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INTRODUCCION

La endometriosis es un padecimiento frecuente, que origina
innumerables dias de incapacidad. Se describid por primera
vez en 1860, sin embargo, fué hasta 1921 que con la
pubtihcacion de Sampson se le reconocté come enfermedad. de
caracteriza por la presencia de proliferacion de tepdo
endometrial fuera de la cavidad uterina con capacidad de
crecer, infitrar y diserninarse (1) Produce una respuesta
mnitamatoria que evoluciona hacta la formacion de fibrosis y
adherencias; s¢ sugiere lambién que representa un
transtorno autoinmunitario con formacion de anticuerpos y
activacion de celulas inmunes (2).

La endometriosis sdlo ocurre cuando hay utero, sin
embargo, se han descrito casos en vejiga urinaria de
varones, asl como en pacientes con agenesta mulleriana, 1o
que se ha alribuido a un efecte estimulante de los
estrogenos (3)

Las glandulas y el estroma de la endometriosis responden
de manera incompleta a la variacidn hormonal durante &l
ciclo menstrual. Se ha propuesto que aunque los astercides
ovaricos pueden no ser necesarws para #l wucie de 1a
endometniosts, St 1o s0n para S0 SUPETVIVENDa Y
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Crecinuento, va que 1 endometrioss suire regresion con Al
case de la funcion ovarica.

ETICLOGIA

Aun se desconoce la etiologla de este padecimiento, pero se
ha propuesto que factores como la menarguia temprana,
aclos menstruales cortos, menstruaciones prolongadas v
factores hereditarios, pueden tener importancia causal.
Existen a su vez tres teorias importantes en la histogénesis
de la endometriosis: transportacidn, formacidn in situ v una
combinacion de ambas.

Un primer grupo de teorias postula su origen a partir del
transplante de células endometriales que emigran a través
de las trompas, los vasos linfaticos o sanguinecs, siembras
peritoneales o en ocasiones de intervenciones ginecoldgicas.
Otra teoria sugiere el inicio de la enfermedad por metaplasia
de las células cetdmicas totipotenciales, bajo la accion de
estinulos inflamatorios, griimicos u hormonales (4).

La comprohacidn de clertas variedades de endometriosis,
caracterizadas por la presencia de bolsilios o soluctones de
continuidad en el peritonea pétvico, ha llevado a plantear su



postble orwgen a parur de  vesugios embrionarios,
procedentes de sistemas rmullerianos  secundarios que
sufren nvolucidn parcial al disminuir 1as hormonas
esteroideas  después del parto o bajo el nflup de la
substancia inhibidora mulleriana {5).

Se ha invocado también 1a existencta de una predisposicton
genética pues $8 ha observado una mayor incidencia en
familiares de primer grado de quienss la padecen ().
También es mas frecuente en paclentes con ciclos
menstruales cortos {« 27 dias) y con sangrados prolongades
(> 7 dias) El incremento en las concentraciones séricas de
estrégenos contribuyen a su aparictdn; el embarazo, el
tahagquismo, 108 anticoncepuives orales y el ejercicio 1isico
con inicto a edades muy tempranas parecen ejercer un
efecto protector (7).

Alteractones inmunologicas v modificaciones en el medi
peritoneal se han propuesto como factores condicionantes,
pues s han observado afteractones en la inmunidad
mediada por ¢células vy en la inmunidad humoral, en monos
rhesus y mujerss con endotnetriosis; el desbatance indicado

facilita, en forma hipotética, la implantacidn de focos de
endometriosis (8, 9).



EPIRRMIOLOGIA

Dentro de la pelvis, las localizaciones mas frecuentes en
lorma descendente son: ovarios (55%), ligamento ancho
(35%), fondo de saco anterior (35%), fondo de saco posterior
(34%) y ligamentos uterosacros (28%).

La incidencia de la endometriosis es dlficil de precisar ya que
muchas pactentes cursan asintomaticas. En la actualidad, la
incidencta ha aumentado con el uso liberal de la laparoscopia.
En 1987, Houston y Cols,, informaron una incidencia de
endometriosis pélvica de 108.8 a 246.9/100,000 nuevos
Casos/afio en sujelos con riesgo.

Los estudios clinicos muestran que el diagnostico de
endometriosis se puede basar en la observacién quirirgica
de la enfermedad. Este criterio ha resultado ser un
obstaculo significativo para determinar la verdadera
prevalencia de este padecimiento pues no es posible realizar
un estudio al azar por medio de laparoscopias. Sin embargo,
esto puede evaluarse por medio de una revision de los
Ingrasos hospitalarios. Usando estos datos, reunidos por el
Registro Nacional de Estadisticas de Salud entre los
Hospitales de los Estados Unidos de Norteamérica, Cramer
encontrd que la endometriosis motivé 5 de cada |,000
ingresos hospitalarios en mujeres en =dad reproductiva,



La prevalencia varia con la edad. Entre mujeres de 1 5 a 44
afos de edad, la endometriosis se it en 45 de cada [,000
admusionss. En el grupo de 45 a 05 afios de edad, la
prevalencia fué de 31 casos por cada 1,000 admisiones. No
se encontraron admisiones en mujeres menores de 15 afios
o mayores de 65, edades en las que la produccidn de
estrégenos ¢s relativamente baja.

Con el analisis de estos dalos y olros, revelados por una serie
en el Baylor School of Medicine y una revision conducida por
laUS. Army en mujeres sometidas a cirugia abdominal, se
concluye que la prevalencia de la enfermedad en mujeres
entre 15y 45 afios de edad es de | a 7% con una incidencia
del 5% (10,11,12).

El riesgode 14 endometriosis se incrementa con la edad y va
desde los | 5 hasta los 49 afios. Esto reviste gran importancia
ya que se ha relacionado con la esterilidad femenina, hasta
en un 0% como causa unica y 30% de las mujeres con
endometriosis son estériles. Se desconoce si esto es 1a causa
0 el efecto.

Cuando exislen cicatrices extensas o endometriosis grandes,
la esterilidad puede atribulrse a distocias anatomicas.

Sin embargo, la endomelriosis menos grave solo se vincula,
con relacidn a la fecundidad, a causa de la alteracion en la
contractilidad muscular lubania por incremento de



prostaglandinas en et liquido peritoneal, defectos de la fase
lutea, aborto espontaneo y sindrome de foliculo hiteinizado
noroto (13, 14).

METGN0S DE DI ACROSTICD

Existan varias técnicas utilizadas para el diagniostico de la
endomstriosis, las cuales pueden clasificarse en tres
categorias:

a) inmunoensayo sérico,

b) técnicas de imagen, y

¢) examenes laparoscapicos.

INMUNOENSAYO SERICO

Este método consiste en la determinacidon por medio de
anticuerpos monoclonates OC-125 del antigeno CA-125,
que es un antigeno celular de superficie que se exprasan en
tejidos dertvados del epitelio celdmico, tales como #l
endometrio, endocérvix, trompas de falopio, peritoneo,
pleura y pericardio. Se encuentra presents en bajas
concentraciones en suero de mujerss sanas y en
concentraciones elevadas, en pacientes <on carcinoma de



ovario y en aquellas con endometriosis avanzada (estadio
11, 1V), durante el periodo menstrual, no observando
cambio en pactentes con endometriosis leve, tomandn como
valor Unice maximo 35 U/ml. En tiquido peritonsal 10s
valores de CA~-125 son 1Q veces mayores que en el plasma
(15,15,17,18,19).

Rectentemente en un estudio realizado por Kenenck y Cots,,
se refiere una sensibilidad del CA~125 como marcador para
endometriosis. Parece mayor en el término del ciclo
mentrual y durante fa menstruacion (20).

Et CA-125 no puede ser usado como diagnostico de
endometriosis pélvica superficial. Sin embargo, en el
diagndstico de endomelriosis e infiltracion profunda de
endometrio, la sensibilidad es de 36% y 24%, con una
especificidad det 87% y Q7% obtenidas con concentraciones
limites de 25 y 35 Ul/ml,, respactivamente (21 ).

INTERLEUCINAS,

Las linfocinas juegan un importante papel en la infertitidad
asociada a endometriosis. Las linfocinas son substancias que
regulan la profiferacion y fa diferenciacién de los linfocitos.

Son productos protéicos de muy diversas poblaciones
celulares.



Los niveles de interleucinas son mas elevados en pactentes
oon endometriosis que en aquellas pacientes controles; se
sugiere que éstas tienen un efecto potencial no
completamente definido en la fisiologia reproductiva en
pacientes con endometriosis (22).

La interleucina | estimula fa liberacion de fibroblastos,
depdsitos de coldgena y formacion de fibrindgeno (23). Fakih
y Cols, proponen que niveles elevados de interteucina |
pueden explicar la ocurrencta de fibrosis v la formacion de
adherencias que se asocian a los estados avanzados de
endometriosts (24).

Existen repories donde se argumenta que la tasa de
produccidn de interteucina | difiere entre individuos con y
sin endometriosis; a su vez, los niveles de interleucina 5 e
interieucina 6, en liquido peritoneal, tienden a elevarse en
pacientes con endometriosis, esto no guarda relacion con la
clasificacion por estadios de la AFS. Se desconoce alin si este
incremento es la causa o el efecto de esta patologia (25).

En un estudio realizado en el Instituto Nacional de
Perinatologia, SS., fueron determinadas la IL-1, IL-6 y
faclor de necrosis tumoral en iiquido peritoneal,
concluyéndose que la IL-1 y el TNF podrian resultar buenos
marcadores en endometriosis temprana (estadic 1), asi
mismo, que la determinacion de 1L-6 pueds ser utiizada
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para establecer la presencia de endometriosis en 105 estadios
| y II, no encontrandose correlacton entre las distintas
citocinas en suero Y liquido paritoneal (26).

Otro método es 1a hemaglutinacidn pasiva para deteccion de
anticuerpos.

Estas prusbas no son suficlentemente sensibles para ser
utilizadas como priebas de escrutinjo.

TECNICAS DE IMAGEN.

Hasta hace poco tiempo, las técnicas de imagen fueron de
poco valor en el diagndstico de endometriosis.

El papel que juega la exploracidn uilrasonografica en
limitado en 1a exploracion de endometriosis de ovario, ya que
la apariencia de una estructura ecogénicamente quistica es
patognomonica.

La ultrasonografla no es actualmente de utilidad en la
identificacion de implantes focales, ya que su sensiblidad es
del 11%(27). |

En contraste, la resonancia magnética  nuclear ha
demostrado su valor en #f diagndstico de endometriosis.

En un estudio reclente limitado a mujeres con masas
anexlales, la sensibiiidad, especificidad v el valor predictivo
de la resonancia magnética es superior a otras técnicas de
imagen para el diagndstico de endometriosis. Sin embargo,



posee diversas limitaciones y fa presencia de endometsriosts
en aste estudio no es patognomanica (28, 29).

La histerosalpingografia tiene poco valor diagndstico en 1a
endometriosis.

LAPARUSCORIA.

la laparoscopia es de gran ayuda en el diagndstico de
andometriosis ya que permite la visualizacion directa de la
lesion, amplifica las lesiones vartas veces su tamafio, permite
fa confirmacion histoldgica mediante 18 toma de biopsia -
sobre todo en aquellos casos en que 1as lesiones son minimas
0 Nno patognomonicas de la endometriosis.

La grabacidn con equipo de videofiimacidon puede ser de
gran valor para documentar los hallazgos y en los cutdados
posteriores del paciente.

Por otra parte el estudio laparoscdpico permite realizar una
adecuada clasificacion de 1a endometriosis en estadios [ al IV,
de acuerdo a los criterios establecidos por la Asociacion
Americana de Fertilidad (30, 31, 32) (Cuadro ).

Este método posee una especificidad del 90%. Debs tomarse
en cuenta la apariencia heterogénea de las lesiones de
endometriosis, que hace que la precision del diagnostico
dependa en gran medida de la habilidad del médico para
reconocer ta enfermedad (33, 34). Por ejemplo, en un



estudio realizado en el Instituto Nacional de Ferinatologia,
SS., donde se evalud la capacidad y la correlacion histologica
de la endometriosis, se determind la experiencia del cirujano
v la repercusidn en el diagndstico de la enfermedad por
medio de videoffimaciones que fueron evaluadas por
médicos residentes de ginecologia y obstetricia, de 4to. y Sto.
afio de Biologia de 1a Reproduccion Humana, por un madico
adscrito y por el jefe de la unidad de reproduccidn asistida.
Se encontrd una senstbilldad del 68.4%, espacificidad del
73.1%, valor predictivo positivo de 70.3% ¥ negativo de
72.1%, con una confiabilldad de 70.9%. Esto nos muestra que
enel 31 6% de los casos no se hizo el diagndstico y en 269%
el diagnostico fud erroneo; asi mismo, que la capacidad para
detectar la endometriosis aumenta con 1a experiencia del
cirujano ya que la evaluacion hecha por él jefe de servicio
dié una tasa de confirmacion de 76.1% con una especificidad
del 95.8% (35).

La laparoscopia es en la actualidad el método mas utilizado
para el diagnostico de la endometriosis, sin embargo, no
representa un procedimiento idéneo pues ademas de poseer
contraindicaciones absolutas y relalivas, es un método
invasivo no exento de complicaciones, que conileva riesgo
anestésico, costo elevado, es poco accesible en todos los
niveles hospitalarios y requiere de equipo especial v



personal capacitado para su uso. Es por esto que se buscan
métodos mas senctlios, econdmicos, conffables y con bajo
riesgo para el diagnostico de endometriosis sin lograrse
hasta la fecha.

En la actualidad, con el descubrimiento de las moléculas de
adhesion celular, se sugiere que éstas estan invotucradas en
la patogeénesis de la endometriosis por lo que decidimos
analizar las ICAM y VCAM y determinar su relacidn con la
presencia 0 no presencia de la endometriosis.

MOLECULAS DK ADHESION

Las integrinas son alfabstaheterodimeros. La subunidad alfa
varia en lamano, entre 120-800kd y estan unidas con 1a
subunidad beta en forma no covaiente (90-110 kd). La
mayoria de las mtegrlhas s6 egpresan sobre una amplia
variedad de células y la mayor parte de las células expresan
diversas integrinas.

En la actualidad se conocen mas de 20 heterodimeros de
integrinas, que se componen de al menos una de las catorce
cadenas alfa y ds una de ocho de las cadenas beta (36, 37).
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Muchas subunidades alfa solo pueden asociarse ¢on una
subunidad beta. Sin embargo, diversas subunidades aifa
(alfa4, alfad, alfa5) pueden asociarse con mas de una
subunidad beta.

Las integrinas parecen ser el mejor receptor por el cual las
células se unen a la matriz extracelular y algunas integrinas,
median importantes eventos de adhesidn célula-célula.

El mayor nimero de cadenas de integrinas son miembros de
la subfamilia de las beta 1, también conocida como antigeno
de activacion muy tardio (VLA).

La familia de las integrinas beta 1, con cadenas aifa de alfa |
a alfa 6 sirven como receptores para proteinas de la matriz
celular como laminina (alfa 1 a 3, alfa 6), fibronectina (aifa 3
a5) y colageno tipo IV (alfa | a 3) (38, 39).

Se han realizado muchos progresos para definir el sitio de
reconocimiento de las integrinas en los ligandos Yy
receptores. El primer sitio de union definido fué la secuencia
arg-gly-asp (RGD) presente en fibronectina vitronectina y
una variedad de olras moléculas adhesivas. Es reconocido
por diversas integrinas (alfa 5 heta |, alfa | beta 3 y la
mayoria de las integrinas alfa V beta) pero no por otras. La
alfa | beta reconoce ademas [a secuencta lys-gin-ala-gly-
asp-val (KQAGDV) en el fibrindgeno. (tras integrinas
reconocen diversas secuencias: alfa 2 beta | une asp-gly-
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glu-ala (DGEA) en la colagena tipo 1; alfa 4 beta | une glu-lie-
eu-asp-val (EILDV) en un segmento de empaime
alternativo de fibronectina; y se ha reportado en forma
reciente que alfa X beta 2 une gly-pro-arg-pro (GPRP) en a|
fibrindgeno.

Otros sttios de unidn aln no se definen con presicion,
aunque los diversos receptores de laminina reconocen
partes especificas de la molécula de laminina y aquellas
integrinas que unen los contrarreceplores de la superfamilia
de las inmunoglobulinas reconocen dominios especificos,
semejantes a inmunoglobulinas (40, 41).

Las dos subunidades de integrinas, son glicoproteinas
transmembrana, cada una con un segmento hidrofébico
lransmembrana.

En la mayoria de las integrinas los dominios citoplasmaticos
son cortos (50 aminodcidos o menos). Beta 4 es una
excepcion: su dorainio citoplasmatico incluye sobre 1,000
aminoacidos. Los dominios extracsiulares (375 kd para
subunidad beta y »100 kd para subunidad alfa) se asocian
para formar heterodimeros.

La imagen de las integrinas ohservadas al microscopio
electronico muestran una cabeza globular, aparentemente
incluyendo parte de ambas subunidades y dos tallos que se
extienden a la bicapa de lipidos (42, 43).
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Ambas subunidades contienen extensas untones disulfuroe y
son muy resistentes ala proteolisis en células intactas. Las
subunidades beta se caracterizan por cuatro enlaces
repetidos de segmentos ricos en cistina y se cree que estan
unidos internamente a 10s pusentes disulfuro.

EIN terminal 40-50 kd, se enlaza fuértemente con un anillo
disulfuro interno y contribuye a la unién del ligando en el
domtnio.

Todas 1as subunidades alfa contienen 7 enlaces repetidos de
un segmento homalogo: los Gltimos 3 0 4 de éstos contienen
secuencias repetidas  (asp-x-asp-x-asp-gly-x-x-asp o
secuencias relacionadas) que probablemente contribuyen a
las propiedades divalentes de la unidn al calion de estas
subunidades.

Las propiedades divalentes son esenciales para la funcién del
receptor (44, 45, 46).

Cada integrina con su dominio terminal de la subunidad alfa
y bela se combinan para formar una cabeza que une el
ligando. Esta cabeza se conecta a todo lo ancho de la
membrana celular por dos tallos, cada uno hecho de las dos
subunidades y estas a su vez a los dos domintos
citoplasmaticos. Estos dominios citoplasmaticos se cree que
interacttan con las proteinas del citoesqueleto y gulan a
olros componentes citoplasmaticos.



Se ha observado que una funcion principal de las integrinas
es el de mediar la interaccion del citoesqueleto en la cara
interior de 1a membrana, en sitios de sustrato celular o
adhesion de célula a célula. Esto posiblemente hacs que las
integrinas puedan transmitir oLros signos transmembrana v
de como la ocupacion de ligandos extracelulares se unen a
eventos intracelulares.

Amautl en una publicacién reciente, menciond que las
integrinas beta 2 que se expresan sobre 10s leucocitos
presentan un fendmeno de activacion que es requerido para
1a expresion de varias actividades de unién a ligandos de las
integrinas beta 2. Esta aclivacidn se acompafia de un cambio
conformacional (47).

Et estimulo efectivo para la activacidn de las integrinas beta
2, varia dependiendo def lipo de célula a la que regulan
internamente y modulan el comportamiento celular por
medio de la matriz extracelular.

Se ha observado en el endometrio humano que las
integrinas que se expresan en forma primaria sobre las
célutas epiteliales y glandulares son:alfa 2, 3y 6 (receptores
para colagena/laminina), mientras que en las células del
astroma predominan las alfa 5 (receptor de fibronectina).

La presencia de alfa 1 sobre el epitelio glandular es de ciclo
especilico, encontrandose sdlo en la fase secretora del cicle



endometrial; s¢ han encontrade también cambios en la
expresion de las unidades del receptor de vitronectina alfa 5
beta 3, en células epiteliales durante el ciclo.

La alfa 5 se incrementd durante el ciclo, mientras que la
subunidad beta 3 aparecid abruptamente en el dia 20 del
ciclo sobre las celulas epiteliales glandulares; en paclentes
con desfasamiento de la fase litea, se observo un retraso en
la aparicion de las integrinas beta 3, esta interrupcién en la
expresion de la aparicidn de las tntegrinas podria asoctarse
con una disminucion en la receptividad endometrial (48,
49).

Como se expuso anteriormenie, aln no estd claro el
mecanismo por el cual el tejido endometrial se une al
peritoneo én 1a endometriosis. Esta union es posible que se
lleve a cabo por medio de las integrinas.

Linden y Cols,, en un estudio realizado sobre la expresion de
las integrinas en células de sangrado menstrual, endometrio,
liquido peritoneal, peritoneo y endometriosts, observod que
las integrinas alfa 2 beta |, alfa 3 beta 1, alfa 4 beta 1, alfa 5
beta I, se expresan en tejido endometridsico y en células de
tejido potencialmente tnvolucrado en el desarrollo de la
endometriosis. También encontrd que las integrinas alfa 4
beta | no se expresan en células epiteliales de pacientes sin



andometriosis, pero estuvieron presentes en 2 de 8
pacientes con endometriosis (50, 51).

Las moleculas de adhesidn que estan dentro de la
superfamitia de las inmunoglobulinas como ICAM-1, ICAM-2
v VCAM-I que median la union célula-calula se encuentran
presentes en una gran variedad de células como
fibroblastos, células epiteliales, sndoteliales, etc.

Las ICAM-I poseen un tamafio que oscila entre 90y 115
KDa y se expresan en las células Ty B, cdlulas endoteliales,
queratinocitos, condrocites y fibroblastos; son importantes
en la agregacion de monocitos, linfocitos y neutrofilos en el
endotetio acttvado, durante la activacion, pavimentacion y
extravasacion, |2 a 24 horas después de iniciado el proceso
inflamatorio inducido por citocinas tales como IL-1, IL-4 y
TNF. Su ligando LFA-1 (que es una integrina), al activarse
detiens a los leucacitos circulantes v 10s une con firmez al
endotelio  vascular; esta interaccion  LFA-1LICAM-I
probablemente esté relacionada con la diapedesis de los
leucocitos.

Las VCAM-I poseen un tamafio de 90 a {10 Kda; se
expresan en células endoteliales, macrdfagos, cAlulas
dendriticas, médula dsea, fibroblastos y mioblastos; medtan
también fa adhesién de linfocitos, monocitos y eosindfilos sn
al endotelio activado durante la activacion, pavimentacion y



extravasacion 6 a 10 horas postariores al inicio del proceso
inflamatorio y su ligando es la integrina VLA-4 (alfa 4, beta
7) que se expresa en mioblastos, timocitos, linfocitos v
monocitos.

Estas moleculas de adhesion estan refacionadas con diversas
enfermedades cronicas y la endometriosis quizas no sea la
excepcion (52, 53, 54, 55).
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Endometriosis 1 cm 1-3 ¢m 3 cm
g Superficial 1 2 q
o
g Profunda 2 4 6
9]
]
[
D Superficial L 2 4
:33 profunda 4 16 20
g I Superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
pPbliteracién de fondo Parcial Completo
de saco posterior
4 10
Aoracias lcluyen  1/3 | Qoluyen 1/3-2/3 luyen /3
D Laxas 1 2 4
2
§ Densas 4 8 16
I Laxas 1 2 4
Densas 4 8 16
D Laxas 1 2 4
Densas 4 g* 16
é‘ I Laxas 1 2 4
=
Densas 4+ g+ 16

*S{ el extremo fimbriado de la trompa de falopio est
totalmente cerrado, cambiar el puntaje a 16.

Endometriosis adicional Patolog{a asociada

Para ser usado con Para ser usado oon
trompas y ovarios trompas y/u ovarios
normales anormales
I DII )]

CUADRO 1



RAZONES PARA E. DESARROLLO DE 1A
TRVESTIGACICH.

La historia natural de a endometriosis inciuye al menos dos
fases distintas. En i1a primera y que incluye las fases clinicas
o subclinicas inictales, predominan los fendmenos
inflamatorios caracterizados por reclutamiento y
extravasacion de leucocitos, fagocitosis, neovascularizacion,
etc. Todos estos eventos giran alrededor del reconocimiento
de receptores especificos en las células endoteliales por parie
de los leucocitos, mediados por moléculas de adhesion
(ICAM-1, VCAM-1, etc.) asociadas a membrana o solubles.
Con estos antecedentes es posible proponer que las fases
iniciales de a endometriosis puedan ser distinguidas de las
tardias y de ia normalidad a través de la cuatificacion de
CAMs en jiquido peritoneal.

Hasta el momento existen sdlo algunos estudios encaminados
a caraclerizar las modificacionss en el microambiente
peritoneal a fo largo de la evolucidn clinica de fa
endometriosis. Esta enfermedad se caracteriza por implantes
perttoneales de endometrio, con eventos inflamatorios que
progresan al establecimiento de eventos fibrogénicos con
deformacidn de las estructuras locales. El objeto de este
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astudio es el analisis exploratorio de 1a uttlidad de diferentes
marcadores del proceso de adhesion celular durante el
proceso inflamatorio en liquido peritoneal, asi como
contrastar su presericia con liquido peritoneal de mujeres
sin endometriosis.
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DEPINICICH BE LOS CRIETIVOE,

Comparar los niveles de moléculas de adhesidn solubles en
liquidos peritoneales de mujeres con y sin endometrlosis.
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FORMULACICN DE LA HIPCYRSIS.

Las concentraciones de moléculas de adhesion ICAM-1 y
YCAM-I solubles en liquido peritoneal, permitiran distinguir
aaquellas pacientes con endometriosis.



MATERIAL ¥ MEICDO.

Universo: mujeres en estudio por esterilidad sometidas a
laparoscopia diagnostica.

Muestra: liquido peritoneal de mujeres con diagnostioo
clince y laparoscdpico  de endometriosts y mujeres sin
endometriosis.

Seleccion de pacientes v toma de productos blologleos. Se
estudiaron  pacientes en estudio por esieriidad en el
Instituto  Nacional de Perinatologla, SS. sometidas a
laparoscopia dfagndstica. Los criterios de inclusidn para
conformar los grupos de endometriosis y esteritidad de
causa no identificada se ajustaron a 1o siguiente:

1. pacientes que aceptaron su Inclusion en el estudio con
consentimiento escrilo.

2. En las que se realizd procedimiento quirtrgico completo,
con Lotna de biopsia y registro videplaparoseopico.

3 Enlas que se determind la presencia o ausencia de lesiones
de endometriosis peritoneal por laparoscopia y a evaluacion
det diagndstico e coincidente cuando fué evaliada en &l



video por al menos tres medicos especialistas. Fl estadio de
evolucion de la endometriosis fué calificado de manera
independiente y ciega de acuerdo al criterio del American
Fertlity Society (11).

4. En fas que el diagndstico de endometriosis se confirmo en
codigo cerrado al patolego por hitopatologia de las biopstas de
1as lesiones sugerentes de endometriosis por laparoscopia.

5.En las que se pudo obtener muestra de liquido peritoneal
sin contaminacion con sangre.

Descripeion de toma de muestra.

Previa expioracion bimanual de la pelvis baja, anestesia
general, asepsia y antisepsia de 1a regién abdominal, pubss y
cavidad vaginal, se colocan campos estériles, posterior a los
cual se colocan 1as pinzas de pozzl en el labio anterior del
cervix y canula endocervical de jorcho que se fija con la
pinza de pozzi. Mediante incision periumbilical se introduce la
pinza de verres en cavidad abdorninal y con 1a paciente en
postetén de trendelemburg se instila dioxido de carbono
dentro de la cavidad para producir neumoperiloneo
manteniendo una presion intraabdominal menor a 15
mmHg, postertormente se introduce trocar a Lraveés de la
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incision periumbitical, traccionando 1a pared abdominal, con
direccion a la pelvis y manteniendo el utero en posicion
posterior. Se introduce el telescopto y se visualiza la cavidad
pélvica y los drganos contenidos en ella. Se realiza una
segunda puncidn con colocacion de trocar accesorio  con
visualizacion directa a Lravés del laparoscopio. Se introduce
el aspirador y manteniendo el ulero en posicidn anterior se
aspira el liquido peritoneal asentado en el fondo de saco
posterior llendo a depositarss a una jeringa esténi de 20 crn
colocada en el orificio externo del aspirador. El liquido
peritoneal colectado se transfiere a un tubo de ensayo ssteril
y previamente rotulado con nombre de la paciente y
registro, se lapa y es enviado de inmediato al laboratorio de
bioquirnica para su proceso

Procesamiento de liquidos peritoneales.

A cada musestra se 1 asignd un numero cddigo a su llegada al
laboratorio y el diagndstico permanecid cegado a los
operadores de todos los procedimientos que se describen a
continuacidn. Cada muestra fué separada en alicuotas que
fueron congeladas a -70eC hasta su uso. Antes de cada
procedimiento a cada muestra se le realizd determinacion de
concentracidn de proteina con el método colorimetro de
Bradford (56).



Con objelo de determinar la presencia de diferentes
moléculas de adhestdn celular en el liquido peritoneal se
seleccionaron 8 muestras en 1as que se abrio el codigo de
modo de saber que se tralaba de 4 muestras con
endometlriosis ¥ un numero similar sin efla. Fsta primera
fase solo sirvid para determinar de modo especifico cual de
1as distintas moléculas de adheston estaba presente en €l
liquido  periloneal  utillzando  western  blot o
inmunotranferencia. Luego de identificar a éstas moléculas
s8 cuantificd su concentracién utilizando un meétodo de
ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

Inmunotransferencia.

Los tiquidos peritoneales selecclonados fueron procesados
para detectar 1a presencia de fas siguientes moléculas de
adhesion celutar:

1. ICAM-1

2.VCAM-1

3.E-seleciina

4. VLA-4 aclivada

5.LFA-1 activada

6.CD 31

7.CD 44.
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La lista anterior se conformd tomando en cuenta a las
moléculas que pudleran actuar como marcadores solubles
del evento inflamaterio que caracteriza a la endometriosls.
Alicuotas de los liquidos seleccionados conteniendo 30
microgramos de proteina se sometieron a electroforesis en
geles de pollacrilamida en un sistema discontinuo con gel
concentrador al 4.5% y separador al 10%. Todos los geles
fueron corridos a 10 mA de corriente constante por
alrededor de | hora. Las proteinas separadas en los geles
fueron transferidas electroforéticamente a membranas
Inmobllon-P (Millipore, USA) utilizando un sistema de
transferencia semiseca (BloRad, Bedford MA). las
membranas fueron bloqueadas con leche descremada at 5%
y la presencia de cada una de las moléculas de adhesion
celular mencionadas {ué revelada con el uso de anticuerpos
monocionales dirigidos contra cada una de elias:

1.ICAM-1, VCAM-1 y E-selectina. Donadas por RD Systems,
USA.

2. VLA-4 a y LFA-1. Donadas por el Dr. Bruce Lessey,
Untversidad de Pennsylvania.

3.CD3! y CD44, Donadas por Becton Dickinson, USA.
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La deteccidn del complejo de anticuerpo primario y molécula
de adhesion celular se realizd utilizando un sistema ¢on
segundo anticuerpo biotinllado y complsjos avidina-
peroxidasa (Vector, USA). Como sustrato cromogénico se
ullizo diaminobenzidina. Se tomd registrd fotograficode cada
membrana procesada y fueron sometidas a analisis
densitométrico con objeto de comparar cuantitativamente
10s resultados.
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Esquema de Western Blot.
Electroforesis de proteinas de liquidos peritoneales

Transferencia semiseca de protelnas separadas a
membranas Inmobilon-P

Bloqueo de membrana

Agrgo de anticuerpo monoclonal dirigido contra
moiéculas de adhesion celutar '

Lavado

Agregado de anticuerpo secundario anti-monoclonal
(comejo anti-raton)

Lavado

Agregado del sustrato cromogénico. Desarrollo de color

Regist¥o de resultados.



ELISA de VCAM-1 e ICAM-1.

La concentracidn de estas dos moléculas de adhesion en
todos los liquidos peritoneales capturados se cuantificd en
ELISA separados. Los dos ELISA son similares ya que utilizan
un sistema de “sandwich® en el que un anticuerpo
monoclonal se encuentra inmovilizado en la fase sdlida y
luego se agrega un anticuerpo policlonal preparado en
conejo que reconoce a la molécula pegada al anticuerpo
primario, después se agrega un tercer anticuerpo marcado
con peroxidasa que reconoce a la inmunoglobulina de conejo.
Estos sistemas los tiene disponibles la compafila Genzyme
(Boston, MA). E! desarrollo de color se cuantifica en un
espectrofotdmetro (Elisdmetro Dynatech, USA). Las lecturas
e corrigen para las diluciones utilizadas y se expresa la
cantidad de cada molécula en ng/ml.
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Esquema de ELISA.

Agregar muestra diluida en los pozos conteniendo
anticuerpo monoclonal inmovilizado

Lavar

Agregar anticuerpo policlonal dirigido contra VCAM o ICAM
preparado en conejo

Lavar

Agregar anticuerpo policlonal anticonejo marcado con
peroxidasa. Reconoce al complejo monoclonal-CAM-
anticuerpo policlonal

Lavar

Agregar sustrato cromogénico y desarrollo de color

Cuantlticar desarrollo de color en Elisdmetro.
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RESULTADGS.

Los métodos para evaluar la sndometriosts por faparoscopia
y confirmacion por biopsia utilizados en este estudio han sido
previamente estandarizados en el area de Clinica de
Esterilidad y Unidad de Reproduccidn Asistida del INPer.

En este estudio prospectivo, transversal, de casos Y
controles se incluyeron veinticinco pacientes estériles:
calorce pacientes con diagndstico de endometriosis y once
con esterilidad de causa no identificada sin endometriosis. La
edad promedio de las pacientes del grupo A (endometriosis)
fué de 30.7 aflos con rangos de 24 a 35 afios y del grupo B
(ECNI) fué de 28.3 con un rango de 22 a 34 afios de edad. El
inicio de ia menarca fué de los 11 a los 13 afios no existiendo
diferencia significativa entre ambos grupos. Con respecto al
cuadro clinico, en el grupo A: 2 pacientes cursaron con
dismenorrea y disparel.inia mientras que el resto de las
pacientes no presentaron estos sintomas. Todas las pacientes
presentaron ciclos regulares con excepcion de una paciente
del grupo A con periodos de opsomenorrea. Todas fas
pacientes con diagndstico de endometriosis por laparoscopia
presentaron lesiones localizadas en fondo de saco posterior y
an Utero-sacros, El estudio histopatoldgico de la biopsia de las



lesiones reportd tejido fibrovascular con  glandulas
endometriales compatibles con endometriosts. De acuerdo a
la clasificacidn de 1a American Fertility Sociely las pacientes
correspondlan a estadios I: 5 casos, estadio Il 4 casos v
estadio 111: 4 casos. Se efectuaron 44 evaluaciones a través
de wideolaparoscopia por medicos adscritos del Instituto
Nacional de Perinatologia, 5S., evaluandose una certeza
diagndstica de 91.33% (Cuadros 2y 3).

Fué posible determinar la presencia de ICAM-1 y VCAM-|
por western blot en todas las muestras provenientes de
casos con endometriosis y solo en uno de los casos sin
endometriosis seleccionados fué posible identificar bandas
inmunorreactivas equivalentes pero de mucho menor
intensidad (FIG. | y 2). El analisis densitométrico de estas
bandas reveld que la intensidad de ICAM-1 en la muestra
sin endometriosis es de aproximadamente 20% de la
presente en musstras con endometriosis. En tanto que para
la VCAM-1 el resultado equivalente correspondié a 30%.
Dado que solo se analizaron 4 muestras de cada grupe no
fué posible hacer ninguna comparacion mas extensa de sstos
datos y ios resultados se limitaron a ser directices de los
ELISA que se usaron despusés. Ninguna otra de ias moléculas
de adhesion se detectd en las muestras de liquido peritoneal.



La cuantificacion de CAMs por ELISA se muestra en las tablas
1 y 2 en las que se correlaciona la cuantificacion con el
estadio clinico de las muestras.

Tanto ICAM-1 como VCAM-| solubles en liquido peritoneal
eslan en mayor concentracion en mayor concentracion en
10s casos de endometriosis temprana en comparacion con 108
casos tardios (P<0.01 ) y son completamente dlferentes de 1os
casos sin endometriosis (P<«0 001 ).
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PACTENTES CON ENDOMETRIOSIS

ENDOMETRIOSIS 1 ICAM VCAM
Ng/ml Ng/ml

CASO 1 37.23 12.7
2 21.63 8.5

3 51.0 15.1

4 18.6 13.7

5 42.7 8.9

6 63.1 13.1

7 17.7 8.7

ENDOMETRIOSIS Il

CASO 1 17.3 10.3
2 15.8 8.1
3 38.4 14.3

ENDOMETRIOSIS IIT/IV

CASQ 1 7.6 3.7
2 6.7 1.6
3 3.1 4.0
4 6.8 5.2

VCAM ESTADIO I/II = P menor que 0,01

VCAM ESTADIO I/III-IV= P menor que 0.00!

CUADRO 2



CONTROLES SIN ENDOMETRIOSIS

CASO ICAM VCAM

Nq/ml Ng/ml
1. Mioma 7.8 5.0
2, Pelvis normal 10.1 1.3
3. 0TB_Qx 14.7 3.7
4. Adherencias 7.2 4.1
5. EPI 28.7 3.1
6. Pelvis normal 15.8 3.1
7. Adherencias 9.1 4.7
8. Pelvis normal 5,3 5.6
9. OTB 7.6 6.0
10. Adherencias 8.0 1.1
11. Adherencias 6.5 6.3

EPI =

Valor

Enfermedad Pélvica Inflamatoria
Oclusién Tubaria Bilateral

de P = Menor de 0.001

CUADRO
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DISCUBIGN

Los criterios diagndsticos para establacer ta presencia v
astadio clinico de la endometriosis son aun ineficientes,
poseyendo diversas limitaciones por 1a dificultad para llegar
a un diagnostica confiable, por su baja espealficidad y
sensibitidad, por ser un método invasivo.

Por el momento, el método mas confiable para establecer el
diagnostico de endometriosis s la laparoscopia con toma de
biopsia de las leslones y confirmacidn histopatologica,
noaccesible en nuestro medio a la mayoria de la poblacion
pues se requiere de un equipo costoso v cirujanos
entrenados para su uso, anestesidlogos familiarizados con €l
procedimiento ya que conlleva riesgos adicionates por el uso
de C02 y el aumento de la presion en 1a cavidad abdominal,
asi como un equipo técnico para su buen {uncionamiento y
conservacion, hecho que eleva aun mas sus costos; por
Ultimo, se presenta un allo indice de diagndstices falso-
negativos,

Es por 10 anterior que diferentes autores se han dado a la
tarea de investigar diferentes marcadores séricos que
ofrezcan  una alternativa en el diagndstico de la
endometriosis, con especificidad y sensiblidad igual 0 mejor



que las obtenidas por laparoscopla, mas sencillos, menos
invasivos y de uso mas generalizado.

La blusqueda de estos marcadores, hasta la fecha, ha sido
infructucsa y solo destacan el uso del controvertido
marcador CA-125 y la determinacion de IL-1, IL-5, IL-6 y
TNF, estas Ultimas todavia en fase de investigacidn para el
diagnostico de esta enfermedad.

En este estudio piloto  hemos iniciado el analisis del posible
uso de algunos marcadores contenidos en el liqudo
peritoneal (ICAM-1 y VCAM-1), como posibles indicadores de
la presencla o ausencia de endometriosis ya que de
encontrar una buena correlacion entre la clasificacion por
estadios y 10s niveles de estas moléculas de adhesion en el
liquido peritoneal, seria de gran ayuda pues evitaria la
laparoscopla y la substituiria por una culdosentesls para la
obtencion de tiquido peritoneal a fin de diagnosticar 1a
enfermedad, procesimiento mas practico, de bajo riesgo y
mas econdmico.

En investigaciones futuras se podrian buscar eslos
marcadores de endomstriosis en otros fluidos corporales
como suero, saliva, lagrimas, moco cervical, etc.  como
muestras allernativas para obtener el diagndstico, creando
nuevas técnicas de uso mas general a bajo costo como la
hemoghutinacion o 1a prueba de latex que son microasferas a
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1as que se agregaria a su superficie anticuerpos contra los
dominios de ICAM-1 o VCAM-1 agiutinandose en caso de
encontrarse estas motéculas, o bien por el método de ELISA.
En los resultados obtenidos podemos observar, como los
niveles de ICAM y VCAM , disminuyen conforme st estadio
de la endomelriosis s mayor, es decir, guarda una retacion
inversamente proporcional al grado de endometriosts; que
existe una diferencia signtficativa de ICAM y VCAM , en
estadio 1, en comparacion con el estadio 11 de endometriosis
{(P<0.001) y una diferencia aun mayor, entre los estadios | v
los estadios 11I y 1V, una diferencia también significativa
cuando se comparo 8! grupo de pacientes con y sin
endometriosis (P<«0.001) y los valores de ICAM y VCAM
entre los pacientes con estadios avanzados de endormetriosis
y sin endomet riosts, fueron similares.

De acuerdo a los resultados anteriores, podemos Inferir, que
la determinacion de ICAM y VCAM,, sirven para la deteccion
de estadios tempranos de la endometriosis y podria usarse
oMo escrutinio y /o como parte del protocolo en el estudio
de la pactente esteril, ya que 1os estadios tempranos de esta
enfermedad son 108 que se presentan en forma mas
frecuente. Sin embargo son necesarios estudios con
muestras mayores para validar el método.
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