando las acciones angiogénicas 

propiamente dichas del VEGF (Gille et al, 2000).  El VEGF actúa fundamentalmente a 

nivel de las células endoteliales (Senger et al, 1993) induciendo cambios en la 

expresión génica de la célula (Pepper et al, 1992), en su forma (Senger et al, 1993), 

estimulando su migración y división, y aumentando los niveles de calcio intracelulares 

(Connolly et al, 1989). 

 

1.8.3.2 Endometriosis y VEGF 

La presencia de VEGF‐A en el endometrio humano ha sido demostrada en varios 

trabajos (Charnock-Jones et al, 1993; Donnez et al, 1998; Shifren et al, 1996), y juega 

un papel importante en la formación de vasos sanguíneos en el endometrio durante el 

ciclo menstrual (Donnez et al, 1998). Se ha visto que los niveles de ARNm del VEGF-A 

aumentan su expresión en la fase secretora y en la fase menstrual del ciclo (Charnock-

Jones et al, 1993), y que estos cambios están en relación con variaciones en los niveles 

de esteroides ováricos (Shifren et al, 1996). Este fenómeno indica que el VEGF es un 

factor de crecimiento estrógeno dependiente, con efecto angiogénico en el endometrio 

humano (Shifren et al, 1996). 

Mediante técnicas inmunohistoquímicas se ha localizado la presencia de VEGF tanto en 

el epitelio como en el estroma del endometrio eutópico en la fase proliferativa, 
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manteniéndose sólo en el epitelio en la fase secretora (Oosterlynck et al, 1993; Shifren 

et al, 1996). Estos datos sugieren que el endometrio que migra durante la menstruación 

retrógrada expresa el VEGF, lo cual nos hace sospechar que el tejido que alcanza la 

cavidad pélvica puede proliferar bajo el fenómeno de la angiogénesis (García Manero et 

al, 2009). Además, Donnez et al demostraron que los niveles de VEGF eran 

significativamente más elevados en el epitelio glandular eutópico de las pacientes con 

endometriosis (Donnez et al, 1998), por lo que la sobreexpresión del VEGF en respuesta 

al estímulo estrogénico en este tejido migrado durante la menstruación retrógrada 

confiere mayor capacidad de proliferación, favoreciendo el crecimiento de las lesiones 

endometriósicas. 

El VEGF, más concretamente el ligando VEGF165 se expresa en el endometrio humano 

ectópico (Kressin et al, 2001; Tan et al, 2002), principalmente en las estructuras 

glandulares y células estromales, pero también en macrófagos activos presentes en el 

tejido ectópico (Donnez et al, 1998; McLaren et al, 1996; Shifren et al, 1996). Se ha 

comprobado que las concentraciones de VEGF varían en función del tipo de lesiones 

endometriósicas y el grado de enfermedad, siendo mayor en las lesiones más 

vascularizadas y activas, y en pacientes con endometriosis grave (Donnez et al, 1998; 

McLaren et al, 1996). La expresión de este factor de crecimiento en el tejido 

endometrial ectópico, sobre todo en las lesiones más activas, sugiere la importancia de 

la angiogénesis en el mantenimiento de las lesiones (McLaren, 2000). 

El líquido peritoneal desempeña un papel fundamental en la implantación, 

supervivencia y propagación del tejido endometrial ectópico (Koninckx et al, 1998; 

Ramey et al, 1993). Se ha demostrado la presencia de VEGF en el líquido peritoneal de 
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las mujeres con endometriosis (McLaren et al, 1996), siendo mayores los niveles en 

mujeres con enfermedad severa (Shifren et al, 1996). 

Reseñada la importancia de la angiogénesis en el mantenimiento y desarrollo de los 

implantes endometriósicos, la inhibición de este mecanismo se postula como una 

alternativa terapéutica potencialmente eficaz en el tratamiento de la endometriosis.  

 

1.8.3.3 Inhibidores comerciales del sistema VEGF 

Los agentes angiostáticos, inhibidores de la angiogénesis, se empezaron a emplear en 

oncología 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 más si cabe con el 

descubrimiento del VEGF en 1989 por Ferrara y colaboradores (Ferrara y Henzel, 

1989) y con el inmediatamente posterior nacimiento de compuestos diseñados para 

inhibir el VEGF (Ferrara, 2002). Estas sustancias, ya sean anticuerpos bloqueantes del 

propio ligando VEGF (Hull et al, 2003) o del VEGFR2 (Nap et al, 2004), en definitiva 

persiguen impedir la unión ligando‐receptor o la transducción de la señal, entorpeciendo 

la angiogénesis (Molema et al, 1998; Nap et al, 2004). 

En humanos, estos agentes, y específicamente el Avastin, un anticuerpo humanizado 

anti-VEGF, ha sido probado con relativo éxito en disminuir la angiogénesis en 

pacientes oncológicas (Ferrara, 2002; McCarthy, 2003). Estos agentes, administrados 

de forma sistémica, inhiben otros procesos fisiológicos relevantes, por lo que tienen 

efectos secundarios que difícilmente serían tolerables éticamente en mujeres con 

patologías angiogénico‐dependientes no tumorales como la endometriosis o el síndrome 

de hiperestimulación ovárica (SHO) (esta última la mencionaremos posteriormente), 
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máxime si estos agentes afectan a la implantación y desarrollo embrionario en mujeres 

fértiles. 

Esta circunstancia no ha sido obstáculo para que el uso de estos inhibidores, ya fuera 

anticuerpos bloqueantes del propio ligando VEGF o del VEGFR2, se haya ensayado en 

modelos animales de endometriosis (Hull et al, 2003; Nap et al, 2004) u otras 

enfermedades angiogénico-dependientes en aras de confirmar el papel de dicho sistema 

en el desarrollo de estas patologías. De modo que estos hallazgos servirían como 

motivación para el futuro ensayo/diseño de nuevas drogas menos tóxicas, pero 

igualmente efectivas sobre las dianas a estudio, de modo que permitieran su uso 

terapéutico en humanos. 

Por lo que respecta a confirmar el papel del sistema VEGF en la endometriosis, existen 

varios trabajos empleando ratones inmunodeprimidos con implantes de endometrio 

humano como modelos animales de experimentación en endometriosis. Son referencia 

fundamentalmente los trabajos de Hull (Hull et al, 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 señal. El sVEGFR1 

actuaría 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 unión a receptores de membrana. En ambos casos, obtuvieron 

un resultado similar, esto es, una disminución significativa en el tamaño y número de 

los explantes endometriósicos, a la vez que se evidenciaba destrucción vascular (Hull et 

al, 2003).  
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De forma similar, Nap y colaboradores, emplearon diversos componentes 

antiangiogénicos para inhibir lesiones endometriósicas tras el trasplante de endometrio 

humano en un modelo animal murino (Nap et al, 2004). A las 2 semanas del 

tratamiento, tanto un inhibidor específico del VEGF (Avastin), como otros potentes 

inhibidores generales de la angiogénesis (TPN-470, endostatina, anginex) habían 

disminuido de forma significativa la incidencia de lesiones endometriósicas y la 

presencia de vasos sanguíneos en estas lesiones respecto a los animales controles cuyos 

implantes fueron tratados con placebo.  

No obstante, como hemos comentado anteriormente, estos compuestos tenían efectos 

indeseables que podían involucrar a muchos procesos fisiológicos, incluyendo la 

gestación temprana, induciendo la luteólisis a través del bloqueo sobre la angiogénesis 

ovárica, interfiriendo en la implantación (Pauli et al, 2005; Wulff et al, 2001; 

Zimmermann et al, 2001, 2003), así como en la angiogénesis a nivel uterino (Heryanto 

et al, 2003; Rockwell et al, 2002). 

Por tanto, una vez establecida la relación entre endometriosis y angiogénesis, repasados 

los sistemas de angiogénesis implicados en la misma, y demostrada la inhibición del 

crecimiento de los implantes en modelos in vitro e in vivo (Hull et al, 2003; Nap et al, 

2004), queda pendiente obtener nuevas terapias antiangiogénicas, menos tóxicas e igual 

de efectivas, que permitan tratar las lesiones endometriósicas sin los efectos secundarios 

descritos con los compuestos antiangiogénicos ensayados. 
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1.8.4 Agonistas dopaminérgicos, angiogénesis y endometriosis 

Como ya adelantamos en el apartado de ‘Terapias antiangiogénicas’, los agonistas 

dopaminérgicos ejercen un efecto antiangiogénico al interferir la vía del 

VEGF/VEGFR2, a través de su receptor D2R (Basu et al, 2001). Desarrollamos a 

continuación la sucesión de acontecimientos que permitieron proponer a los agonistas 

dopaminérgicos como una posible opción terapéutica en el tratamiento de la 

endometriosis, en aras de su efecto inhibidor de la angiogénesis y su bajo perfil de 

efectos adversos.  

 

1.8.4.1 Agonistas dopaminérgicos y regulación del sistema VEGF/VEGFR2 

La sucesión de estudios sobre el SHO realizado por el grupo de investigación de Gómez 

y colaboradores (Gómez et al, 2002; Gómez et al, 2003; Gómez et al, 2006) en el 

pasado ejemplifica cómo se pueden desarrollar estrategias para la obtención de terapias 

antiangiogénicas no tóxicas frente a enfermedades VEGF/VEGFR2 dependientes que 

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, Gómez y colaboradores mostraron 

que el incremento de la permeabilidad vascular se podía revertir utilizando un 

anticuerpo específico que bloquea el VEGFR2, el SU5416 (Fong et al, 1999). Pero 

debido a los efectos secundarios que producía (tromboembolismo y vómitos), así como 

la posibilidad de interferir en el desarrollo de la gestación bloqueando la implantación 

ovario-dependiente y la angiogénesis uterina (Pauli et al, 2005; Wulff et al, 2001; 

Zimmermann et al, 2001, 2003), este compuesto no pudo ser utilizado para la clínica en 

el SHO. 
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En dicho estudio, Gómez y colaboradores observaron que el gen que codifica para la 

tiroxin-hidroxilasa, un enzima crítico en la síntesis de dopamina, está expresado a la 

baja en los animales con SHO (Gómez et al, 2003). 

Figura 4. Mecanismo de acción antiangiogénico del agonista dopaminérgico. Adaptado de García-

Velasco y Rizt, 2010. Durante el proceso de angiogénesis, el VEGF se une a su receptor VEGFR2 que se 

encuentra en la superficie de las células endoteliales, promoviendo la fosforilación del receptor y el inicio 

de la cascada de señalización angiogénica (A). La dopamina, utilizada a niveles no tóxicos, se une al 

D2R, promoviendo la endocitosis de VEGFR2 en las células endoteliales y previniendo la unión de 

VEGF-VEGFR2, un paso crítico en la neoangiogénesis. Como consecuencia, no se produce fosforilación 

de VEGFR2 ni cascada de señales. 

 

Esto fue de gran interés, ya que se sabía que la dopamina ejerce un efecto 

antiangiogénico al interferir la vía del VEGF/VEGFR2, concretamente a través de su 

receptor D2R (Basu et al, 2001). En su estudio sobre los cultivos de células endoteliales 

de vena de cordón umbilical, Basu y colaboradores afirmaban que el VEGF unido a su 

receptor tipo 2 produce la fosforilación del receptor, y que la dopamina disminuye esta 

fosforilación al reducir la expresión del VEGFR2 en la superficie de estas células, 

estimulando su internalización por endocitosis (Basu et al, 2001). 
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Por todo ello se decidió investigar el papel que dicho neurotransmisor podría tener sobre 

el componente vascular de VEGF/VEGFR2. Al ensayar experimentalmente el papel que 

los análogos dopaminérgicos pudieran ejercer sobre el desarrollo del SHO, Gómez et al 

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 (Gómez et al, 2006). Es importante 

resaltar que este fenómeno de inhibición de fosforilación de VEGFR2 se comprobó in-

vivo en los ovarios de los animales tratados con cabergolina durante el transcurso de los 

estudios de SHO. 

Además, el grupo de Gómez et al. publicó, en el ámbito del estudio del SHO, un trabajo 

en el que empleando cultivos in-vitro, la cabergolina disminuye la secreción de VEGF 

por parte de las células de la granulosa humana luteinizada (Gómez et al, 2011b). 

Dichos hallazgos implican que los agonistas dopaminérgicos D2 como la cabergolina 

actuarían no solo a nivel de receptor sino también a nivel de ligando, disminuyéndolo de 

cara a ejercer sus efectos antiangiogénicos. 

Apenas un año más tarde que en ratones (Gómez et al, 2006), se ensayó exitosamente la 

cabergolina como opción terapéutica para el SHO en humanos (Álvarez et al, 2007). 

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 

fecundación in Vitro (Busso et al, 2010). 

Al margen de que los trabajos de Álvarez y Busso demostraban que los hallazgos 

obtenidos en el modelo animal para el estudio del SHO se podían trasladar al modelo 

humano, el hecho importante es que se mostraba como se podía inhibir de forma eficaz 

y no tóxica el sistema VEGF/VEGFR2. 
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1.8.4.2   Uso de agonistas dopaminérgicos en modelos animales de 

endometriosis 

Tomando como punto de partida los hallazgos encontrados por Gómez y Álvarez en el 

modelo del SHO acerca de la acción de los agonistas dopaminérgicos sobre el sistema 

VEGF/VEGFR2, Novella-Maestre y colaboradores pusieron en marcha una nueva línea 

de investigación. En ésta, usando modelos animales de endometriosis, se podría evaluar 

si el empleo de los agonistas dopaminérgicos podría ser también útil en el tratamiento 

de la endometriosis al disminuir la angiogénesis en las lesiones endometriósicas a través 

de la inhibición del sistema VEGF/VEGFR2. 

Para que la dopamina o alguno de sus análogos ejerza una acción antiangiogénica 

sobre el tejido endometriósico de forma directa, parece lógico pensar que ésta debe 

unirse al receptor dopaminérgico (D2R) presente en dicho tejido.  

En un trabajo publicado por Novella-Maestre se puso de manifiesto, por primera vez, 

la existencia de receptores para la DA de tipo 2 en el tejido endometrial humano, tanto 

eutópico como endometriósico (Novella-Maestre et al, 2010). Observaron, asimismo, 

que la expresión del VEGF y del VEGFR era mucho mayor en las lesiones 

peritoneales rojas más activas que en las negras y blancas, menos activas. En cambio, 

la presencia de D2R en las lesiones endometriósicas era menor cuando mayor era la 

actividad de ésta, sugiriendo incluso un posible papel del sistema dopaminérgico en la 

modulación de la endometriosis. 

Confirmada la presencia del sistema dopaminérgico en el tejido endometriósico, 

Novella et al establecieron un modelo animal heterólogo de endometriosis tras 

implantar tejido endometrial humano en peritoneo de ratones nude 

inmmunodeprimidos. En este trabajo se demostró que el uso de Cabergolina produce 
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una disminución del tamaño de las lesiones activas y una disminución significativa del 

índice proliferativo (Novella-Maestre et al, 2009). Además, las lesiones observadas en 

los ratones tratados presentaban microscópicamente un estroma más laxo, con menor 

celularidad y una reducción del componente glandular (Novella‐Maestre et al, 2009). Se 

pudo observar un aumento de la expresión de los genes que codifican para el D2R y un 

aumento de este receptor en el tejido, que fue tanto mayor cuanto mayor fue la dosis de 

fármaco. Se comprobó que el uso de cabergolina se asociaba a una disminución en la 

expresión de los factores proangiogénicos como VEGF y un aumento de la expresión de 

marcadores anti-angiogénicos como Angiopoyetina 1 (Ang-1), (Novella-Maestre et al, 

2009). Finalmente, se confirmó que el nivel de fosforilación del VEGFR2 fue 

significativamente menor en los ratones tratados, de acuerdo con los hallazgos 

encontrados en el modelo del SHO anteriormente (Gómez et al, 2006). 

En un estudio posterior el grupo de Delgado-Rosas et al (Delgado-Rosas et al, 2011), 

empleando el mismo modelo animal que Novella et al, demostró que otro agonista 

dopaminérgico D2 distinto de la cabergolina, la quinagolida, era igualmente eficaz en la 

disminución de las lesiones endometriósicas, confirmando la hipótesis inicial del grupo 

de Novella et al. 

A raíz de los resultados de los estudios de Novella-Maestre y Delgado-Rosas y 

colaboradores (Delgado-Rosas et al, 2011, Novella-Maestre et al, 2009) el grupo de 

investigación del Dr. Gómez se planteó valorar el efecto antiangiogénico de los 

agonistas dopaminérgicos en lesiones endometriósicas en humanos. La ejecución de 

dichos estudios se describe a continuación. 
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1.8.4.3 Uso de agonistas dopaminérgicos en humanos con endometriosis 

Tras verificar el efecto de los agonistas dopaminérgicos sobre la reducción de tamaño 

de las lesiones endometriósicas en modelos animales de endometriosis, el grupo de 

investigación del Dr. Gómez se propuso valorar el efecto antiangiogénico de dichos 

compuestos en humanos con endometriosis.  

El hecho de que los agonistas dopaminérgicos no estén aprobados para su uso clínico en 

la endometriosis hizo que se escogieran pacientes con hiperprolactinemia y 

endometriosis, con lo que las pacientes tomaban estos fármacos como tratamiento de su 

patología de base.  

Para llevar a cabo su estudio, por tanto, seleccionaron a un grupo de pacientes con 

hiperprolactinemia y endometriosis confirmada vía laparoscópica. Durante la 

laparoscopia inicial se extirparon todas las lesiones a excepción de unas lesiones rojas 

que se dejaron marcadas con hilo de sutura. Tras el fin de la cirugía se les suministró a 

las pacientes quinagolida como tratamiento de su patología basal (hiperprolactinemia). 

Tras cuatro meses de tratamiento se realizó una segunda laparoscopia exploradora con 

el objetivo de prevenir adherencias y que se aprovechó para extraer las lesiones que 

habían sido marcadas 4 meses antes.  

Puesto que se grabaron ambas cirugías, se pudieron determinar mediante análisis de 

imagen el tamaño de las lesiones antes y después del tratamiento obteniéndose 

resultados muy interesantes. A nivel macroscópico se evidencia una importante 

disminución del tamaño de las lesiones endometriósicas asociada a un incremento en la 

expresión del D2R en las mismas y una disminución de la expresión del VEGFR2 

estadísticamente significativo. Sin embargo, no se pudo demostrar en humanos 
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diferencias significativas en cuanto a la vascularización y neoformación de vasos 

(Gómez et al, 2011a).  

Al margen del último estudio desarrollado, estudio piloto en humanos, la inducción de 

endometriosis en modelos animales constituye una herramienta imprescindible para 

estudiar la evolución de enfermedades humanas, así como para ensayar la respuesta de 

las mismas a diferentes tratamientos, constituyendo, además, el eslabón fundamental 

que permite el salto de compuestos a la práctica clínica habitual. Dado que esta tesis se 

desarrolla sobre un modelo murino de endometriosis, introducimos a continuación una 

breve reseña de los mismos para una mejor comprensión del trabajo desarrollado.  
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1.9 MODELOS ANIMALES PARA EL ESTUDIO DE LA 

ENDOMETRIOSIS 

Existen numerosos grupos de investigación inmersos en el estudio de nuevas terapias, 

haciendo uso de modelos animales (Becker et al, 2006; Delgado-Rosas et al, 2011; Ozer 

H et al, 2013; Ricci AG et al, 2011). Dentro de estos, unos de los más atractivos son los 

modelos murinos, que permiten el seguimiento no invasivo del desarrollo de la 

enfermedad. 

A pesar de que la endometriosis sólo aparece de manera espontánea en algunos 

primates, puede ser inducida en roedores. Las ventajas que presentan los modelos en 

roedores son su bajo coste, el gran conocimiento de la biología de estos animales, la 

facilidad para inducir lesiones similares a la endometriosis, la posibilidad de usar 

animales transgénicos y la capacidad de realizar ensayos con un alto número de 

individuos. (Becker et al, 2006; Fortin et al, 2003; Fortin et al, 2004). Sin embargo, 

también cuentan con una serie de inconvenientes, como son las diferencias en la 

fisiología de la reproducción (ausencia de ciclo menstrual, entre otras), la lejanía 

filogenética con nuestra especie y la posibilidad de que los fármacos evaluados tengan 

distintos efectos en roedores que en humanos.  

En función de cómo induzcamos dicha enfermedad, hablaremos de modelos homólogos 

o heterólogos. 

 

1.9.1 Modelos murinos homólogos 

Los modelos homólogos para endometriosis se obtienen al implantar una pequeña 

porción de cuerno uterino murino en la cavidad peritoneal o en el asa intestinal del 
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mismo animal o de un individuo singénico. Ambos animales (donante y receptor) deben 

ser ovariectomizados y tratados con estrógenos a fin de que no haya diferencias 

estrogénicas entre ellos. Para estos estudios se utilizan animales inmunocompetentes. 

Este tipo de modelo se ha desarrollado con ratas, ratones, hámsters y conejos, aunque se 

han empleado con mayor frecuencia los dos primeros.  

Entre las ventajas con las que cuentan los modelos homólogos para endometriosis se 

encuentra la capacidad de emplearlos para estudios largos (ya que no presentan rechazo 

a los implantes) y la no dependencia de las donaciones de endometrio. Además, la 

expresión de citoquinas y quimoquinas de los implantes endometriósicos es similar a la 

de la endometriosis humana (Umezawa et al, 2012). Por otra parte, uno de los 

principales inconvenientes que presentan este tipo de modelos es que el endometrio no 

suele separarse del miometrio para realizar los implantes, por lo que, al evaluar el 

tamaño y el peso de las lesiones producidas, la presencia de miometrio puede 

distorsionar los resultados. Otro de los inconvenientes sería lo poco fisiológico que 

resultan en comparación con el humano por dos características como son: 

- La necesidad de aporte exógeno de estradiol para mantener el implante 

dado que estos animales están ovariectomizados. 

- Los roedores no menstrúan, sino que tienen ciclos estrales de 

descamación, a diferencia de lo que ocurre en el humano. 

Algunas de las desventajas de los modelos homólogos han sido superadas en un trabajo 

de ‘Modelo homólogo mejorado o actualizado’ (Cheng et al, 2011). En dicho modelo un 

tejido más parecido al menstruante es generado gracias a la inducción de la 

decidualización en útero murino. Posteriormente este tejido pseudodecidualizado es el 

que será implantado en los receptores. En dicho estudio Charnock-Jones (Cheng et al, 
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2011) evidenció que cuando así se producía, el tejido implantado podía sobrevivir sin 

necesidad de aporte exógeno de estradiol tan sólo con las variaciones cíclicas endógenas 

del propio animal receptor 

 

1.9.2 Modelos murinos heterólogos 

Los modelos heterólogos se obtienen al implantar, en un animal inmunodeprimido, una 

porción de biopsia endometrial de una donante de origen humano. Aunque la tasa de 

implantación ronda el 30%, ésta puede elevarse al 100% cuando los implantes son 

cosidos o pegados mediante adhesivo tisular. Este dato es importante si se van a realizar 

ensayos con posibles fármacos, ya que, si el número de lesiones es diferente entre los 

animales testados, los resultados pueden verse comprometidos (Grummer et al, 2001). 

Tradicionalmente, los ratones más ampliamente utilizados en este tipo de estudios han 

sido los atímicos (Nude-NU), que carecen de células T maduras. Sin embargo, a pesar 

de ser ratones inmunodeprimidos, los implantes no son capaces de progresar más allá de 

la cuarta semana, ya que a partir de la tercera semana se pueden observar linfocitos en el 

tejido extraño (Grummer et al, 2001). Con el fin de evitar estos problemas, se han 

empleado ratones con un sistema inmune todavía más deprimido, como son los ratones 

SCID (severe combined immunodeficient) o los ratones (NOD)-SCID (non-obese 

diabetic severe combined immunodeficient), que carecen tanto de células T como de 

células B funcionales. En estos ratones severamente inmunodeprimidos, la tasa de 

implantación es mayor que en los ratones atímicos y los implantes son funcionales 

durante más de 4 semanas (Grummer et al, 2001). Posteriormente, se desarrollaron los 

ratones NOD/SCID/γCnull(NOG), que son, además, deficientes en células NK. Con 

este modelo, el grupo de Matsuda-Sawada, consiguió inducir un ciclo menstrual de 28 
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días mediante el suministro de hormonas a ratonas ovariectomizadas (Matsuura-Sawada 

et al, 2005). Por otra parte, en 2004, Greenberg y Slayden utilizaron un ratón knockout 

[RAG-2/γ(c)KO] deficiente tanto en linfocitos B y T como en células NK funcionales. 

En este modelo fueron capaces de inducir endometriosis y además mimetizar cuatro 

ciclos menstruales consecutivos mediante la administración de estrógenos y 

progesterona (Greenberg y Slayden, 2004).  

Este tipo de modelo se emplea principalmente para testar compuestos farmacéuticos y 

para estudiar la angiogénesis de las lesiones endometriósicas. Entre las ventajas que 

presentan frente a los modelos homólogos se encuentran el uso de endometrio humano 

para el desarrollo de las lesiones y la capacidad para realizar estudios más o menos 

largos. Sin embargo, no hay que olvidar que se trata de ratones inmunodeprimidos, por 

lo que no pueden ser usados para estudios de inmodulación.  

Recientemente el empleo de modelos heterólogos se ha popularizado a raíz de la 

introducción de la monitorización no invasiva de los mismos gracias al uso de 

fluorescencia inducida por la infección del tejido previo a su implantación con virus 

modificados genéticamente a tal fin (Buiges, 2018).  

La principal limitación de estos modelos animales, aparte de ser un modelo animal para 

estudiar una enfermedad humana, es que al carecer de sistema inmune completo no 

permiten evaluar en su total complejidad el papel que el sistema inmunitario pudiera 

tener sobre la endometriosis. 
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1.10   JUSTIFICACIÓN DE REALIZAR UNA EVALUACIÓN 

ESTANDARIZADA DEL POTENCIAL ANTIANGIOGÉNICO DEL 

AGONISTA DOPAMINÉRGICO EN EL TRATAMIENTO DE LA 

ENDOMETRIOSIS 

La endometriosis es una enfermedad crónica, de elevada prevalencia y etiopatogenia no 

claramente establecida, para la que no se dispone, actualmente, de un tratamiento seguro 

y eficaz a largo plazo.  

Una de las teorías más aceptadas que trata de explicar la etiopatogenia de la 

enfermedad, la teoría de la menstruación retrograda de Sampson (Sampson, 1927), 

propone que la endometriosis se origina a partir de fragmentos de endometrio refluídos 

a la cavidad abdominal mediante un proceso de menstruación retrógrada. Sin embargo, 

el inicio y mantenimiento de la enfermedad viene determinado, no sólo por la presencia 

de tejido endometrial en la cavidad peritoneal (hecho común en más del 90% de las 

mujeres), sino por la capacidad de éste de implantarse y proliferar, respondiendo a 

estímulos hormonales.  

Se han señalado múltiples factores que pueden determinar la capacidad de implantación 

y desarrollo de los fragmentos endometriales refluídos, como la alteración del ambiente 

hormonal, ciertas alteraciones del sistema inmunológico, u otros factores que faciliten la 

capacidad de adhesión e invasión de las células endometriales, sin olvidar la 

importancia de un adecuado aporte vascular.  

La necesaria relación entre angiogénesis y endometriosis ha sido publicada en múltiples 

ocasiones. Así, se ha descrito que las lesiones endometriósicas crecen en las zonas más 

vascularizadas, que este aporte sanguíneo procede de las áreas circundantes, y que las 
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lesiones más vascularizadas son más activas (Healy et al, 1998; Vernon y Wilson, 

1985).  

Se ha demostrado, además, la presencia de VEGF-A en endometrio humano (Kressin et 

al, 2001; Tan et al, 2002), y en líquido perioneal de mujeres con endometriosis 

(McLaren et al, 1996). Se postula que los valores de VEGF varían en función del tipo 

de lesión endometrial, y el grado de enfermedad, siendo mayores en las lesiones más 

vascularizadas y activas (Donnez et al, 1998; McLaren et al, 1996).  

Establecida, por tanto, la angiogénesis como uno de los requisitos fundamentales en el 

establecimiento y desarrollo de la enfermedad, la inhibición de dicho proceso se postula 

como una potencial diana terapéutica en el tratamiento de la endometriosis.  

En este sentido, los agentes inhibidores de la angiogénesis, ya sea anticuerpos 

bloqueantes del propio ligando VEGF o del receptor VEGFR2, se han ensayado en 

modelos animales de endometriosis (Hull et al, 2003; Nap et al, 2004) con el objetivo de 

confirmar el papel de dicho sistema en el desarrollo de esta patología. Sin embargo, el 

intolerable perfil de efectos adversos que presentan estos compuestos antiangiogénicos 

limita su uso en humanos con enfermedades no oncológicas.  

El potencial efecto antiangiogénico de los agonistas dopaminérgicos, revelado por la 

sucesión de estudios realizados sobre el SHO por el equipo del Dr. Gómez y 

colaboradores (Álvarez et al, 2007; Gómez et al, 2003; Gómez et al, 2006), abrió una 

nueva línea de investigación en el campo de la endometriosis.  

Así, el grupo de trabajo de Novella-Maestre et al puso de manifiesto la existencia de 

receptores dopaminérgicos D2R en el tejido endometrial humano, tanto eutópico como 

endometriósico (Novella-Maestre et al, 2010). Confirmada la presencia del sistema 
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dopaminérgico en el tejido endometrial, se llevaron a cabo dos estudios sucesivos, en 

modelo animal murino heterólogo de endometriosis (Delgado-Rosas et al, 2011; 

Novella-Maestre et al, 2009), con el fin de determinar el potencial antiangiogénico de 

los agonistas dopaminérgicos. En ambos casos se objetivó una reducción en el tamaño 

de las lesiones endometriales y del índice proliferativo, así como una reducción en la 

expresión de factores proangiogénicos como VEGF y un aumento en la expresión de 

marcadores anti angiogénicos como Ang1, tanto para la cabergolina (Novella-Maestre 

et al, 2009), como para la quinagolida (Delgado-Rosas et al, 2011). 

A raíz de los resultados de dichos estudios, el grupo de investigación del Dr. Gómez se 

planteó valorar el efecto antiangiogénico de los agonistas dopaminérgicos en lesiones 

endometriósicas en humanos, administrando un agonista dopaminérgico a mujeres 

afectas de hiperprolactinemia y endometriosis confirmada por vía laparoscópica. Los 

resultados mostraron una importante disminución del tamaño de las lesiones 

endometriósicas asociado a un incremento en la expresión del D2R en las mismas y una 

disminución de la expresión del VEGFR2 estadísticamente significativo, sin poderse 

establecer diferencias significativas en cuanto a vascularización y neoformación de 

vasos (Gómez et al, 2011a). 

Una lectura rápida de los citados estudios podría llevarnos a afirmar que los agonistas 

dopaminérgicos producen una reducción significativa de tamaño de las lesiones 

endometriales, inhibiendo potencialmente el sistema VEGF-VEGFR2 de forma no 

tóxica, tanto en modelos animales (Delgado-Rosas et al, 2011; Novella-Maestre et al, 

2009) como en humanos (Gómez et al, 2011a).  

Sin embargo, un análisis más detallado de estos estudios nos revela resultados 

discordantes, en dos aspectos fundamentales; la reducción de tamaño de las lesiones 
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endometriales, en primer lugar, y que esta reducción sea secundaria a un efecto 

antiangiogénico. Vamos a examinar a continuación de forma más detallada dichos 

resultados. 

A nivel macroscópico, en los estudios en modelo animal realizados por Novella-

Maestre y Delgado-Rosas y colaboradores, se objetivó una reducción moderada, aunque 

significativa en el tamaño de las lesiones endometriales; el tamaño de las lesiones se 

estimó mediante callipers. El pequeño tamaño, la forma irregular, la consistencia y los 

diferentes grados de invasión que presentan estas lesiones nos llevan a plantearnos si el 

método utilizado de medida es lo suficientemente exacto, fiable y reproducible.  

Así mismo, se evidenció una reducción marcada en la vascularización macroscópica de 

las lesiones, sin reducción de la densidad vascular. En este sentido, se observó una 

reducción en la proporción de vasos inmaduros, que se justifica por la mayor 

sensibilidad a las señales angiogénicas de los vasos inmaduros o de nueva formación, 

no cubiertos por pericitos (Delgado-Rosas et al, 2011; Novella-Maestre et al, 2009). 

En el estudio piloto en humanos, por el contrario, se objetivó a nivel macroscópico una 

importante reducción de tamaño de las lesiones endometriales (con desaparición total de 

algunas de ellas), pero sin reducción de la vascularización macroscópica ni de la 

neoangiogénesis tras el tratamiento con agonistas dopaminérgicos (Gómez et al, 2011a). 

A nivel histológico, tanto en los estudios en animales como en humanos se objetivó una 

desestructuración de las lesiones endometriósicas recuperadas tras el tratamiento con 

agonistas dopaminérgicos, observándose un estroma laxo y con pérdida de celularidad, 

así como una reducción de la ratio glándulas/estroma, hallazgos característicos de 

tejidos atróficos o degenerativos.  
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En cuanto al índice de proliferación celular, valorado por la presencia de Ki67 mediante 

técnicas de inmunohistoquímica, se encontró reducido de forma significativa en las 

lesiones de los estudios sobre modelo animal (Delgado-Rosas et al, 2011; Novella-

Maestre et al, 2009), pero no en las lesiones del estudio en humanos (Gómez et al, 

2011a). 

En cuanto a marcadores inmunohistoquímicos de angiogénesis, en los estudios 

realizados en roedores se constató una disminución en la expresión de factores 

proangiogénicos como VEGF y un aumento de la expresión de marcadores anti-

angiogénicos como Ang-1, (Novella-Maestre et al, 2009), así como una reducción 

significativa en el nivel de fosforilación del VEGFR2; hallazgos que se hicieron 

extensivos a la quinagolida posteriormente (Delgado Rosas et al, 2011). En el estudio 

piloto en humanos se constató una regulación a la baja de VEGF/VEFR2, reducción de 

citokinas proangiogénicas (CCL2, RUNX1 y AGGF1), así como del PAI1 

(plasminogeno activador inhibidor), potente inhibidor de la fibrinólisis. Con estos 

hallazgos se sugiere un mecanismo de acción de la quinagolida no mediado 

exclusivamente por su efecto antiangiogénico, sino también por un efecto 

antiinflamatorio y estimulador de la fibrinólisis.  

Los resultados discordantes señalados nos llevan a replantearnos hasta qué punto el 

efecto de los agonistas dopaminérgicos sobre los implantes endometriósicos está 

mediado por sus efectos antiangiogénicos, si estos efectos antiangiogénicos se traducen 

en una reducción de tamaño de las lesiones endometriales, o si por contra, existen otras 

vías a través de las cuales ejercen su efecto.  

Nos planteamos porqué no se objetivaron cambios en los parámetros de angiogénesis en 

el estudio en humanos, cambios que sí se describieron en los estudios previos en modelo 
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animal. Una posibilidad es que estos cambios se produzcan, pero no hayamos sido 

capaces de detectarlos, por el bajo número de pacientes que se estudiaron, o porque las 

lesiones en las que realmente se produjeron estos fenómenos redujeron tanto su tamaño 

que no pudieron ser recuperadas para su análisis posterior.  

Otra posibilidad es que realmente estos cambios no se produzcan en humanos, o se 

produzcan en mucha menor cuantía, porque intervengan otros mecanismos (reducción 

de la inflamación secundaria a la cirugía, aumento de la fibrinolísis, etc) o por el 

importante papel que el sistema inmunológico tiene en la patogenia de la endometriosis, 

que podría ser el responsable de enmascarar los fenómenos antiangiogénicos que sí se 

observan en modelos animales no inmunocompetentes. 

Además, otro parámetro a tener en consideración es la relevancia biológica de los 

hallazgos en los estudios en modelos animales. Al ser comparados los agonistas 

dopaminérgicos únicamente con un grupo control, no queda claro si la reducción que se 

constata en los parámetros de angiogénesis, a pesar de ser estadísticamente significativa, 

tiene una relevancia biológica real. 

Con la finalidad de esclarecer la importancia del efecto antiangiogénico en la reducción 

de tamaño de las lesiones endometriales, nos planteamos realizar un estudio en un 

modelo animal de endometriosis inmunocomprometido, comparando un agonista 

dopaminérgico, la Cabergolina, con un compuesto estándar anti VEGF y un grupo 

placebo. 

Elegimos un modelo animal de endometriosis inmunocomprometido con el fin de evitar 

que el papel inmunomodulador de los agonistas dopaminérgicos, así como el propio 

sistema inmunitario del animal, puedan enmascarar la evaluación de los efectos 

antiangiogénicos en la reducción de tamaño de las lesiones endometriósicas.  
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De entre los diferentes parámetros que pretendemos evaluar en el estudio, el tamaño de 

la lesión endometrial ocupa un lugar prioritario. Tal y como se ha comentado 

previamente, nos planteamos hasta qué punto la medición mediante callipers realizada 

en estudios previos (Delgado-Rosas et al, 2011; Novella-Maestre et al, 2009) es 

adecuada, dado el pequeño tamaño de las lesiones, y por tanto reproducible y fiable. 

Esto es importante porque de ser así, que los agonistas dopaminérgicos no disminuyan 

realmente el tamaño de las lesiones endometriales en roedores, podría inferirse que los 

agonistas dopaminérgicos no fueron efectivos en reducir el tamaño en humanos, y que 

lo que hemos visto en humanos (Gómez et al, 2011a) no sea un efecto de la medicación 

sino un artefacto del estudio.  

Por tanto, independientemente de que los agonistas dopaminérgicos ejerzan un efecto 

reduciendo la angiogénesis en roedores (Delgado-Rosas et al, 2011; Novella-Maestre et 

al, 2009), debemos aclarar si estos efectos se traducen en una reducción de tamaño de 

las lesiones endometriales. En este sentido, nos planteamos realizar una valoración del 

tamaño de las lesiones no invasiva e in vivo, mediante monitoración no invasiva de 

inmunofluorescencia (ver más adelante, material y método).  

Hace falta constatar no sólo que estos compuestos tienen efectos antiangiogénicos en 

ratones, sino que estos efectos se asocian realmente con una reducción en el tamaño de 

las lesiones endometriales que no se pudo objetivar claramente en los estudios en 

roedores (Delgado-Rosas et al, 2011; Novella-Maestre et al, 2009). 

Con el estudio que planteamos realizar pretendemos, en primer lugar, determinar la 

relevancia biológica del efecto antiangiogénico de los agonistas dopaminérgicos en el 

tratamiento de la endometriosis, para lo que necesariamente debemos realizar un estudio 

comparativo con un compuesto antiangiogénico estándar; y en segundo lugar, constatar 
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que estos efectos antiangiogénicos se traducen en una reducción real de tamaño de las 

lesiones endometriales. 

Visto el potencial que pueden tener estos compuestos, pero que no se acaban de 

instaurar en la práctica clínica diaria es necesario mejorar la evidencia en cuanto a su 

actividad, de forma que se justifique su uso en clínica.  
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2 HIPÓTESIS DE TRABAJO 

El uso de compuestos antiangiogénicos en modelos animales ha demostrado reducir el 

tamaño de lesiones endometriósicas; sin embargo, el uso de estos compuestos en 

humanos se ve limitado por el intolerable perfil de efectos adversos que presenta.  

Los agonistas dopaminérgicos (fármacos con un perfil de tolerabilidad aceptable) han 

demostrado, en modelos animales, reducir el tamaño de los implantes endometriósicos 

mediante un mecanismo inhibidor de la angiogénesis.  Si bien en estudios en humanos 

estos fármacos han demostrado reducir el tamaño de las lesiones endometriósicas, no se 

ha replicado la observación de disminución de la angiogénesis, lo cual plantea dudas 

razonables respecto al mecanismo de acción de estos. 

Nosotros creemos que la imposibilidad de detectar efectos antiangiogénicos en humanos 

se debió a la destrucción masiva de tejidos que enmascaró dicha observación. Por ello, 

sostenemos que los agonistas dopaminergicos sí juegan un papel significativo en la 

inhibición de la angiogénesis de manera comparable a los estándares de referencia, los 

bloqueantes anti VEGF/VEGFR2 comerciales, y que por ello serán capaces de inhibir el 

crecimiento de la lesión de manera similar a estos. 

En aras de esclarecer el potencial antiangiogénico de los agonistas dopaminérgicos en el 

contexto de la enfermedad endometriósica, así como la reducción de tamaño de los 

implantes endometriósicos secundaria a los efectos antiangiogénicos, nos planteamos 

realizar un estudio experimental en un modelo murino heterólogo de endometriosis, 

comparando el potencial antiangiogénico de los agonistas dopaminérgicos con un 

compuesto inhibidor de VEGF y un grupo control.  
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL 

- Determinar el impacto de la cabergolina, un agonista dopaminérgico, 

sobre la vascularización y el tamaño de las lesiones endometriales en un 

modelo experimental murino, mediante comparación frente a un 

compuesto antiangiogénico estándar anti VEGF.  

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS 

- Desarrollar un modelo murino de endometriosis con monitorización no 

invasiva del tamaño de la lesión endometrial. 

- Determinar el impacto sobre el potencial proliferativo y la apoptosis de 

las posibles acciones anti-angiogénicas de la cabergolina   frente a un 

compuesto antiangiogénico estándar anti VEGF.  

- Determinar el efecto de la cabergolina sobre la neovascularización  frente 

a un compuesto antiangiogénico estándar anti VEGF.   

- Determinar el efecto de la cabergolina sobre vías reguladoras de la 

angiogénesis, específicamente la expresión génica y proteica de 

VEGFR2 así como la expresión génica de VEGF, VEGFR2, y 

angiopoyetina 1 frente a un compuesto antiangiogénico estándar anti 

VEGF.  
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4 MATERIAL Y MÉTODOS 

A continuación, esbozamos brevemente el diseño experimental desarrollado para la 

ejecución de los objetivos perseguidos en este trabajo de investigación.  

Para llevar a cabo el presente estudio, se implantó tejido endometrial humano, marcado 

con proteína inmunofluorescente Ad-mCherry, en 24 ratones hembra 

inmunocoprometidos, previamente ooforectomizados. Se administraron los compuestos 

a estudio (agonista dopaminérgico, compuesto anti-VEGF y control) durante un periodo 

de tres semanas, durante el cual se hizo un seguimiento no invasivo del tamaño de la 

lesión, mediante la cuantificación de la fluorescencia emitida por el tejido endometrial. 

Al finalizar el tratamiento se procedió al sacrificio de los ratones y a la recuperación de 

las lesiones para su estudio. Se realizó: 

- Un estudio histológico, valorando la presencia de glándulas y estroma. 

- Determinación de la densidad vascular, madurez de los vasos, apoptosis e 

índice de proliferación; así como cuantificación mediante 

inmunohistoquímica e inmunofluorescencia de los niveles de expresión 

de proteína VEGFR2. 

-  Cuantificación mediante RT-PCR de los niveles de ARNm de VEGF, 

VEGFR, y angiopoyetina 1 (Ang 1). 
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4.1  ESQUEMA TEMPORAL DEL PROTOCOLO DE 

INVESTIGACIÓN 
 

 

  

Día 0 

1. Recepción de los ratones cepa NU/NU Nude Mouse 

2. Realización de ooforectomía bilateral 

 

Día 4 

4. Implantación de cápsula liberadora de E2 

Día 12 

1. Procesamiento del tejido endometrial humano, 

incubación con Ad-mCherry 

2. Tejido endometrial reservado para su uso posterior 

Día 15 

5. Implantación del tejido endometrial humano 

marcado con Ad-mCherrry 

Días 17-38 

6. Administración de los compuestos a estudio: 

cabergolina, anti VEGF y placebo según pauta 

7. Estimación del tamaño de la lesión mediante 

monitorización no invasiva de la fluorescencia; días 

18, 22, 25, 28, 30, 32, 35 y 37. 

Día 39-40 

8. Sacrificio de los animales, medida y recuperación 

de las lesiones 

9. Procesado de las lesiones para su posterior estudio 

Actividades laboratorio 

Muestras procesadas 

- Biopsias endometriales humanas 

- Lesiones endometriales recuperadas 

Mediciones 

1. Inmunofluorescencia (detección de epitopos murinos y humanos) 

Densidad vascular (CD31), madurez vascular (α-actina), VEGFR2. 
2. Histología e inmunohistoquímica 

Examen microscópico de componentes glandulares y estroma (H-E) 
Detección de proliferación (Ki67) y marcadores de apoptosis (TUNEL) 

3. RT-QF-PCR, cuantificación de ARNm de: 

VEGF, VEGFR2, Ang 1 y genes constitutivos 18S y -actina 
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4.2 MODELO ANIMAL MURINO HETERÓLOGO DE 

ENDOMETRIOSIS 

La experimentación animal se realizó en el Centro de Investigación Príncipe Felipe, de 

acuerdo con la normativa vigente y respetando los procedimientos de manejo y sacrifico 

recomendados por las legislaciones española y europea (Real Decreto 1201/2005, 

B.O.E. 252, 10 de octubre de 2005 y el Convenio Europeo 1-2-3, 18 de marzo de 1986).  

Los procedimientos de experimentación animal fueron acordes con los Principios del 

Cuidado de Animales de Laboratorio (Nacional Institutes of Health, NIH; publicación 

nº 85-23, revisado en 1985). 

Un total de 24 ratones hembra inmunocomprometidos (atímicos, cepa NU/NU Nude 

Mouse (Crl:NU-Foxn1nu)), de 5 semanas de edad, fueron adquiridos en Charles River 

para la realización de este proyecto.  

Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas de luz (12 horas de luz, 12 

horas de oscuridad) y temperatura (26ºC), con libre acceso a comida y bebida.  

Con el fin de anular los cambios cíclicos hormonales, las ratonas fueron 

ooforectomizadas, mediante una pequeña incisión dorsal. Las incisiones fueron cerradas 

mediante un adhesivo tisular, y los animales se dejaron en reposo durante 4 días.  

Al cuarto día, se procedió a la implantación subcutánea, en la región del cuello, de 

cápsulas de liberación prolongada de estradiol (18mg de 17-E2) con el fin de 

homogeneizar los niveles hormonales.  

La implantación de los fragmentos de endometrio previamente marcados con proteína 

inmunofluorescente Ad-mCherry se realizó unos 11-12 días más tarde.  
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4.3 OBTENCIÓN Y PROCESAMIENTO DE LAS BIOPSIAS 

ENDOMETRIALES HUMANAS 

El uso de este material obtenido de mujeres sanas fue aprobado por el Comité Ético de 

Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Clínic Universitari de València, y las 

muestras fueron tomadas acorde a la legislación vigente en investigaciones, Ley 

14/2007 de 3 de julio, de investigación biomédica.  

Las muestras de tejido endometrial humano eutópico se obtuvieron mediante biopsia 

endometrial de mujeres sanas que se sometían a una cirugía para una intervención de 

esterilización tubárica definitiva. El procedimiento se realizó con cánulas Endosampler 

(MedGynEndosamplerTM), la cual permite la obtención de una biopsia profunda y no 

fragmentada, que se procesaba de forma inmediata. Se obtuvieron un total de 9 

muestras, durante la fase endometrial proliferativa tardía o secretora temprana del ciclo 

menstrual.  

Las muestras obtenidas fueron sumergidas inmediatamente en medio de mantenimiento 

(M199 medium; Gibco - 10% suero fetal bovino (FBS; PAA), solución antibiótica y 

antimicótica (Gibco), y solución tampón (HEPES) de 10mmol/L N-2-

hidroxietilpiperacina-NO-2-ácido etanosulfónico), y transportadas en frío al laboratorio 

para su procesamiento. Se desecharon dos de las muestras por su apariencia 

excesivamente laxa y/o excesiva cantidad de moco. Los fragmentos de tejido de las 

muestras restantes fueron colocados en placas de Petri, cortados en fragmentos de 5-

10mm3, y cuidadosamente puncionados con una jeringa de 24G con el fin de 

incrementar la superficie de tejido expuesta. Se obtuvieron aproximadamente entre 40-

50 fragmentos de tejido de cada biopsia. Dichos fragmentos fueron colocados en placas 
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(3 fragmentos de tejido por placa, en un total de 70 placas) y lavados en dos ocasiones 

con medio sin antibiótico M199. 

 

4.3.1 Marcaje del tejido endometrial humano procesado 

Una manera actual ampliamente utilizada para marcar células de interés para su 

posterior localización o seguimiento consiste en la introducción en las mismas de genes 

que codifican para proteínas fluorescentes, como es el caso de la proteína verde 

fluorescente (GFP, del inglés Green Fluorescent Protein), todas las derivadas de esta 

(CFP, del inglés Cyan Fluorescent Protein; YFP, del inglés Yellow Fluorescent Protein) 

y mCherry entre otras. 

De las diferentes técnicas de transferencia génica en células de mamífero que existen, el 

empleo de virus como vectores constituye el método más eficaz y es el que se decidió 

emplear en la presente tesis doctoral. 

Como parte de su ciclo replicativo, los virus atacan a las células huéspedes 

introduciendo en las mismas su material genético. Este material genético contiene 

instrucciones básicas sobre cómo producir más copias virales, secuestrando a la 

maquinaria celular. Bajo dichas instrucciones las células huéspedes producen copias 

adicionales del virus que pueden infectar a nuevas células y así sucesivamente. Algunos 

tipos de virus, de hecho, introducen físicamente sus genes en el genoma de la célula 

huésped, donde residen hasta el momento de la muerte de dicha célula. Debido a estas 

particularidades, los virus pueden ser utilizados como vehículos para introducir genes 

de interés en células humanas, de animales o de plantas. No obstante, dicha explotación 

de los virus como vectores de genes requiere de la modificación genética del genoma 
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viral para eliminar todos aquellos genes responsables de la patogenicidad de los 

mismos. Dichos genes son reemplazados por los genes de interés, es decir, aquellos 

genes que una vez dentro de la célula diana producen el efecto o efectos deseados (por 

ejemplo, la expresión de una proteína fluorescente por parte de la célula diana). 

Actualmente, los dos tipos de virus más ampliamente utilizados como vectores son los 

retrovirus y los adenovirus, si bien otros virus pueden ser utilizados con tal fin (virus 

adeno-asociados, lentivirus, herpes virus, etc.). Los adenovirus son capaces de infectar 

células en división y células en no división y no integran sus genes en el genoma 

celular. Estas características determinan que se utilicen como vectores para introducir 

genes de interés en células en división y en no división cuando se desea una expresión 

transitoria de dichos genes en la célula diana. Los retrovirus, por su parte, sólo son 

capaces de infectar a células en división e integran sus genes en el genoma celular, por 

lo que su empleo como vectores lleva a una expresión estable del gen o genes de interés 

en la célula huésped. 

En esta tesis doctoral se ha recurrido al empleo de un vector adenoviral de tipo 5 en 

cuyo genoma ha sido introducido el gen que codifica para Ad-mCherry, una proteína 

fluorescente roja. Estos vectores virales han sido empleados para conseguir el marcaje 

fluorescente del tejido endometrial humano, marcaje que posibilita su seguimiento in 

vivo. 

Ad-mCherry fue obtenido de Vector Biolabs. Para el marcaje de los fragmentos de 

endometrio, éstos fueron incubados con Ad-mcherry (1x108 PFU/ml) diluido en medio 

DMEM F-12 libre de antibiótico (Life Technologies) y medio FBS 10% (FBS gold; 

PAA), incubándolo durante 12-18 horas a una temperatura de 37ºC y 5% CO2 con 

agitación suave. Posteriormente se realizó un doble enjuagado con DMEM F-12 de los 
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fragmentos endometriales, para ser finalmente sumergidos en medio fresco DMEM F-

12 con antibióticos (estreptomicina y penicilina), y antifúngicos (fungicina, 1mg/ml) 

(Gibco), y medio FBS 10%, a una temperatura de 37ºC hasta su implantación.  

Tras la incubación se chequeó el marcaje fluorescente mediante el uso de un 

microscopio invertido (Eclipse; Nikon) y las placas fueron clasificadas según la 

intensidad y distribución de la fluorescencia emitida por los fragmentos contenidos en 

las mismas, clasificándose en 5 grupos: A (óptima), B (buena), C (intermedia), D 

(pobre) y E (sin señal). Se seleccionaron un total de 29 placas clase A, 18 clase B y 8 de 

clase C para su posterior implantación, desechándose un total de 15 placas por emisión 

pobre o nula de fluorescencia. 

 

4.3.2 Implantación de los fragmentos de endometrio marcados 

en los ratones receptores 

Tras el marcaje de los fragmentos endometriales humanos con Ad-mCherry se procedió 

a la implantación de estos en el peritoneo de los ratones nude ooforectomizados. Los 

animales fueron anestesiados mediante isofluorano inhalado; el acceso al peritoneo fue 

a través de una pequeña incisión centro abdominal. Se crearon dos zonas de 

implantación en cada ratón (una centrada en el lado izquierdo, y otra a la derecha, en 

localización superior o caudal a la contralateral); en cada zona de implantación se 

colocaron todos los fragmentos de tejido endometrial contenidos en una placa (entre 2-

3), y se fijaron con adhesivo tisular (n-butyl-ester-cyanoacrylato – 3M Animal Care).  
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4.4 INTERVENCIONES FARMACOLÓGICAS 

4.4.1 Preparación y administración de los compuestos a estudio 

Los animales se dividieron en 3 grupos de 8 individuos cada uno, con el fin de ensayar 

los tres compuestos a estudio (agonista dopaminérgico, fármaco anti-VEGF y placebo). 

La inclusión de estos en los diferentes grupos se realizó mediante asignación aleatoria. 

En la siguiente tabla se incluyen los compuestos a estudio: 

 

Producto Fabricante Información 

Inhibidor VEGF (CBO-

PO11) 

SIGMA 0.5 mg/kg, diaria, intraperitoneal 

Cabergolina PFIZER 50µg/kg cada 3 días, oral 

Suero salino 

Suero glucosalino 

Etanol 100% 

Grifols 

Grifols 

SIGMA 

NaCl 0.9% 

NaCL0.9%, glucosa 5% 

Etanol 100% 

Tabla 1. Compuestos a estudio empleados 

La preparación de la dilución de los compuestos que finalmente se administran a los 

ratones se detalla a continuación: 

El agonista dopaminérgico (cabergolina) se recibió en forma de comprimidos de 0.5mg 

de principio activo, que fueron prediluidos con 0.5ml de etanol, a los que se añadió 

posteriormente suero salino en proporción 1:6 (etanol: suero salino). Esta solución stock 
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se diluyó con suero glucosalino (5% glucosa) hasta obtener una concentración final de 

10µg/cabergolina/ml de solución. Se administró un total de 1.25ml de la citada solución 

(10µg cabergolina/ml) vía oral a cada ratón (50µg de Cabergolina/kg). El peso 

aproximado de cada ratón fue de unos 25g. Las diluciones de cabergolina se preparaban 

el mismo día de la administración. 

El compuesto inhibidor del VEGF (CBO-PO11) se recibió en viales en forma de polvo 

seco. Tras ser reconstituido con agua, se obtuvo una solución stock con una 

concentración de 1mg/ml. Para preparar la solución que finalmente se administró, se 

diluyeron 40µl de la solución stock en 760µl de agua, obteniendo finalmente un 

volumen total de 800µl. Se administró una dosis diaria de 100µl (0.5mg/Kg/día) de la 

citada solución mediante inyección intraperitoneal.  

 

4.4.2 Monitorización de peso para detección de toxicidad y 

estimación de dosis total 

La administración de los compuestos a estudio se inició dos días tras el implante de los 

fragmentos de endometrio, y se continuó durante 21 días. Durante este periodo se 

realizó una monitorización diaria del peso de los animales con el fin de estimar la 

cantidad exacta de compuesto administrada, así como para detectar signos precoces de 

toxicidad producidos por los compuestos a estudio. 

Las oscilaciones de peso que se objetivaron entraban en el rango de la normalidad, y 

fueron similares en los grupos de intervención y en el control. En efecto, se observó una 

ganancia de peso de unos 2-3g por animal al final del estudio, sin diferencias entre los 

diferentes grupos, sin evidenciarse signos externos de toxicidad.  
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4.5 MONITORIZACIÓN NO INVASIVA DEL TAMAÑO DE LA 

LESIÓN 

4.5.1 Detección de la señal fluorescente 

El tamaño de las lesiones endometriósicas fue estimado de forma indirecta durante el 

periodo de tratamiento en función de la extensión e intensidad de la fluorescencia 

emitida por los fragmentos de tejido marcados. Esta monitorización no invasiva fue 

realizada mediante el uso de IVIS Spectrum Preclinical In Vivo Imaging System 

(Perkin-Elmer) asociado a una cámara anestésica de isofluorano (XG-Gas Anesthesia 

System; Xenogen). La monitorización se inició 3 días tras la implantación del tejido 

endometriósico marcado, realizándose un total de 8 determinaciones (cada 2-3 días) a lo 

largo de 21 días. Dichas determinaciones se realizaron los días 4, 8, 11, 14, 16, 18, 21 y 

23, tomando como día 1 el día de la implantación de los fragmentos de endometrio 

marcados.  

Anticipándonos a posibles problemas que pudieran surgir, como la dificultad de 

detección de la señal fluorescente del tejido marcado por emisión excesiva de señal de 

fondo, se decidió monitorizar la emisión de fluorescencia en cada animal con 5 pares de 

filtros de emisión/absorción (540-595, 540-620, 605-620, 605-640, 605-660 nm). Una 

vez escogidas las longitudes de onda de emisión/excitación de los filtros, se realizaron 

todas las mediciones en las mismas condiciones. El campo de visión se estableció a 

10cm, el mínimo número de contajes se fijó en 6000 y el tiempo de exposición se 

estableció en función del tiempo necesario para realizar el número mínimo de contajes, 

oscilando entre 0.25 y 2 segundos, de acuerdo con lo descrito en estudios previos 

(Fortin et al, 2006). 
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Todas las lesiones endometriósicas emitieron suficiente señal fluorescente durante todo 

el tiempo de estudio como para que ésta fuera adecuadamente detectada y cuantificada. 

Durante el proceso de monitorización se detectó una débil señal fluorescente distribuida 

de forma homogénea por todo el cuerpo del animal. Dicha señal de fondo corresponde a 

aquella emitida por las propias estructuras biológicas del ratón, así como de diferentes 

compuestos químicos contenidos en los alimentos, como clorofilas o flavonoides.  

Se detectaron, asimismo, otros focos emisores de señal fluorescente, más localizados, 

pero de igual o mayor intensidad que la señal emitida por los propios implantes 

endometriósicos, más intensas durante los primeros días de monitorización no invasiva. 

Estas señales correspondían a las cicatrices de las incisiones realizadas en la región 

centro abdominal para realizar los xenotransplantes.  

Con el objeto de poder cuantificar cuanta de todas las señales emitidas correspondía 

realmente a los implantes, se intentó realizar un perfil espectral para cada una de estas 

fuentes emisoras. Mediante la combinación de los perfiles de fluorescencia emitidos por 

los 5 pares de filtros de emisión/excitación empleados se establecieron tres perfiles 

espectrales para identificar la señal procedente de cada fuente emisora, a saber: procesos 

cicatriciales (UMX1), implantes endometriósicos (UMX2), y radiación de fondo 

(UMX3).  

Una vez establecidos los perfiles, se usaron como macros para identificar la señal de 

interés, mediante el software Living Image 6.3, detectando y cuantificando la señal 

procedente de los implantes endometriósicos. 
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4.5.2 Cuantificación de la señal fluorescente 

Una vez obtenidas las imágenes de interés, éstas fueron superpuestas sobre una imagen 

anatómica en escala de grises. 

El software adquiere la imagen cuando los 6000 contajes han sido alcanzados, 

independientemente del tiempo de exposición necesario para detectarlos. Para intentar 

detectar diferencias durante el periodo de tratamiento, la intensidad de señal fue 

normalizada en cada animal en el curso del tiempo, estableciendo para cada uno de ellos 

un periodo fijo de exposición, que osciló entre 0.5 y 1 segundo.  

Las regiones de interés correspondientes a las lesiones fueron establecidas 

automáticamente por el software, tras ser previamente establecido de forma manual un 

umbral alrededor de cada lesión. 

Con el fin de evitar el sesgo operador dependiente, el análisis fue realizado por 5 

técnicos diferentes. A cada uno de ellos le fueron asignados de forma aleatoria dos 

animales de cada uno de los 3 grupos, de forma que cada uno de los técnicos analizaba 

un total de 6 animales. Posteriormente, a 3 de los 5 técnicos se les asignó la 

representación de los datos de los animales de cada uno de los grupos. 

La variación de la intensidad de señal emitida a lo largo del tiempo se expresó como el 

% de variación de esta comparado con la intensidad máxima observada para esa lesión. 

Se representó el promedio de reducción de fluorescencia de cada área de interés (de 

cada implante endometriósico), así como de las áreas de interés de cada animal de 

forma conjunta.  
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4.6 SACRIFICIO Y RECUPERACIÓN DE LAS LESIONES 

Tras 21 días de monitorización, los animales fueron anestesiados introduciéndolos en 

una cámara de CO2, siendo posteriormente sacrificados por dislocación cervical.  

Se accedió a la cavidad peritoneal mediante una incisión transversal en la parte baja del 

abdomen. A simple vista las lesiones estaban bien integradas en el peritoneo, 

presentando formas irregulares y diferentes grados de penetración en el mismo. En esta 

situación era difícil establecer macroscópicamente el límite entre el implante 

endometriósico humano y el tejido murino. Tal y como ya anticipábamos, medir estas 

lesiones blandas e irregulares con precisión mediante callipers nos pareció complejo y 

sujeto a una gran variabilidad intra e inter observador. Teniendo en cuenta el rango 

milimétrico en el que nos movíamos (error de la medida) determinar el tamaño de 

lesiones de tamaño milimétrico con estos aparatos nos pareció poco adecuado y no 

reproducible. Esto nos hizo reafirmamos en que nuestra decisión de prescindir de esta 

metodología para determinar el tamaño de lesiones fue adecuada. 

De cada uno de los animales se recuperaron los dos implantes, obteniéndose un total de 

48 implantes endometriósicos, que fueron procesados de la siguiente forma: 

- Uno de los fragmentos obtenidos se fijó en formol al 4% durante unas 

10-12horas, a 8ºC de temperatura, para ser posteriormente embebido en 

parafina, para realizar el análisis histológico e inmunohistoquímico.  

- El fragmento de mayor tamaño se dividió en dos, una parte se conservó 

en OCT congelado a -80ºC, para realizar posteriormente el análisis de 

inmunofluorescencia. 
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- El tercer fragmento (la mitad restante) se crioconservó en Trizol y 

nitrógeno líquido a -196ºC, y posteriormente almacenado a -80ºC hasta 

su posterior análisis mediante técnicas de QF-PCR, para la detección de 

genes implicados en la angiogénesis, como VEGF, Angiopoyetina, 

VEGFR2, - actina y 18S. 
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4.7 ANÁLISIS HISTOLÓGICO 

Los implantes sumergidos en PFA 4% (paraformaldehído) se pasaron a una solución de 

etanol 70% 24h después de su recogida. Una vez fijados, se incluyeron en parafina 

(Panreac), previa deshidratación mediante sucesivos pases por concentraciones 

crecientes de etanol y xilol (Merck). Posteriormente, empleando un microtomo de 

rotación HM-340E (Microm), se realizaron cortes seriados de 4 µm que se adhirieron a 

portaobjetos SUPERFROST® PLUS (Thermo Scientific). 

Entre cuatro y cinco secciones no contiguas de las lesiones endometriales de cada uno 

de los animales fue examinada al microscopio óptico tras su tinción con hematoxilina-

eosina (Sigma Co.), confirmándose la presencia de glándulas y estroma típicos 21 días 

tras la implantación de los fragmentos. 
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4.8 ANÁLISIS DE INMUNOHISTOQUÍMICA E 

INMUNOFLUORESCENCIA 

La inmunohistoquímica es una técnica empleada para la detección de antígenos (por 

ejemplo, proteínas) en secciones de tejido basada en la reacción antígeno-anticuerpo. Su 

nombre deriva de las raíces “inmuno”, en referencia al empleo de anticuerpos, e “histo”, 

debido a que se aplica a secciones de tejido (a diferencia de la inmunocitoquímica). 

Aunque existen distintos métodos inmunohistoquímicos, el más comúnmente empleado 

es aquel en el que se utilizan un anticuerpo primario y un anticuerpo secundario 

marcado (método indirecto). En este método, tras desenmascarar el antígeno y bloquear 

las uniones inespecíficas, las secciones tisulares se incuban con un anticuerpo que 

reconoce específicamente al antígeno de interés (anticuerpo primario). Dicho anticuerpo 

queda, por ello, unido únicamente en aquellos sitios de la sección tisular donde se 

encuentra el antígeno de interés. A continuación, se añade a las secciones un anticuerpo 

que reconoce la fracción constante de los anticuerpos de una determinada especie 

(aquella en la que ha sido producida el anticuerpo primario). Este segundo anticuerpo se 

conoce generalmente como anticuerpo secundario y se caracteriza por ir conjugado a 

una enzima, en general la peroxidasa de rábano (HRP). Este anticuerpo se une a la 

fracción constante del anticuerpo primario empleado, formando una especie de 

sandwich. El revelado se realiza mediante diaminobenzamida (DAB), que es convertida 

por la HRP en un precipitado marrón. El resultado es el marcaje marrón de aquellas 

zonas del tejido donde se encuentra la molécula de interés. 

Con el objetivo de amplificar la señal, se puede sustituir el empleo de anticuerpos 

secundarios directamente conjugados a la enzima de revelado por el empleo de 
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anticuerpos secundarios conjugados a moléculas de biotina y moléculas de 

estreptavidina conjugadas al enzima de revelado. 

En esta tesis doctoral se han empleado anticuerpos primarios específicos para 

determinar la proliferación celular, detectando la expresión de Ki67; la apoptosis, 

mediante la determinación de los extremos TdT-OH’; así como la regulación de la 

expresión del receptor de VEGF, detectando la expresión de VEGFR2.  

La determinación de Ki67 y VEGFR2 se realizó mediante técnicas estándar de 

inmunohistoquimica, que se detallan a continuación, mientras que el análisis de la 

apoptosis se realizó mediante el kit APoptag, reconociendo los extremos rotos 3-OH’ de 

las cadenas de ADN.  

En caso de emplear un anticuerpo primario o secundario conjugado a un fluorocromo en 

lugar de a un enzima como la HRP, la misma técnica previamente descrita pasa a 

denominarse inmunofluorescencia, y la detección del antígeno requiere del empleo de 

microscopios de fluorescencia. Dicha técnica suele aplicarse a secciones de tejido 

congelado, como se realizó en este caso, aunque también es posible aplicarla a 

secciones de tejido embebidas en parafina tras eliminar adecuadamente la parafina 

existente. 

En nuestro caso se usó la inmunofluorescencia para la detección de vascularización, así 

como del porcentaje de vasos maduros e inmaduros mediante Ac primarios capaces de 

reconocer epítopos comunes a las dos especies implicadas (humana y murina). Se 

realizó un doble marcaje de las muestras: el aporte vascular a los implantes 

endometriósicos se determinó usando un Ac murino policlonal contra CD-31 (ab28364, 

1:200, Abcam, Cambridge, MA, USA), mientras que para detectar específicamente los 
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vasos maduros, se usó un Ac monoclonal murino anti α-actina de músculo liso (α-

SMA), (Sigma S-501, 1:50).  

El proceso de preparación de las muestras para su análisis inmunohistoquímico 

(previamente incluidas en parafina) para su posterior análisis es común, e incluye los 

siguientes pasos: 

- Corte de las muestras en secciones de 4µm de grosor, mediante un 

microtomo de rotación.  

- Desparafinamiento de las mismas mediante incubación a 60ºC durante 

una hora, seguido de cinco minutos de lavado en solución de xilol/etanol 

- Proceso de rehidratación mediante lavados de cinco minutos en 

concentraciones decrecientes de etanol (100, 95, 90, 80, 70%) con 

inmersión final en agua.  

El proceso de preparación de las muestras para su análisis mediante 

inmunofluorescencia, a partir de muestras de tejido criopreservadas, se detalla en el 

apartado de ‘Detección de vascularización’. 

 

4.8.1 Detección de Ki67 

Las células en proliferación fueron detectadas mediante la detección del marcador de 

proliferación celular Ki67, mediante el anticuerpo Dako, Clone MIB (Dako, M7240), en 

dilución 1:100, seguido del empleo de “EnVision TM FLEX” (Dako, K8000) para el 

revelado.  

Para desenmascarar el antígeno ki67, las placas se sumergieron en solución tampón de 

citrato, pH6, durante 2 minutos a 120ºC en autoclave. Se dejaron enfriar en agua 
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destilada y se lavaron con “Wash Buffer” (Dako) (1x TBST). Se añadió la solución 

bloqueante de peroxidasa para bloquear las peroxidasas endógenas; posteriormente se 

bloqueó la biotina endógena mediante “Avidin/Biotin Blockin kit” (Vector laboratoires, 

SP-2001), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se preparó la dilución del Ac 

primario anti-ki67 mediante dilución 1:100 y se añadió a las muestras, dejándolas en 

incubación en una cámara húmeda a 4ºC. A la mañana siguiente, previo lavado, fueron 

incubadas con la solución Dako HRP (anticuerpo secundario unido a HRP –peroxidasa 

de rábano-) durante 20 minutos. Posteriormente se reveló la señal mediante la adición 

de solución DAB de revelado (Dako). La reacción se paró a los tres minutos mediante la 

inmersión de las muestras en agua destilada. Se tiñeron de nuevo con hematoxilina 

durante 30 segundos, siendo nuevamente lavadas con agua destilada y deshidratadas con 

etanol y xileno. Finalmente fueron montadas en el medio “Entellan” (Millipore, 

107960) y dejadas secar durante 30 minutos previo a su observación en el microscopio.  

 

4.8.2 Detección de VEGFR2 

La expresión de VEGFR2 se detectó mediante el uso del Ac primario Flk-1 (Ac 

monoclonal murino A-3) (Santa Cruz, sc-6251) diluido 1:100, seguido del uso del kit 

“EnVision TM FLEX” (Dako, K8000) para el revelado de la tinción. El protocolo 

empleado para su detección fue exactamente el mismo que se ha descrito previamente 

para la detección de ki67 con la única excepción que la reacción DAB se paró a los 40 

segundos de incubación.  
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4.8.3 Detección de apoptosis 

La apoptosis es un proceso de muerte celular programada que ocurre en los organismos 

multicelulares. Se desencadena por eventos bioquímicos que llevan a cambios en las 

características celulares y finalmente a la muerte celular. Entre los cambios celulares 

característicos de la apoptosis se encuentran el “burbujeo”, el encogimiento celular, la 

fragmentación nuclear, la condensación de la cromatina y la fragmentación del ADN 

cromosómico. 

A diferencia de la necrosis, que es una forma de muerte celular traumática en respuesta 

a un daño celular agudo, la apoptosis es un proceso altamente regulado y controlado, 

fundamental en ciertos procesos del desarrollo. Durante la apoptosis, se producen 

fragmentos celulares llamados cuerpos apoptóticos que son engullidos rápidamente por 

células fagocíticas evitando el daño que estos podrían causar en las células circundantes. 

Una técnica ampliamente utilizada para identificar células en apoptosis es el TUNEL 

(del inglés ‘terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling’), un método 

para detectar fragmentación del ADN marcando el fragmento terminal de los ácidos 

nucleicos. Mediante esta técnica es posible detectar la fragmentación del ADN 

consecuencia de las cascadas de señalización apoptótica. El ensayo aprovecha la 

presencia de mellas en el ADN de las células apoptóticas que pueden ser identificadas 

mediante el enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal o TdT, un enzima que 

cataliza la adición de dUTPs marcados a los extremos 3’ generados como consecuencia 

de la fragmentación del ADN. 

La técnica consiste en la incubación de las muestras con una mezcla de dos soluciones: 

solución de marcaje, que contiene TMR-dUTP; y solución enzimática, que contiene el 

enzima desoxinucleotidil-transferasa terminal (TdT). Durante esta incubación la TdT 
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añade moléculas de TMR-dUTP a los extremos 3’ generados como consecuencia de la 

fragmentación del ADN. La detección del marcaje se realiza mediante un microscopio 

de fluorescencia. 

En esta tesis doctoral, el análisis de la apoptosis se realizó empleando el kit Apoptosis 

Detection (Millipore, 171-141), kit de detección de fragmentos de ADN libres basado 

en la técnica TUNEL, previamente descrita. Se detalla a continuación el procedimiento 

empleado.  

Las muestras se dejaron incubar, previo lavado durante 30 minutos a 37ºC en PBS 

(Phosphate Buffered Saline), con proteinasa K diluida 1:25 en una cámara húmeda a 

37ºC durante 20 minutos. Se paró la reacción y se lavaron de nuevo con PBS. Se añadió 

solución tampón TdT durante 10 minutos, siendo posteriormente incubadas con el 

reactivo TdT marcado durante 60 minutos a 37ºC. La reacción finalizó al retirar el 

reactivo e incubar las muestras con “TB Buffer 1x” durante 5 minutos. Tras varios 

lavados las muestras fueron incubadas con “Blocking Buffer” durante 20 minutos. A 

partir de este momento todas las reacciones se llevaron a cabo en la oscuridad. Tras 

retirar la solución anterior, se añadió “Streptavidin, alexa Fluor 594 conjugate” 

(Invitrogen, S11227) diluido 1:50, y se dejó incubar durante 30 minutos a 37ºC en una 

cámara húmeda. Finalmente, las muestras se lavaron dos veces con PBS durante 15 

minutos y fueron montadas en la plataforma “ProLong Gold antifade” (Life 

Technologies, P36931) con el reactivo DAPI (tiñe de azul los núcleos de las células). 

Tras cubrir las muestras con un cubreobjetos y ser selladas con esmalte transparente se 

dejaron en una cámara húmeda durante 15 minutos antes de ser reveladas mediante el 

microscopio de fluorescencia.  
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4.8.4 Detección de vascularización 
 

Para la detección de vascularización total, así como de la madurez vascular se usó la 

inmunofluorescencia. Se usaron Ac primarios capaces de reconocer epítopos comunes a 

las dos especies implicadas (humana y murina). En este sentido se realizó un doble 

marcaje de las muestras. Por un lado, el aporte vascular a los implantes endometriósicos 

se determinó usando un Ac murino policlonal contra CD-31 (ab28364, 1:200, Abcam, 

Cambridge, MA, USA), con unión a las células endoteliales tanto de la micro como 

macro-vascularización. Por otro lado, para detectar específicamente los vasos maduros, 

se usó un Ac monoclonal murino anti α-actina de músculo liso (α-SMA), (Sigma S-501, 

1:50). A continuación, se detalla el protocolo empleado.  

- Se obtuvieron 8 micro secciones de las muestras que se encontraban 

criopreservadas en OCT a -80ºC mediante criotomo. Dichas secciones se fijaron 

con acetona, previo atemperamiento a -20ºC durante 15 minutos. Tras varios 

lavados con PBS frío, se procedió al bloqueo de la biotina endógena con el kit 

comercial “Avidin/biotin Blocking kit” (Vector Laboratoires, SP 2001), 

siguiendo las instrucciones facilitadas por el fabricante. Tras nuevo lavado con 

PBS se realizó el bloqueo no específico, incubando las secciones de tejido en 

una solución bloqueante (PBS, suero murino (2%) y BSA (5%)) durante una 

hora.  

- Se realizó la incubación con el Ac primario CD-31 diluido 1:200 en solución 

diluyente (2% suero murino y 1% Albúmina Sérica Bovina (BSA)) en una 

cámara húmeda a 4ºC.  A la mañana siguiente se procedió a realizar la 

incubación de las muestras, previo lavado con PBS, con el Ac secundario, 

“Biotinylated Rabbit Anti-Rat IgG Antibody” (Vector Laboratoires, BA-400) en 
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una dilución 1:500, durante 30 minutos. A partir de este momento, el resto de los 

procedimientos se llevaron a cabo en oscuridad. Para el revelado de las muestras 

se procedió a incubarlas de nuevo en cámara húmeda, durante 20 minutos, con 

“Streptavidin, Alexa Fluor 488 Conjugate” (Invitrogen, S-32354) en dilución 

1:1500. 

- Tras varios lavados de las muestras se procedió a realizar una nueva incubación 

de las mismas con Ac α-SMA diluido 1:200 en PBS, con 1% BSA, durante 30 

minutos, en cámara húmeda. Tras realizar los lavados finales, las muestras 

fueron montadas en la plataforma “ProLong Gold antifade” (Life Technologies, 

P36931) con el reactivo DAPI. Tras cubrir las muestras con un cubreobjetos y 

ser selladas con esmalte transparente se dejaron en una cámara húmeda durante 

15 minutos antes de ser reveladas mediante el microscopio de fluorescencia.  
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4.9 CUANTIFICACIÓN DE LAS IMÁGENES DE 

INMUNOHISTOQUÍMICA E INMUNOFLUORESCENCIA 

4.9.1 Adquisición de la imagen 

Tras finalizar los procesos de inmunohistoquímica e inmunofluorescencia, las muestras 

se llevaron para su revelado y cuantificación a la sección de microscopía confocal de la 

Universidad de Valencia.  

Se escogieron dos muestras de cada implante endometriósico, y se consideraron 

representativas del resto del implante. De cada una de estas muestras escogidas se 

seleccionaron aleatoriamente 3 campos de alta potencia mediante el uso del software de 

captura de imagen “LAS V4” (LeicaMicrosystem), sistema asociado al microscopio 

Nikon Eclipse E400. Se obtuvieron, por tanto, un total de 4 imágenes por animal con el 

fin de determinar en ellas los parámetros de interés. Para la obtención de dichas 

imágenes se establecieron al inicio todos los parámetros (iluminación, tiempo de 

exposición, zoom, brillo, contraste, etc) y se mantuvieron constantes durante todo el 

proceso. El análisis de los parámetros de interés de las imágenes obtenidas tanto por 

inmunohistoquímica como por inmunofluorescencia fue realizado mediante el software 

“Image Pro Plus 6.3 software analysis”. 

 

4.9.2 Determinación total y específica de las áreas de interés en 
las imágenes de inmunofluorescencia para la cuantificación 
de la vascularización, madurez vascular y apoptosis 

 

Por lo que respecta al proceso de análisis y cuantificación de las imágenes, éste se 

realizó mediante el software Image Pro Plus 6.3 (MediaCybernetics, CA). Inicialmente 
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se establecieron unos valores estándar (usadas como macros) para 

determinar/cuantificar la intensidad de señal para cada uno de los colores, RGB (siglas 

en inglés de red, green, blue) de cada una de las áreas teñidas específicas de interés 

(SSAI, siglas en inglés de ‘specific stained area of interest’).  

Para obtener el área teñida total de interés (TSAI, siglas en inglés de ’total specific area 

of interest’), con la finalidad de expresar los resultados en función del área total, se 

realizó una estimación de la misma tomando como referencia el área teñida 

correspondiente a DAPI (señal azul correspondiente a los núcleos) de una zona 

determinada y multiplicándolo por un coeficiente para hacerlo extensivo al resto de la 

muestra.  

Una vez cuantificada la intensidad de señal en cada una de las SSAI de las muestras de 

cada animal, así como calculada la TSAI, se procedió a calcular los parámetros de 

interés como se detalla a continuación.  

La vascularización se expresó, en cada animal, como la proporción media de zonas 

vascularizadas, calculado dividiendo el área de vascularización de cada zona específica 

de interés entre el área total de interés, mediante la siguiente fórmula: (SSAI reconocido 

por CD31/TSAI) x100. 

La madurez vascular se expresó, en cada animal, como la proporción media de áreas 

conteniendo vasos maduros e inmaduros en las muestras obtenidas. La proporción de 

zonas con vasos maduros se calculó con la siguiente fórmula: [(SSAI reconocido por 

CD31/TSAI) / (SSAI reconocido por α-SMA/TSAI)] x100. La proporción de zonas con 

vasos inmaduros se calculó con la siguiente fórmula: 100-( [(SSAI reconocido por 

CD31/TSAI) / (SSAI reconocido por α-SMA/TSAI)] x100). 
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La apoptosis en cada animal se expresó como la proporción de zonas apoptóticas con 

respecto al área total de interés, calculado usando la fórmula (SSAI reconocido por 

DNAsa/TSAI) x100. 

 

4.9.3 Determinación total y específica de las áreas de interés en 
las imágenes de inmunohistoquímica para la cuantificación de 
la proliferación 

 

Por lo que respecta al proceso de análisis y cuantificación de las imágenes, éste se 

realizó, como en el apartado anterior, mediante el software Image Pro Plus. Inicialmente 

se establecieron unos valores estándar (usadas como macros) para 

determinar/cuantificar la intensidad de señal para cada uno de los colores, RGB (siglas 

en inglés de red, green, blue) de cada una de las áreas teñidas específicas de interés 

(SSAI, siglas en inglés de ‘specific stained area of interest’).  

Para obtener el área teñida total de interés (TSAI, siglas en inglés de ’total specific area 

of interest’), con la finalidad de expresar los resultados en función del área total, se 

realizó un sumatorio de la superficie de todas las imágenes analizadas al que se les restó 

la superficie correspondiente a áreas sin tejido (no teñidas). 

Una vez cuantificada la intensidad de señal en cada una de las SSAI de las muestras de 

cada animal, así como calculada la TSAI, se procedió a calcular el índice de 

proliferación en cada animal. La proliferación se expresó como el porcentaje promedio 

de expresión de Ki67, calculado mediante la siguiente fórmula: (SSAI reconocido por 

ki67/TSAI) x100. 
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4.9.4 Determinación de la intensidad relativa de tinción de las 

imágenes de inmunohistoquímica para la cuantificación de 

VEGFR2 

El incremento en la intensidad de tinción del parámetro de interés en cada imagen se 

estimó en función del SSAI de cada campo de visión multiplicado por la intensidad de 

tinción. El SSAI se determinó como se detalla en el apartado anterior, mientras que para 

estimar la intensidad de tinción se empleó el parámetro “actual” IOD (densidad óptica 

integrada, por sus siglas en inglés). En el software empleado para el análisis de las 

imágenes (Pro Plus Software), el parámetro IOD es un índice indirecto de los niveles de 

brillo, por lo que lo que estima en realidad es el inverso de la densidad óptica de tinción, 

por lo que se decidió tomar el inverso de dicho valor (parámetro IOD proporcionado por 

el software) como estimador de la intensidad de tinción de las muestras. 

La expresión de VEGFR2 en cada animal se expresó como promedio de la intensidad 

relativa de tinción de VEGFR2 en muestras representativas de cada animal, y calculado 

usando la siguiente fórmula: (SSAI marcado por VEGFR2 x “actual IOD” VEGFR2). 
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4.10     QF-RT-PCR 

4.10.1 Amplificación de VEGF, angiopoyetina 1, VEGFR2, 

-actina y 18S mRNA transcritasa 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica relativamente simple y 

ampliamente utilizada en el campo de la biología molecular para amplificar y detectar 

secuencias de DNA y RNA. La PCR es altamente sensible y requiere una plantilla 

mínima para la detección y amplificación de secuencias específicas. 

La PCR de transcripción inversa o RT-PCR, permite el uso de RNA como molde. El 

RNA se transcribe de forma inversa en DNA complementario (cDNA) utilizando una 

transcriptasa inversa. La transcriptasa inversa también tiene una función RNAasa H, que 

degrada la porción de RNA del híbrido. La molécula de DNA de cadena sencilla 

restante sirve entonces como molde para la formación de cDNA, mediante la actividad 

DNA polimerasa dependiente de DNA, de la transcriptasa inversa. A partir de aquí, se 

utiliza el procedimiento de PCR convencional para amplificar el cDNA.  

PCR en tiempo real (en inglés ‘real time PCR’) es una variante de la  PCR utilizada para 

amplificar y simultáneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la 

amplificación de  ADN. Para ello emplea, del mismo modo que la PCR convencional, 

un molde de ADN, al menos un par de cebadores específicos, dNTPs, un tampón de 

reacción adecuado, y una ADN polimerasa termoestable; a dicha mezcla se le adiciona 

una sustancia marcada con un fluoróforo que, en un termociclador que 

albergue sensores para medir fluorescencia tras excitar el fluoróforo a la longitud de 

onda apropiada, permita medir la tasa de generación de uno o más productos 

específicos.  Dicha medición, se realiza después de cada ciclo de amplificación y es por 
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esto que también se le denomina PCR en tiempo real (es decir, PCR inmediata, 

simultánea). En muchos casos el molde que se emplea para la PCR cuantitativa no es 

desde el principio ADN, sino que puede ser ADN complementario (ADNc), de hebra 

simple, obtenido por retrotranscripción de ácido ribonucleico (ARN); en este caso, la 

técnica es una RT-PCR cuantitativa o en tiempo real, o RT-QF-PCR.  

En nuestro trabajo se llevó a cabo la ampliación de dos tipos de genes: genes 

constitutivos (18s o -actina) y genes diana (VEGF, VEGFR, Ang 1). 

Los genes constitutivos (housekeeping) son los que se expresan como resultado de la 

interacción entre la ARN polimerasa y el promotor, sin necesidad de regulación 

adicional; a menudo se denominan genes de mantenimiento, ya que se trata de genes 

que se expresan a un nivel relativamente bajo en todas las células. Estos genes se 

caracterizan por tener niveles de expresión constante en todas las células y condiciones 

de un mismo organismo; se utilizan en experimentos de PCR a tiempo real como 

control negativo. A continuación, se detalla el protocolo seguido en nuestro estudio. 

La extracción del RNA (ácido ribonucleico) se realizó mediante el kit ‘Quiagen Tissue 

RNA extraction’ siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras la obtención del 

material se comprobó la integridad del mismo mediante un Bioanalizador. Haciendo uso 

de un kit estándar de transcriptasa reversa (RT), se obtuvo DNAc a partir de 1µg del 

RNA obtenido de cada muestra. Para la amplificación del DNAc obtenido se usaron 

primers (cebadores) para los genes diana VEGF, VEGFR y Ang 1; así como para los 

genes constitutivos -actina y 18S, especialmente diseñados para reconocer 

simultáneamente regiones del DNA humano y murino. Para dicho proceso de 

amplificación se usó la técnica estándar previamente descrita. 
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4.10.2 Cuantificación del ADNc 

Para comparar los niveles de transcripción entre las muestras se usó el método de 2-

ΔΔCt (Livak and Scmittgen, 2001). Dicho método se basa en una cuantificación 

relativa, comparando los Ct (umbrales de ciclo) del gen testado y del gen de referencia 

en cada muestra, y luego se comparan los ΔCt de las muestras experimentales con 

respecto a los calibradores. 

En primer lugar, se calculó la diferencia entre los valores de Ct entre los genes 

constitutivos (18s o -actina) y los genes diana (VEGF, VEGFR, Ang 1) en las muestras 

de cada animal, de los grupos tratados y no tratados: 

(ΔCtgen constitutivo.gen diana) grupo NO tratamiento, (ΔCtgen constitutivo.gen diana) grupo tratamiento anti VEGF, 

(ΔCtgen constitutivo.gen diana) grupo tratamiento AD. 

A continuación, se calculó la media aritmética de las muestras representativas de cada 

uno de los grupos a estudio: 

ΔCtgrupo tratado - ΔCtgrupo NO tratado= (ΔCtgen constitutivo.gen diana) grupo tratado - (ΔCtgen constitutivo.gen diana) 

grupo NO tratado. 

Finalmente, para determinar la relación entre los niveles de expresión en las muestras de 

los animales tratados vs no tratados, se usó la siguiente fórmula:  

Qr = 2Ct (grupo tratado – no tratado) 

Para cada uno de los genes diana de interés, se comparó el nivel de expresión entre las 

muestras del grupo tratado vs no tratado, obteniendo un valor Qr para cada uno de ellos. 

Se consideró que había inducción en la expresión de un determinado gen cuando el Qr 

fue >2.  
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4.11         ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los análisis estadísticos se realizaron mediante el programa SPSS Statistics 

(Statistical Package for Social Sciences, IBM). Para la elección del test estadístico a 

emplear se realizó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk. En los casos de una 

variable numérica, una categórica y distribución normal se aplicó un t-test para muestras 

independientes. En caso de no cumplirse la distribución normal se aplicó un test no 

paramétrico (Kruskall-Wallis e U de Mann-Whitney). Este test se usó, por ejemplo, para 

comparar las diferencias en la emisión de señal fluorescente entre el grupo control y 

cada uno de los grupos de intervención. Se recurrió al análisis de varianzas y al test de 

Tukey cuando se realizaron comparaciones múltiples; dicho test se usó para valorar el 

efecto de los tratamientos administrados en vascularización, madurez vascular, 

apoptosis, proliferación y expresión de VEGFR. En todos los casos, se rechazó la 

hipótesis nula cuando p-valor fue <0,05. 
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5 RESULTADOS 

5.1 DESCENSO DE LA INTENSIDAD MEDIA DE 

FLUORESCENCIA COMO ESTIMACIÓN DE LA 

REDUCCIÓN DE TAMAÑO DE LAS LESIONES 

ENDOMETRIÓSICAS 

La monitorización de la fluorescencia in vivo se analizó, tanto de forma independiente 

para cada implante endometriósico, como para cada individuo de forma conjunta. En 

ambos tipos de análisis las gráficas mostraron una variación de la fluorescencia similar 

a lo largo del tiempo. 

La cantidad de fluorescencia emitida por los fragmentos endometriales al inicio del 

experimento fue similar en todos los grupos. La intensidad global se incrementó en 

todos los grupos, alcanzando un máximo entre los 5 y 8 días de la implantación. 

Posteriormente se observó una reducción uniforme y progresiva de la señal fluorescente, 

hasta el final del experimento, en todos los grupos. Esta evolución decreciente de la 

intensidad de señal fluorescente con el paso del tiempo es acorde a lo descrito 

previamente en estudios similares (Fortin et al, 2004, Wang et al 2013), donde la 

intensidad de fluorescencia es máxima una semana tras la implantación con un declinaje 

posterior a partir de ese punto. Este comportamiento es acorde con la expresión 

episomal del adenovirus m-Cherry en el citoplasma celular. Este virus no implanta su 

material genético en el genoma de la célula endometrial, por lo que la expresión vírica 

muere cuando la célula se divide (Fortin et al, 2004).  
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Se muestran a continuación una selección de las imágenes de inmunofluorescencia 

obtenidas en cada uno de los grupos. La obtención de las imágenes y, por tanto, la 

cuantificación de la fluorescencia emitida se realizó en 8 ocasiones a lo largo del 

estudio, concretamente los días 4, 8, 11, 14, 16, 18, 21 y 23, tomando como día 1 el día 

de la implantación de los fragmentos de endometrio marcados. Las siguientes imágenes 

representan la emisión de fluorescencia evolutiva de un individuo de cada uno de los 

tres grupos a estudio. 
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Figura 5. Monitorización in vivo de la fluorescencia. Grupo control. Imagen A: previo a la 

cuantificación de ROIs (área de interés). Imagen B: tras la cuantificación de ROIs. 

  

Imagen A 

Imagen B 
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Figura 6. Monitorización in vivo de la fluorescencia. Grupo tratado con anti-VEGF. Imagen A: 

previo a la cuantificación de ROIs. Imagen B: tras la cuantificación de ROIs. 

 

 

Imagen A 

Imagen B 



Evaluación estandarizada del potencial antiangiogénico del agonista 
dopaminérgico en el tratamiento de la endometriosis 

 

139 
 

Figura 7. Monitorización in vivo de la fluorescencia. Grupo tratado con Cabergolina. Imagen A: 

previo a la cuantificación de ROIs. Imagen B: tras la cuantificación de ROIs. 

 

Imagen B 

Imagen A 
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5.1.1 Variación de la intensidad media de fluorescencia por animal 
 

La variación de la intensidad de señal en cada animal se expresó como el porcentaje 

promedio de reducción de la intensidad de fluorescencia respecto a la intensidad 

máxima (100%) observada para la misma lesión en cada animal.  

Tal y como se puede observar en la gráfica, la pendiente decreciente en los grupos 

de tratamiento es más marcada, sin embargo, las diferencias no fueron significativas 

con respecto al grupo control hasta el final de la tercera semana de tratamiento.  

Figura 8. Variación porcentual en la intensidad de fluoresecencia a lo largo del tiempo por 

animal. Gráfico lineal que muestra la variación porcentual en la intensidad de fluorescencia emitida 

por cada animal a lo largo del tiempo en los grupos placebo, agonista dopaminergico (Cabergolina) y 

Anti-VEGF. En el eje de las X se muestra el tiempo en días (Dx) transcurrido tras la implantación del 

tejido. 
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Figura 9. Variación porcentual en la intensidad de fluoresecencia a lo largo del tiempo por 

animal. Gráfico de barras que muestra la variación porcentual en la intensidad de fluorescencia 

emitida por cada animal a lo largo del tiempo en los grupos placebo, agonista dopaminergico 

(Cabergolina) y Anti-VEGF. En el eje de las X se muestra el tiempo en días (Dx) transcurrido tras la 

implantación del tejido. (*Indica diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo control, 

p<0.05). 

 

La diferencia en la intensidad de fluorescencia entre el grupo control y los dos grupos 

de tratamiento sólo fue evidente los últimos dos días de tratamiento, es decir, los días 21 

y 23 de monitorización. De hecho, sólo se encontraron diferencias significativas 

(p<0.05) entre el grupo control y los dos grupos de tratamiento dichos días.  

Al finalizar el periodo de estudio, tras 21 días de tratamiento, se cuantificó un descenso 

de intensidad de fluorescencia de 35.36% en el grupo placebo, de 56.9% en el grupo 
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tratado con Cabergolina y de 57.5% en el grupo tratado con anti VEGF, comparado con 

el punto en el que la intensidad de señal fue máxima para cada uno de los grupos, 

durante los días 5-8.   

Tomando como referencia el grupo control (0%), se cuantificó una reducción en la 

intensidad de fluorescencia de 33.29% en el grupo tratado con Cabergolina y de 34.32% 

en el grupo tratado con anti VEGF. Dicha reducción en la intensidad de fluorescencia 

emitida sirve como estimador de la reducción del tamaño de la lesión endometrial, 

siendo las diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Reducción estimada de tamaño de la lesión endometrial. Gráfico de barras que 

muestra el porcentaje estimado de reducción de tamaño de la lesión endometrial por pérdida de 

intensidad de fluorescencia (eje Y), según la fluorescencia emitida por animal, entre cada uno de los 

grupos de tratamiento con respecto al grupo control, que representa el 0% (eje X). (*Indica 

diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo control, p<0.05). 
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5.1.2 Variación de la intensidad media de fluorescencia por lesión  
 

Tras cuantificar la intensidad de señal como el porcentaje de reducción de intensidad 

con respecto a la intensidad máxima emitida por cada animal (realizando un sumatorio 

de las intensidades de cada lesión) se representó el porcentaje de reducción de la 

intensidad de fluorescencia en cada grupo para cada una de las lesiones de forma 

independiente.  

Figura 11. Variación porcentual en la intensidad de fluoresecencia a lo largo del tiempo por 

lesión. Gráfico lineal que muestra la variación porcentual en la intensidad de fluorescencia emitida 

por cada lesión endometrial a lo largo del tiempo en los grupos placebo, agonista dopaminergico 

(Cabergolina) y Anti-VEGF. En el eje de las X se muestra el tiempo en días (Dx) transcurrido tras la 

implantación del tejido. 
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De forma similar a cuando se representó la reducción de intensidad fluorescente por 

animal, en este caso también se observó una pendiente decreciente de pendiente más 

marcada en los grupos de tratamiento con respecto al grupo control. A pesar de que 

aparentemente las diferencias entre los grupos de intervención y control aparecieron 

antes en el tiempo, al inicio de la tercera semana, estas diferencias sólo fueron 

significativas durante los dos últimos días de monitorización.  

Figura 12. Variación porcentual en la intensidad de fluoresecencia a lo largo del tiempo por 

lesión. Gráfico de barras que muestra la variación porcentual en la intensidad de fluorescencia 

emitida por cada lesión endometrial a lo largo del tiempo en los grupos placebo, agonista 

dopaminergico (Cabergolina) y Anti-VEGF. En el eje de las X se muestra el tiempo en días (Dx) 

transcurrido tras la implantación del tejido. (*Indica diferencias estadísticamente significativas 

respecto al grupo control, p<0.05). 
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Al finalizar el periodo de estudio, tras 21 días de tratamiento, se cuantificó la intensidad 

de señal para los tres grupos, con respecto al punto de emisión de máxima intensidad, 

entre los días 5 y 8 de intervención.  

Tomando como referencia el grupo control (0%), se cuantificó una reducción en la 

intensidad de fluorescencia de 33.12% en el grupo tratado con Cabergolina y de 32.93% 

en el grupo tratado con anti VEGF. Dicha reducción en la intensidad de fluorescencia 

emitida sirve como estimador de la reducción de tamaño de la lesión endometrial, 

siendo las diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo control.  

Figura 13. Reducción estimada de tamaño de la lesión endometrial. Gráfico de barras que 

muestra el porcentaje estimado de reducción de tamaño de la lesión endometrial por pérdida de 

intensidad de fluorescencia (eje Y), según la fluorescencia emitida por lesión, entre cada uno de los 

grupos de tratamiento con respecto al grupo control, que representa el 0% (eje X). (*Indica 

diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo control, p<0.05). 

  



Evaluación estandarizada del potencial antiangiogénico del agonista 
dopaminérgico en el tratamiento de la endometriosis 

 

146 
 

5.2 ANÁLISIS HISTOLÓGICO 
 

A nivel histológico, el endometrio se compone de un epitelio y una gruesa capa 

subyacente de tejido conectivo o estroma. La mucosa endometrial contiene numerosas 

glándulas endometriales tubulares simples que se abren directamente a la superficie 

mucosa. Se extienden hasta la profundidad del estroma, donde terminan en un extremo 

ciego cerca del miometrio.  

El epitelio es cilíndrico simple en la superficie y en las glándulas, y está compuesto por 

una mezcla de células ciliadas y secretoras. El estroma endometrial contiene abundantes 

células estrelladas incluidas en una red de fibras reticulares y una sustancia fundamental 

metacromática en fase folicular.  

La vascularización del endometrio procede de las arterias basales, que en la fase 

secretora se vuelven tortuosas, consituyendo las arterias espirilidas. Cerca de la 

superficie epitelial se dividen en abundantes ramas terminales formando una densa red 

capilar. 

 Durante el análisis histológico de las muestras se observó una desestructuración de la 

organización típica en los grupos de tratamiento con respecto al grupo control, con un 

estroma más laxo, pérdida de la celularidad y de estructuras glandulares.  

A continuación, se muestran imágenes representativas de cada uno de los grupos de 

estudio (control, tratado con Cabergolina y tratado con anti VEGF), con menor y mayor 

detalle.  
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Grupo control Grupo tratado con 

anti-VEGF 

Grupo tratado con 

Cabergolina 

Figura 14. Estudio histológico.  Cortes histológicos teñidos con hematoxilina-eosina, donde se observa 

desestructuración de la organización típica en los grupos de tratamiento con respecto al grupo control, con 

un estroma más laxo, pérdida de la celularidad y de estructuras glandulares. 
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Figura 16 
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Figuras 15, 16, 17. Estudio histológico. Cortes histológicos teñidos con hematoxilina-eosina. La imagen 

5 corresponde al grupo control. Se observa conservación de la estructura típica endometrial; las imágenes 

6 y 7 corresponden a los grupos de tratamiento, con Cabergolina y anti VEGF, respectivamente. En éstas 

se observa desestructuración de la organización típica endometrial, con un estroma más laxo, pérdida de 

celularidad y de estructuras glandulares. 

 

 

Figura 17 
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5.3 Vascularización 
 

La presencia de vascularización se detectó mediante técnicas de inmunofluorescencia. 

Este parámetro se expresó, en cada animal, como la proporción media de zonas 

vascularizadas (reconocidas por el Ac CD-31), calculado dividiendo el área de 

vascularización de cada zona específica de interés (SSAI) entre el área total de interés 

(TSAI), mediante la siguiente fórmula: (SSAI reconocido por CD31/TSAI) x100. 

Los datos se normalizaron con los resultados obtenidos en el grupo control utilizando la 

siguiente fórmula: 100-( [(SSAI/TSAI)grupo tratado]/[(SSAI/TSAI)grupo control)]  x 100)  

Al finalizar el periodo de tratamiento se objetivó un descenso de las áreas 

vascularizadas cercano al 20% en los grupos de tratamiento con Cabergolina (27%) y 

anti VEGF (18%) con respecto al grupo control.  
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Figura 18. Reducción de la vascularización. Gráfico de barras que muestra la reducción en los 

porcentajes de vascularización en los grupos tratados con Cabergolina y anti-VEGF con respecto al grupo 

control. Los datos se muestran normalizados respecto al grupo control (placebo), que representa el 0%. 

(*Indica diferencias estadísticamente significativas, p<0.05). 
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5.4 Madurez vascular 
 

La madurez vascular se determinó mediante la detección de inmunofluorescencia, 

usando un doble marcaje. Por un lado, se utilizó un Ac murino policlonal contra CD-31, 

con unión específica a las células endoteliales, marcando por tanto el total de 

vascularización de los implantes endometriósicos; simultáneamente, se usó el Ac 

monoclonal murino anti α-SMA para detectar los vasos maduros.  

Este parámetro se expresó, en cada animal, como la proporción media de áreas 

conteniendo vasos maduros e inmaduros en las muestras obtenidas. La proporción de 

zonas con vasos maduros se calculó con la siguiente fórmula: [(SSAI reconocido por 

CD31/TSAI) / (SSAI reconocido por α-SMA/TSAI)] x100. La proporción de zonas con 

vasos inmaduros se calculó con la siguiente fórmula: 100-( [(SSAI reconocido por 

CD31/TSAI) / (SSAI reconocido por α-SMA/TSAI)] x100). 

Grupo control Grupo tratado con 

anti-VEGF 

Grupo tratado con 

Cabergolina 
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Figura 19. Madurez vascular.  Imágenes representativas de doble inmunofluorescencia para CD-31 

(verde) y α-SMA (rojo) de implantes endometriales en el grupo control, grupo tratado con anti VEGF 

y grupo tratado con Cabergolina. Los vasos inmaduros emiten fluorescencia verde, mientras que los 

maduros aparecen marcados con doble fluorescencia, verde y roja. La floresencia amarilla 

corresponde al solapamiento de ambas señales. 
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Figura 20. Madurez vascular. Gráfico de barras que representa el porcentaje de vascularización 

madura e inmadura de los implantes endometriósicos en cada uno de los grupos de estudio: grupo 

control (placebo), tratado con Cabergolina y tratado con anti VEGF. 

Los resultados mostraron que, mientras el porcentaje de madurez vascular rondaba el 

40% en el grupo control, alcanzaba valores de hasta el 90% en el grupo tratado con anti 

VEGF, y del 76% en el tratado con Cabergolina.  

Al analizar el tipo de vascularización en los diferentes grupos de tratamiento, se 

observó, por tanto, un claro efecto de los tratamientos en la inducción de la maduración 

vascular. 

Dado que sólo el 60% de la vascularización del grupo control es de tipo inmaduro, y por 

lo tanto sensible a los tratamientos anti angiogénicos, es probable que los tratamientos 

con Cabergolina y anti VEGF interrumpan el desarrollo de hasta un 40-50% de vasos 

inmaduros de nueva formación.  
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5.5 Proliferación 
 

La proliferación celular se determinó mediante técnicas de inmunohistoquímica, 

utilizando el Ac anti-Ki67 para la detección del pool de células en fase de división 

celular. 

Dicho parámetro se expresó como el porcentaje de área de interés (SSAI, siglas en 

inglés de ‘specific stained area of interest’) reconocida por el Ac anti-ki67 con respecto 

al área total de tejido (TSAI, siglas en inglés de ’total specific area of interest’). Los 

datos se normalizaron con los resultados obtenidos en el grupo control utilizando la 

siguiente fórmula 100- ( [(SSAI/TSAI)grupo tratado]/[(SSAI/TSAI)grupo control] x 100). 

 

Grupo control Grupo tratado con 

anti-VEGF 

Grupo tratado con 

Cabergolina 
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Figura 21. Proliferación celular. La proliferación celular en los implantes endometriósicos se 

estudió mediante el anticuerpo Ki67 (depósito marrón). Imágenes de inmunohistoquímica 

representativas de cada uno de los grupos (control, tratado con antiVEGF y tratado con Cabergolina). 

 

Al finalizar el periodo de tratamiento se observó un claro efecto en la reducción de la 

proliferación en los grupos tratados con Cabergolina y anti VEGF al ser comparados 

con el grupo control. En este sentido, se objetivó una reducción en el índice de 

proliferación celular de 22.2% en el grupo tratado con Anti VEGF y de 26.7% en el 

grupo tratado con cabergolina, siendo las diferencias estadísticamente significativas 

respecto al grupo control. Estos resultados se muestran a continuación en la figura 22. 

 

 

 

 

 



Evaluación estandarizada del potencial antiangiogénico del agonista 
dopaminérgico en el tratamiento de la endometriosis 

 

157 
 

Figura 22. Porcentaje de reducción de proliferación celular. Gráfico de barras que representa el 

porcentaje de reducción de proliferación celular en los implantes endometriósicos en cada uno de los 

grupos de tratamiento (Cabergolina y anti VEGF), normalizados respecto al grupo control, que 

representa el 0% (eje Y). (*Indica diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo 

control, p<0.05). 

 

Se objetivó, por tanto, un claro efecto en la reducción de la proliferación celular en los 

grupos tratados con Cabergolina y anti VEGF al ser comparados con el grupo control.  
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5.6 Apoptosis 
 

La apoptosis celular se detectó mediante técnicas de inmunofluorescencia. El marcaje 

celular se realizó mediante la técnica TUNEL, que detecta la fragmentación del ADN 

consecuencia de las cascadas de señalización apoptótica, marcando las células de color 

rojo-rosa.  

 

Grupo control Grupo tratado con 

anti-VEGF 

Grupo tratado con 

Cabergolina 
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Figura 23. Apoptosis celular. Imágenes representativas de cada uno de los grupos. Para la detección 

de la apoptosis celular se recurrió al marcaje de las células apoptóticas mediante TUNEL (color rojo-

rosa); el resto de las células se marcan en azul con el reactivo DAPI. 

Este parámetro se expresó como el porcentaje de área de interés (SSAI, siglas en inglés 

de ‘specific stained area of interest’) reconocida por la DNAasa I con respecto al área 

total de tejido (TSAI, siglas en inglés de ’total specific area of interest’). El porcentaje 

de área de apoptosis de cada uno de los grupos se representa en la figura 24.  

Figura 24. Apoptosis celular. Gráfico de barras que representa el porcentaje de área apoptótica en 

cada uno de los grupos: control (placebo), tratado con agonista dopaminérgico (Cabergolina) y 

tratado con anti-VEGF. (*Indica diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo control, 

p<0.05). 
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Al finalizar el periodo de tratamiento se objetivó, por tanto, un claro efecto de 

incremento de la apoptosis en los grupos tratados con Cabergolina y anti VEGF con 

respecto al grupo control, siendo estas diferencias estadísticamente significativas.  
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5.7 Determinación de VEGFR2 
 

La determinación de VEGFR2 se realizó mediante técnicas de inmunohistoquímica; 

para la detección de dicho parámetro se utilizó el marcaje con el Ac Flk, con unión 

específica al parámetro de interés.  

El incremento en la intensidad de tinción del parámetro de interés en cada imagen se 

expresó como promedio de la intensidad relativa de tinción de VEGFR2 en muestras 

representativas de cada animal, y calculado usando la siguiente fórmula: (SSAI marcado 

por VEGFR2 x “actual IOD” VEGFR2). De esta forma se obtuvo una IOD de cada una 

de las imágenes analizadas, que recoge la intensidad de tinción del área de interés de 

cada una de esas imágenes. 

Grupo control Grupo tratado con 

anti-VEGF 

Grupo tratado con 

Cabergolina 
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Figura 25. Determinación de VEGFR2. Imágenes de inmunohistoquímica representativas de cada 

uno de los grupos (control, tratado con antiVEGF y tratado con Cabergolina). La detección de la 

expresión de VEGFR2 se realizó mediante el anticuerpo Flk (depósito marrón).  

 

 

Figura 26. Cuantificación de VEGFR2. Gráfica de barras que representa la intensidad de expresión 

de la proteína VEGFR2 en los implantes endometriósicos en cada uno de los grupos de estudio: 
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control (placebo), tratado con agonista dopaminérgico (Cabergolina) y tratado con anti-VEGF. El eje 

Y muestra la intensidad de expresión de VEGFR2 en unidades de Densidad Óptica Integrada. 

Los valores finales medios de cada grupo se expresaron como la media de IOD de cada 

imagen, sin evidenciarse diferencias significativas entre los grupos de tratamiento con 

respecto al grupo control.  
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5.8 Determinación de los niveles de VEGF, VEGFR2 y Ang 1 
normalizados por el gen constitutivo 18S 

 

En primer lugar, se calculó la diferencia entre los valores de Ct entre el gen constitutivo 

18S y los genes diana (VEGF, VEGFR, Ang 1) en las muestras de cada animal, de los 

grupos tratados y no tratados: 

ΔCtgrupo tratado - ΔCtgrupo NO tratado= (ΔCtgen 18S.gen diana) grupo tratado -  (ΔCtgen 18S.gen diana) grupo NO 

tratado. 

Para determinar la relación entre los niveles de expresión en las muestras de los 

animales tratados vs no tratados, se usó la siguiente fórmula:  

Qr = 2Ct (grupo tratado – no tratado) 

Para cada uno de los genes diana de interés (VEGF, VEGFR, Ang 1), se comparó el 

nivel de expresión entre las muestras del grupo tratado vs no tratado, obteniendo un 

valor Qr para cada uno de ellos. Se consideró que había inducción en la expresión de un 

determinado gen cuando el Qr fue >2.  

Tal y como se muestra representado gráficamente en la siguiente figura, se objetivó una 

clara reducción en la expresión de VEGFR2 en el grupo de animales tratados con anti 

VEGF, así como una llamativa sobre expresión de Ang 1 en el grupo tratado con 

Cabergolina.  
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Figura 27. Expresión génica normalizada respecto al gen 18S. Gráfico de barras que muestra los 

valores de expresión génica de VEGF, VEGFR2 y Angiopoyetina 1 normalizados respecto al gen 

constitutivo 18S. El eje Y muestra la expresión génica normalizada en unidades arbitrarias de 

fluoresecencia (UFA). (*Indica diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo control, 

p<0.05). 
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5.9 Determinación de los niveles de VEGF, VEGFR2 y Ang 1 

normalizado por el gen constitutivo -actina 
 

En primer lugar, se calculó la diferencia entre los valores de Ct entre el gen constitutivo 

-actina y los genes diana (VEGF, VEGFR, Ang 1) en las muestras de cada animal, de 

los grupos tratados y no tratados: 

ΔCtgrupo tratado - ΔCtgrupo NO tratado= (ΔCtgen -actina.gen diana) grupo tratado -  (ΔCtgen -actina.gen diana) grupo 

NO tratado. 

Para determinar la relación entre los niveles de expresión en las muestras de los 

animales tratados vs no tratados, se usó la siguiente fórmula:  

Qr = 2Ct (grupo tratado – no tratado) 

Para cada uno de los genes diana de interés (VEGF, VEGFR, Ang 1), se comparó el 

nivel de expresión entre las muestras del grupo tratado vs no tratado, obteniendo un 

valor Qr para cada uno de ellos. Se consideró que había inducción en la expresión de un 

determinado gen cuando el Qr fue >2.  

Los resultados mostraron una reducción en la expresión tanto de VEGFR2 como de Ang 

1 en el grupo tratado con anti-VEGF respecto al grupo control, siendo estas diferencias 

significativas. 

Así mismo, se detectó una sobre epresión de Ang 1 en el grupo tratado con cabergolina, 

aunque estas diferencias no alcanzaron la significación estadísitica.  
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Figura 28. Expresión génica normalizada respecto al gen -actina. Gráfico de barras que muestra los 

valores de expresión génica de VEGF, VEGFR2 y Angiopoyetina 1 normalizados respecto al gen 

constitutivo -actina. El eje Y muestra la expresión génica normalizada en unidades arbitrarias de 

fluorescencia (UAF). (*Indica diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo control, 

p<0.05). 
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6 DISCUSIÓN 

La endometriosis es una enfermedad crónica, de elevada prevalencia y etiopatogenia no 

claramente establecida, para la que no se dispone, actualmente, de un tratamiento seguro 

y eficaz a largo plazo.  

El establecimiento de la angiogénesis como uno de los requisitos fundamentales en la 

implantación y desarrollo de la enfermedad ha llevado a considerar los fármacos 

antiangiogénicos como una potencial diana terapéutica. Estos compuestos 

antiangiogénicos han demostrado, en modelos animales, reducir el tamaño de las 

lesiones endometriales; sin embargo, el uso de estos compuestos en humanos se ve 

limitado por el intolerable perfil de efectos secundarios que presentan.  

Los agonistas dopaminérgicos (fármacos con un perfil de tolerabilidad aceptable) han 

demostrado, en modelos animales, reducir el tamaño de los implantes endometriósicos 

mediante un mecanismo inhibidor de la angiogénesis (Delgado Rosas et al, 2011; 

Novella-Maestre et al, 2009).  Si bien en estudios en humanos estos fármacos han 

demostrado reducir el tamaño de las lesiones endometriósicas de forma significativa, no 

se ha replicado la observación de disminución de la angiogénesis, lo cual plantea dudas 

razonables respecto al mecanismo de acción de los mismos (Gómez et al, 2011a). 

Si, además, consideramos que la metodología empleada en los estudios en modelo 

animal (Delgado Rosas et al, 2011; Novella-Maestre et al, 2009) para valorar el tamaño 

de las lesiones endometriales pudiera no ser lo suficientemente precisa, estamos 

poniendo en entredicho el efecto de los agonistas dopaminérgicos sobre la reducción de 

tamaño de las lesiones endometriales; en caso de que realmente los agonistas 

dopaminérgicos no ejercieran un efecto sobre el tamaño de las lesiones endometriales en 
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animales, posiblemente este efecto tampoco se produciría en humanos.  

Los resultados discordantes señalados nos llevan a replantearnos hasta qué punto el 

efecto de los agonistas dopaminérgicos sobre los implantes endometriósicos está 

mediado por sus efectos antiangiogénicos, si estos efectos antiangiogénicos se traducen 

en una reducción de tamaño de las lesiones endometriales, o si, por contra, existen otras 

vías a través de las cuales ejercen su efecto.  

Se plantearon diversas posibilidades que explicaran porqué los agonistas 

dopaminérgicos no produjeron cambios en los parámetros de angiogénesis en el estudio 

en humanos (Gómez et al, 2011a). Una posibilidad es que estos cambios se produjeran, 

pero no se detectaran, bien por el bajo número de pacientes que se estudiaron, o porque 

las lesiones en las que realmente se produjeron estos fenómenos redujeron tanto su 

tamaño que no pudieron ser recuperadas para su análisis posterior. 

Otra opción es que realmente estos cambios no se detectaran porque no se hubieran 

producido en humanos, o se produjeran en mucha menor cuantía, bien porque 

intervengan otros posibles mecanismos de acción (reducción de la inflamación 

secundaria a la cirugía, aumento de la fibrinolísis, etc) o por el importante papel que el 

sistema inmunológico tiene en la patogenia de la endometriosis, que podría ser el 

responsable de enmascarar los fenómenos antiangiogénicos que sí se observaron en 

modelos animales inmunocomprometidos. 

Por último, otra posibilidad a tener en consideración es la relevancia biológica de los 

hallazgos en los estudios en modelos animales. Al ser comparados los agonistas 

dopaminérgicos únicamente con un grupo control, no queda claro si la reducción que se 

constata en los parámetros de angiogénesis, a pesar de ser estadísticamente significativa, 

tiene una relevancia biológica real. 
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Con la finalidad de esclarecer la importancia del efecto antiangiogénico en la reducción 

de tamaño de las lesiones endometriales, nos planteamos realizar el presente estudio 

experimental en un modelo animal de endometriosis inmunocomprometido, 

comparando un agonista dopaminérgico, la Cabergolina, con un compuesto estándar 

anti VEGF y un grupo placebo. 

Con la realización de este estudio pretendíamos corroborar el efecto antiangiogénico de 

los agonistas dopaminérgicos sobre la endometriosis, si efectivamente estos efectos se 

traducen en una reducción de tamaño de las lesiones endometriales, así como 

determinar la importancia biológica de estos efectos. Para ello era necesario realizar un 

estudio comparativo con un compuesto estándar anti VEGF con el objeto de poder 

valorar si estos efectos antiangiogénicos se traducían en una reducción significativa del 

tamaño de las lesiones endometriales.   

A este respecto, los agonistas dopaminérgicos, representados en nuestro caso por la 

cabergolina, demostraron una reducción del tamaño de la lesión endometriósica similar 

al producido por el compuesto anti VEGF, así como un efecto antiangiogénico, 

antiproliferativo e inductor de la apoptosis equiparable a dicho compuesto.  

Vamos a analizar los resultados obtenidos en nuestro trabajo, de forma desglosada, de 

acuerdo con los objetivos marcados previamente al desarrollo del proyecto.  

En primer lugar, por lo que respecta al desarrollo del modelo animal, se logra 

desarrollar exitosamente un modelo animal murino que permite una reproducción fiel de 

una enfermedad humana, la endometriosis; el ensayo de diferentes tratamientos y, la 

monitorización in vivo, fiable y no invasiva, de la evolución de los implantes 

endometriósicos durante el tiempo de estudio.  
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El modelo animal elegido, modelo murino heterólogo, presenta una serie de 

peculiaridades a destacar. Se trata de un modelo animal inmunocomprometido, en el que 

se implantan porciones de endometrio humano a fin de desarrollar la enfermedad 

endometriósica. El hecho de que se trate de animales inmunodeprimidos nos permite el 

desarrollo de los implantes endometriósicos durante más tiempo, pudiendo realizar 

estudios más o menos largos, y nos permite evaluar el papel del efecto antiangiogénico 

de los agonistas dopaminérgicos no enmascarado por el efecto de la inflamación 

mediada por el sistema inmune del propio animal, ni por el propio efecto 

inmunomodulador de los agonistas dopaminérgicos.  

En estos modelos animales es muy importante valorar correctamente la tasa de 

implantación de los fragmentos endometriales, ya que si hubiera diferencias entre los 

grupos los resultados no serían valorables. En este sentido, recurrimos a la fijación de 

los implantes de endometrio mediante adhesivo tisular, lo que eleva la tasa de 

implantación de un 30% a un 100%. En nuestro estudio, al realizar una monitorización 

no invasiva del tamaño de la lesión pudimos corroborar de forma fiable la correcta 

implantación de todos los fragmentos, sin diferencias iniciales entre los grupos de 

estudio. 

Los modelos animales presentan limitaciones. En primer lugar, se trata de un modelo 

animal para estudiar una enfermedad humana; al carecer de sistema inmune completo 

no permiten evaluar en su total complejidad el papel que el sistema inmunitario pudiera 

tener sobre la endometriosis, aunque esto nos permite, al mismo tiempo, valorar el 

efecto antiangiógénico de la cabergolina no enmascarado por otros mecanismos. 

Además, existe la posibilidad de que los fármacos evaluados tengan diferentes efectos 

en roedores que en humanos.  
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Con respecto a los siguientes objetivos marcado al inicio, corroborar el efecto de los 

agonistas dopaminérgicos sobre los parámetros de proliferación y angiogénesis, se 

valoraron en el estudio los siguientes parámetros: índice de proliferación y apoptosis, 

presencia y tipo de vascularización, así como la presencia de VEGFR2 y expresión de 

ARNm de VEGF, VEGFR2 y Ang 1. 

Procederemos a comentar, en primer lugar, los efectos de los agonistas dopaminérgicos 

sobre los parámetros histológicos, de proliferación celular y apoptosis, todos ellos 

indicadores de un efecto regresivo sobre los implantes endometriales, para desarrollar a 

continuación los resultados obtenidos en los parámetros relacionados con la 

angiogénesis propiamente dicha.  

A nivel histológico se observó una desestructuración de la organización típica en los 

grupos de tratamiento con respecto al grupo control, con un estroma más laxo, con 

pérdida de la celularidad y de estructuras glandulares, signos todos ellos de destrucción 

celular.  

Tal y como se había realizado en estudios previos (Delgado-Rosas et al 2011; Gómez et 

al, 2006; Novella-Maestre et al, 2009), se analizó la proliferación celular mediante el 

marcador de proliferación celular Ki67, objetivándose un descenso de esta en las 

muestras procedentes de los ratones tratados con anti VEGF y agonista dopaminérgico, 

lo que apoyaba el efecto antiproliferativo del agonista dopaminérgico sobre los 

implantes endometriósicos.  

Por lo que respecta a la apoptosis, ésta se analizó mediante la detección de la 

fragmentación del ADN (TUNEL). El incremento significativo de la misma en los 

grupos de animales tratados con respecto al grupo control refuerza la importancia de la 

inducción de esta en la reducción del tamaño de las lesiones endometriósicas. 
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Por tanto, podemos afirmar que los agonistas dopaminérgicos, representados por la 

cabergolina en nuestro caso, produjeron una reducción en los índices de proliferación 

celular y en la inducción de apoptosis similar a la producida por el compuesto anti 

VEGF y significativa respecto al grupo control.  

Al analizar el efecto de los agonistas dopaminérgicos sobre la vascularización, se 

evidenció una moderada reducción de la misma en los dos grupos de tratamiento 

respecto al control, con un llamativo efecto incrementando la madurez vascular.  

El análisis de las imágenes de inmunofluorescencia con doble marcaje (CD31 y α-

actina), marcadores de vascularización y madurez vascular, respectivamente, reveló una 

reducción de la vascularización cercana al 20% en los grupos tratados, tanto con anti 

VEGF como con agonista dopaminérgico, respecto al grupo control. Los resultados 

mostraron que, mientras el porcentaje de madurez vascular rondaba el 40% en el grupo 

control, alcanzaba valores de hasta el 90% en el grupo tratado con anti VEGF, y del 

76% en el tratado con Cabergolina.  

A pesar de que ambos tratamientos produjeron una reducción significativa del área total 

de vascularización respecto al grupo control, ésta fue moderada (cercana al 20%) y no 

explicaría la elevada proporción de vasos maduros, que se explicaría más bien por un 

efecto inductor de la maduración de los vasos neoformados en los implantes 

endometriósicos. 

Este resultado podría sugerir que el tratamiento con anti VEGF indujo también una 

maduración en aquellos vasos que no destruyó. Tendríamos, por tanto, un doble efecto 

(destrucción vascular e inducción de maduración en los restantes vasos) que nos 

explicaría las amplias áreas de vascularización halladas en este grupo.  
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Probablemente, la Cabergolina ejerciera un efecto similar al descrito, que explicaría, así 

mismo, el alto porcentaje de vasos maduros en los implantes endometriósicos. Esta 

sospecha se sustenta en el hecho de que los niveles de RNAm de Ang 1, un marcador de 

madurez vascular, se encontrasen especialmente elevados en el grupo tratado con 

Cabergolina.  

En estudio previos realizados en modelos animales (Delgado-Rosas et al, 2011; 

Novella-Maestre et al, 2009) se observó, de forma congruente con nuestros resultados, 

una reducción en la proporción de vasos inmaduros, que se justifica por la mayor 

sensibilidad a las señales angiogénicas de los vasos inmaduros o de nueva formación, 

no cubiertos por pericitos, que crecen bajo la acción de VEGF y sufren fenómenos de 

apoptosis en su ausencia. 

En cuanto a la determinación de la presencia de VEGFR2 mediante 

inmunohistoquímica en los implantes endometriósicos, no se hallaron diferencias 

significativas entre los tres grupos de estudio. Esto podría deberse a que el efecto 

antiangiogénico de los agonistas dopaminérgicos estaría mediado por inhibición de la 

activación, mediante reducción de la fosforilación de VEGF-VEGFR2 (Gómez et al, 

2006). Esta afirmación se ve respaldada por el hecho de que no se hallaron diferencias 

entre el grupo de tratamiento con el agonista dopaminérgico y con el compuesto anti 

VEGF.  

Se determinó, por último, mediante RT-QF-PCR la expresión génica de VEGF, 

VEGFR2 y Ang 1 mediante la detección de los niveles de ARNm. En el grupo tratado 

con el compuesto anti VEGF se detectó una regulación a la baja de la expresión de 

VEGFR2 tras normalizar los resultados con respecto a los genes constitutivos 18S y -
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actina, que no se observó en el grupo tratado con Cabergolina. Por lo que respecta a la 

expresión de VEGF no se detectaron diferencias entre los tres grupos de estudio.  

Con estos hallazgos podríamos decir que la Cabergolina no parece ejercer efectos de 

regulación a nivel de ARNm sobre VEGF y VEGFR2. El mecanismo de acción de los 

agonistas dopaminérgicos probablemente viene mediado, tal y como se recoge en los 

estudios de Gómez y Novella-Maestre (Gómez et al, 2006; Novella‐ Maestre et al, 

2009), por una activación y regulación al alza de los receptores dopaminérgicos D2R en 

las células endoteliales, lo cual produciría mediante un mecanismo autocrino o 

paracrino, una disminución en la fosforilación del VEGFR2. Como resultado de la 

inhibición del VEGFR2 se poduciría una inhibición de la vascularización y 

neovascularización de las lesiones endometriósicas que explicaría los hallazgos 

obtenidos en cuanto a reducción de la proliferación celular y densidad vascular, así 

como al incremento de la apoptosis.  

Estudios previos han sugerido que los agonistas dopaminérgicos, como la Cabergolina, 

no ejercen una inhibición sobre VEGF a nivel transcripcional (Rey-Ares et al, 2007; 

Gómez et al, 2006). Posteriormente, el grupo de Ferrero et al confirma estos hallazgos y 

postula un posible mecanismo de acción de la cabergolina interfiriendo en el proceso de 

producción y secreción de VEGF, en un estudio in vitro que valora los mecanismos de 

acción de la Cabergolina sobre células de la granulosa (Ferrero et al, 2015). 

En este sentido, en los trabajos publicados por Novella-Maestre en 2009 y Delgado-

Rosas en 2011, se postula, así mismo, que los agonistas dopaminérgicos podrían ejercer 

su acción antiangiogénica de forma paralela, al inhibir la secreción de Prolactina, 

sustancia con potente acción angiogénica (Novella-Maestre et al, 2009).  
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En cualquier caso, no forma parte de los objetivos del presente estudio esclarecer el 

mecanismo bioquímico intrínseco por el que se inhibe la angiogénesis, constituyendo 

ésto una de las tareas pendientes a afrontar en próximos estudios.  

En nuestro trabajo encontramos una regulación al alza en los niveles de Ang 1 

(sustancia anti angiogénica) en el grupo de animales tratado con Cabergolina, con 

diferencias estadísticamente significativas respecto al grupo control y al grupo tratado 

con anti VEGF. Estos resultados son congruentes con los descritos previamente en 

estudios similares (Novella-Maestre et al, 2009) y apoyan el efecto antiangiogénico y de 

remodelado vascular ejercido por la cabergolina.  

Llegados a este punto, queda pendiente demostrar la significancia biológica de los 

efectos antiangiogenicos de los agonistas dopaminérgicos previamente descritos. En los 

estudios previos publicados en modelos animales (Delgado-Rosas et al, 2011; Novella-

Maestre et al, 2009) se objetivó un efecto antiangiogénico de los agonistas 

dopaminérgicos, pero al ser comparados con un grupo control, no podíamos establecer 

si estas diferencias eran anecdóticas o reales, ya que carecíamos de patrón de referencia 

con el que comparar.  

Fue ésta una de las principales razones por las que se planteó la realización de este 

estudio; al comparar los efectos del agonista dopaminérgico Cabergolina con un 

compuesto estándar anti VEGF, y objetivar que los cambios que se produjeron en 

términos de marcadores de angiogénesis y proliferación fueron similares en ambos 

grupos y significativos respecto al grupo placebo, podemos afirmar que los efectos 

antiangiógenicos observados no son sólo estadísticamente significativos, sino 

biológicamente relevantes. 
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En este sentido, tiene importancia no sólo el realizar la comparación con un compuesto 

estándar anti VEGF, en nuestro caso CBO-PO11, a dosis de 0.5mg/Kg/día, sino en el 

uso de la mínima dosis eficaz para ejercer el máximo efecto inhibitorio de la 

angiogénesis, sin aparición de efectos tóxicos, similar a la empleada en estudios de 

cáncer (Bello et al, 2004; Kraeber-Boderé et al, 2010; Shin et al, 2005; Zilberberg et al, 

2003).  

En cuanto a la dosis de cabergolina, se usó igualmente la dosis óptima que se puede 

administrar (50 µg/kg) sin que empiecen a aparecer efectos tóxicos (Delgado-Rosas et 

al, 2011; Novella-Maestre et al, 2009) a largo plazo; además se ha visto que administrar 

dosis 4 veces mayores (200 ug/kg) no produce efectos antiangiogénicos superiores a la 

dosis de 50 µg/kg aquí ensayada (Delgado-Rosas et al, 2011; Novella-Maestre et al, 

2009). 

Por tanto, una vez corroborado el efecto antiangiogénico de los agonistas 

dopaminérgicos sobre las lesiones endometriósicas, y determinada la significancia no 

sólo estadística sino también biológica de estos efectos al comparar el efecto de la 

cabergolina con un compuesto estándar anti VEGF, queda por determinar si estos 

efectos descritos se traducen efectivamente en una reducción del tamaño de los 

implantes endometriósicos.  

Durante el desarrollo del proyecto de estudio nos planteamos valorar el efecto de los 

compuestos sobre el tamaño de las lesiones endometriales realizando una 

monitorización no invasiva del tamaño de estas mediante la cuantificación de la 

fluorescencia emitida. Tal y como habíamos previsto, la medición de las lesiones 

endometriales mediante callipers, técnica utilizada en los estudios previos en animales 

(Delgado-Rosas et al, 2011; Novella-Maestre et al, 2009) no era adecuada, dado el 
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tamaño milimétrico de los implantes endometriósicos, la forma irregular, el diferente 

grado de invasión y la consistencia blanda de los mismos, características que no 

permitían una medición adecuada, fiable, y por tanto reproducible. 

Como estimador del tamaño de la lesión disponemos, por tanto, de la cuantificación de 

la fluorescencia emitida por los fragmentos endometriales implantados. Tal y como se 

ha descrito previamente en el apartado de resultados, la emisión de fluorescencia se 

analizó de forma independiente para cada lesión (por grupo de tratamiento) y de forma 

conjunta para cada individuo (la fluorecencia media de las dos lesiones de cada 

individuo). En ambos casos, la variación de la fluorescencia fue similar, observándose 

una pendiente decreciente más marcada en los grupos de tratamiento respecto al control, 

siendo estas diferencias estadísticamente significativas sólo al final del estudio.  

Por tanto, y respondiendo al objetivo principal que nos marcábamos al inicio del 

proyecto, los agonistas dopaminérgicos, representados en nuestro caso por la 

cabergolina, ejercen un efecto reduciendo el tamaño de los implantes endometriósicos 

similar al producido por el compuesto anti VEGF. Postulamos que estas diferencias 

podrían ser más marcadas si se hubiera alargado el período de estudio.  

Al plantearnos la realización de este estudio barajábamos varias hipótesis que podrían 

explicar la inconsistencia de los resultados en los estudios publicados en modelos 

animales y en humanos respecto al potencial efecto antiangiogénico de los agonistas 

dopaminérgicos. A este respecto, nos planteábamos varias opciones: que los fenómenos 

antiangiogénicos no se produjeran en humanos o se produjeran en menor cuantía, que se 

produjeran pero que no hubiera sido posible detectarlos por diferentes causas (no 

recuperación de todas las lesiones), o que estos fenómenos no tuvieran relevancia 
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biológica real al haber sido comparados sólo con un placebo, y nunca con un compuesto 

con probado efecto antiangiogénico.  

El hecho de haber demostrado la potencia antiangiogénica de los agonistas 

dopaminérgicos al compararlos con un compuesto estándar anti VEGF nos permite 

corroborar la relevancia significativa estadística y biológica de estos compuestos en 

su efecto inhibidor de la angiogénesis en modelos animales. Esto nos lleva a sospechar 

que el motivo por el que no se detectaron cambios a nivel de vascularización en el 

estudio piloto en humanos (Gómez et al, 2011a) pudiera ser secundario a la destrucción 

masiva de implantes endometriósicos provocada por el tratamiento con el agonista 

dopaminergico con la consiguiente falta de recuperación de las lesiones. 

En este sentido, no debemos olvidar que nuestro estudio se ha realizado en un modelo 

animal inmunocomprometido, lo que nos ha permitido valorar el efecto antiangiogénico 

sin verse interferido por otros mecanismos inflamatorios e inmunes que sabemos que se 

encuentran asimismo implicados en la etiopatogenia, y, por tanto, tratamiento de la 

enfermedad. Por este mismo motivo (haber utilizado un modelo inmunocomprometido) 

no podemos descartar que otros posibles mecanismos de acción, fundamentalmente el 

papel de la inmunomodulación, hayan contribuido a la reducción de tamaño y actividad 

de los implantes endometriósicos en el estudio en humanos. 

Podemos concluir, por tanto, que la incongruencia de los resultados obtenidos en 

estudios previos en modelos animales (Delgado-Rosas et al, 2011; Novella-Maestre et 

al, 2009) y en el estudio piloto en humanos (Gómez et al, 2011a) con respecto al efecto 

de los agonistas dopaminérgicos sobre la angiogénesis que nos llevó a plantearnos el 

presente estudio, podría explicarse, a la luz de los resultados obtenidos, por la 
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destrucción masiva de lesiones endometriales secundaria al efecto antiproliferativo y 

antiangiogénico de los agonistas dopaminérgicos sobre las lesiones endometriales. 
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7 CONCLUSIONES  

 

1. El marcaje fluorescente y posterior implantación de tejido endometrial humano 

en ratones hembra inmunodeprimidos y ooforectomizados permite la 

reproducción de lesiones endometriósicas. 

2. Las lesions generadas son susceptibles de monitorización no invasiva y permiten 

la valoración de la respuesta a diferentes tratamientos. 

3. La administración de un agonista dopaminérgico, la cabergolina, a animales con 

implantes endometriósicos produce una reducción en la vascularización y 

proliferación celular, así como un incremento en la madurez vascular. 

4. La administración de un agonista dopaminérgico, la cabergolina, a animales con 

implantes endometriósicos produce un incremento en los índices de apoptosis. 

5. Los efectos antiagiogénicos producidos por la cabergolina sobre los implantes 

endometriósicos en un modelo animal de endometriosis son similares a los 

producidos por el compuesto anti VEGF de referencia. 

6. La acción de la cabergolina sobre los implantes endometriósicos se traduce en 

una reducción de su tamaño, y este efecto resulta equiparable al conseguido por 

el compuesto antiangiógenico. 
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