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PALABRAS CLAVE Resumen

Endometriosis; Objetivo: Estudiar la posibilidad de inducir endometriosis interna/externa en rata wistar, a
Microcirugia través de un nuevo modelo microquirtrgico, que denominamos PGR 1.

ginecologica; Sujetos y métodos: Se han utilizado 11 ratas Wistar, a las que se ha realizado un autotransplante
Rata Wistar de fragmento uterino, sobre la cicatriz resultante de la cirugia necesaria para su obtencion.

Después de 8 semanas se les practicé una nueva intervencion, para la inspeccion de la cavidad
abdominal y la toma de muestras relevantes para su estudio anatomopatoldgico.

Resultados: Macroscopicos: adherencias que afectaban fundamentalmente a la zona del
implante; vesiculas amarillentas. Microscopicos: vesiculas/quistes; fendmenos inflamatorios;
neovascularizacion; endometriosis interna en un animal.

Conclusiones: Este nuevo modelo de implante nos puede ayudar a comprender mejor los
mecanismos involucrados en la aparicion de endometriosis, tanto interna como externa.

© 2011 SEGO. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

KEYWORDS Induction of endometriosis in Wistar rats through autologous transplantation of a
Endometriosis; uterine fragment over a previous scar in the left uterine horn

Gynecological

microsurgery; Abstract

Objective: To study the possibility of inducing internal or external endometriosis in Wistar rats
through a new microsurgical model known as PGR 1.

Wistar rat
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Subjects and methods: Eleven Wistar rats underwent autologous transplantation of a uterine
fragment over a deliberately created scar. After 8 weeks, a further intervention was carried out
to inspect the abdominal cavity and take samples for pathological analysis.

Results: Macroscopic results consisted of adhesions mainly affecting the implant and yellow
vesicles. Microscopic findings consisted of vesicles/cysts, inflammatory phenomena, neovascu-
larization, and internal endometriosis in one animal

Conclusions: This new implant model could enhance our understanding of the mechanisms
involved in the development of endometriosis, both internal and external.

© 2011 SEGO. Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

La endometriosis es una enfermedad ginecoldgica que afecta
fundamentalmente a las mujeres en edad reproductiva. Se
define por la presencia de tejido endometrial, funcional,
fuera de la cavidad uterina y puede provocar dolor pélvico
e infertilidad en la mujer que la padece.

Todavia no se conocen con exactitud los mecanismos
subyacentes al establecimiento y el desarrollo de esta pato-
logia. Los modelos animales' permiten estudiar la secuencia
temporal de los eventos involucrados en la génesis y en la
progresion de la enfermedad. Ademas, esta enfermedad se
produce de forma espontanea sélo en los seres humanos y los
primates no humanos, por lo que hay problemas practicos
relacionados con los modelos utilizados para su estudio.

Las lineas actuales de investigacion, basadas principal-
mente en la teoria de la menstruacion retrograda, descrita
por Sampson en 1927, han ido estableciendo los multiples
factores bioquimicos, inmunoldgicos y moleculares implica-
dos en la fisiopatologia de la endometriosis?. Si se tiene en
cuenta que el implante endometridsico requiere cinco pasos
fundamentales —adhesion, invasion, reclutamiento, angio-
génesis y proliferacion— para desarrollarse, seran los dos
primeros procesos, los que deberiamos estudiar, con la pers-
pectiva de encontrar algun factor que facilite su diagndstico
o tratamiento®™,

Dentro de esta linea de investigacion hemos querido
estudiar el comportamiento de un autotransplante de frag-
mento uterino en la rata Wistar, sobre una cicatriz creada
para conseguirlo.

Material y métodos

Para la realizacion del presente trabajo, empleamos once
ratas Wistar hembra con un peso aproximado de 200 g y una
edad de 10 semanas. Los animales fueron proporcionados y
estabulados por el servicio de biomedicina y biomateriales,
de los Servicios de Apoyo a la Investigacion, de la Universidad
de Zaragoza.

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo siguiendo
un protocolo de actuacion autorizado por la comision de ética
para la experimentacion animal de la Universidad de Zara-
goza (numero de registro PD 12/10).

Los animales fueron identificados en el momento de la
estabulacion con las siglas CPC y el numero desde 01 al 11,
correlativamente. Todos los animales fueron pesados en una
bascula de precision para animal vivo marca Mettler Toledo.

Material quirdrgico

Todos los procedimientos quirtrgicos fueron realizados bajo
condiciones de esterilidad.

Para la realizacion de los procedimientos microquirdrgicos
utilizamos un microscopio operatorio binocular de la marca
Leica.

Instrumental quirdrgico convencional para la realizacion
de la laparatomia:

— Bisturi estéril desechable del n.° 11.
— Porta agujas macroquirurgico.

— Pinzas de diseccion de Adson.

— Tijeras de corte de Mayo.

— Tijeras de diseccion de Metzenbaum.

Instrumental microquirdrgico empleado para la induccion
experimental de endometriosis:

— Porta agujas microquirurgico.

— Pinzas de diseccion microquirdrgicas.
— Tijeras de Westcott.

— Bisturi eléctrico bipolar marca Martin.

Procedimientos quirurgicos
Procedimiento anestésico

Todos los animales fueron sometidos a anestesia general
inhalatoria, empleando un aparato de anestesia para peque-
fos animales marca Abbott, con vaporizador de anestesia
marca Draguer, usando como gas anestésico el sevoflurano
vehiculizado con oxigeno. Para la induccién anestésica de
estos animales, se utilizé una camara de induccion de anes-
tesia de animal de laboratorio de metacrilato, conectada al
aparato de anestesia con un 5% de concentracion del gas
anestésico sevoflurano. El mantenimiento de la anestesia se
realizé mediante mascarilla rostral para rata, conectada al
aparato de anestesia, con la misma concentracion de gas
anestésico que la utilizada en la camara de induccion.

Primera laparotomia

Con el animal anestesiado, se procede al rasurado y desin-
feccion del abdomen, para realizar una laparotomia media
infraumbilical, mediante una incision de aproximadamente
unos 3 cm de longitud (fig. 1).
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Figura 1

Campo operatorio microquirlrgico y preparacion del
segmento uterino para el autotrasplante.

Tras conseguir una adecuada exposicion y observacion de
los cuernos uterinos (fig. 1), tomamos el cuerno izquierdo y
medimos, por medio de una regla estéril milimetrada,
15 mm, desde el cuello uterino hacia el infundibulo, donde
realizamos una incisién transversal de las tres capas histo-
logicas (serosa, muscular y mucosa endometrial) del cuerno,
pero manteniendo la vascularizacion mesometrial. A5 mm de
dicha incision, practicamos otra de las mismas caracteristi-
cas, para obtener el segmento que nos servira de implante
(fig. 1).

La superficie antimesentérica del segmento asi obtenido
es seccionada longitudinalmente en todo su espesor (fig. 2),

Figura 3 Autotrasplante del fragmento uterino, envolviendo
parcialmente la cicatriz resultante de la anastomosis término-
terminal, de donde procede el fragmento.

consiguiendo una exposicion total de la mucosa endometrial.
Seguidamente, los extremos resultantes del cuerno uterino
izquierdo, son anastomosadas término-terminalmente,
mediante una sutura seromuscular de acido poliglicolico
8/0, necesitando 5-6 puntos. Dicha anastomosis, es cubierta
asu vez por la mucosa endometrial del segmento («del mismo
modo que una salchicha es envuelta por el pan en un perrito
caliente», por este motivo denominamos al implante «PGR-1
hot dog»).

Los bordes antimesentéricos del implante se suturan, con
4 puntos seromusculares (dos en cada lado), con sutura
de acido poliglicélico de 8/0, al cuerno anastomosado, de
manera que quede implantado el segmento cubriendo par-
cialmente la anastomosis término-terminal, evitando una
compresion excesiva que pudiera dafar el contenido
envuelto (fig. 3).

Una vez realizado el implante, se procede a la desvascu-
larizacion del mismo mediante una electrocoagulacién bipo-
lar (figs. 4y 5).

Figura 2 Seccion completa antimesentérica del segmento
uterino, aislado para el autotrasplante.

Figura 4 Desvascularizacion del fragmento uterino con coa-
gulacion bipolar tras finalizar el autotrasplante.
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Figura 5 Aspecto final del autotransplante PGR-1 hot-dog
alrededor del cuerno uterino izquierdo.

Finalmente, se cierra la laparotomia sutura continua de
acido poliglicélico de 4/0 para la fascia y 5-6 puntos de seda
de 3/0 para la piel.

Tras las intervenciones todos los animales recibieron el
siguiente tratamiento:

— Profilaxis antibidtica con cefazolina 1 mg/rata. Durante
tres dias consecutivos.

— Analgesia con meloxicam 0,08 mg/rata. Durante tres dias
consecutivos.

— Anestesia local en bordes de la herida con 1 cc de bupi-
vacaina. Una sola infiltracion después de haber realizado la
intervencion microquirtrgica.

Segunda laparotomia

Ocho semanas después del procedimiento de induccion de
endometriosis, se procede a realizar la segunda laparatomia
en todos los animales.

Una vez identificado el implante, se comprueba su aspecto
macroscopico observando su coloracién, presencia de adhe-
rencias o necrosis. Se revisa toda la cavidad abdominal y
finalmente se realiza una histerectomia y anexectomia bila-
teral, para estudio anatomopatologico.

Por ultimo, se procede al sacrificio del animal aneste-
siado, con sobredosis de pentobarbital sédico via intracar-
diaca.

Material para estudio anatomo-patologico

Aparato reproductor de 11 ratas hembra con induccion micro-
quirdrgica experimental de endometriosis.

Las muestras fueron fijadas en formaldehido al 10% neutro
durante 24 h y transferidas posteriormente a etanol 70°. De
este material se obtuvieron secciones longitudinales
del cuerno derecho, del cuerno uterino izquierdo y de
zona de vagina y union de ambos cuernos uterinos. Estas
muestras fueron procesadas por métodos histoldgicos ruti-

Figura 6

A) Vesiculas amarillentas. B) Adherencias en la zona préxima al implante.
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narios, obteniéndose secciones a 3 wm que fueron teiidas
con el método de hematoxilina-eosina (HE).

Resultados

Hallazgos macroscopicos

En los 11 animales, a las ocho semanas del autotrasplante
uterino, al inspeccionar la cavidad peritoneal nos encontra-
mos, en mayor o menor grado, en todos los animales:

— Vesiculas amarillentas (fig. 6A).
— Adherencias sobre el intestino y la grasa mesometrial (fig.
6B).

Estas lesiones afectaban principalmente al cuerno uterino
sometido al implante.

Hallazgos microscopicos

En los 11 animales, comparando los hallazgos microscépicos
con el cuerno uterino normal, donde distinguimos las
capas histologicas: mucosa, muscular y serosa (fig. 7A),
apreciamos en la zona del implante del cuerno autotrasplan-
tado, una vesicula/quiste de paredes aplanadas, con todas o
algunas de las capas histoldgicas (fig. 7B).

También encontramos una intensa vascularizacién que no
solo afectaba a la zona del implante (fig. 8A), sino también a
la bolsa ovarica y al cuerno uterino y bolsa ovarica contra-
laterales.

Otro de los hallazgos microscopicos que nos llamo la
atencion fue la observacion de una dilatacion de la bolsa
ovarica, sin existir obstruccion del cuerno uterino, tanto en el
lado intervenido como en el contralateral, con una marcada
angiogénesis (fig. 8B).

También apreciamos una reaccién inflamatoria perito-
neal, con aumento de la vascularizacion y aparicion de
micromineralizaciones, localizada fundamentalmente en la
zona de grasa mesometrial proxima al implante.

La zona de union de ambos cuernos uterinos, asi como la
vagina presentaban aspecto normal y no hemos encontrado

Figura 7

células endometriales recubriendo las vesiculas amarillas
mas lejanas al implante.

En 1 de los 11 animales, distinguimos glandulas y estroma
endometriales entre los haces musculares desorganizados, en
la zona de cuerno uterino donde asentaba el autotransplante
(fig. 9).

Discusion

Asi como la endometriosis es una enfermedad relativamente
frecuente en mujeres en edad reproductiva, en animales es
rara. Quiza sea también mas dificil de diagnosticar, como
explica Ortega®*®.

Teniendo en cuenta la teoria de la menstruacion retro-
grada, como causa de la endometriosis, en animales este
fenomeno es mas dificil de producirse, ya que en muchos
de ellos existe una bolsa ovarica que facilita la captacion
ovular y aisla el peritoneo pélvico de los fluidos uterinos.
Ademas, la menstruacion como tal fenémeno solo se pro-
duce en las monas. Por este motivo los primates son los
modelos animales ideales para el estudio y la investigacion
de endometriosis en humana, pero debido a su alto coste,
problemas éticos y dificil manejo se han propuesto otros
modelos animales, de los que la rata Wistar es uno de los
mas utilizados.

Desde que Vernon y Wilson' describieran la técnica micro-
quirdrgica para inducir la endometriosis en rata Wistar, otros
autores®’ han introducido variantes de la misma como:

— Localizacion anatomica del implante.
— Composicion del mismo: serosa, muscular, mucosa; o solo
mucosa.

En nuestro trabajo, la variacién ha consistido en el lugar
de colocacion del implante. Este lo situamos alrededor
de una cicatriz uterina del cuerno izquierdo, producida
por la obtenciéon del implante (fragmento uterino que
contenia serosa, muscular y mucosa uterina). El motivo
era intentar averiguar si, ademas de una endometriosis
externa, se podria producir ademas una endometriosis
interna.

Vesicula / Quiste
- IMPLANTE -

A) Cuerno uterino normal. B) Implante que ha formado una vesicula/quiste. MC: muscular; MU: mucosa; S: serosa.
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b

Dialatacién
Bolsa ovarica
—>

Figura 8 A) Autotrasplante (vesicula/quiste) con neovascularizacion en su periferia. B) Dilatacién de la bolsa ovarica con marcada

hiperemia.

Figura 9 Haces musculares desorganizados entre los que se
ven glandulas endometriales.

La endometriosis inducida en rata Wistar viene definida:

— Macroscdpicamente, por la aparicion de vesiculas amari-
llentas, ademas de presencia de procesos adherenciales.
En nuestro modelo se cumple este precepto. Asi, como
Quereda’ hemos hallado, ademas del proceso adherencial,
vesiculas conteniendo liquido estral amarillento, rodeadas
o no de las capas uterinas que constituian el fragmento
autotrasplantado.

— Microscopicamente, se encuentran vesiculas/quistes,
fenémenos inflamatorios y marcada neoangiogénesis.
Estos procesos estan localizados fundamentalmente en
la zona del implante o préximos a él. En nuestro caso,
hemos hallado estos fendmenos y ademas una neoangio-
génesis en localizaciones mas distales al implante, como

en las zonas anexiales que ademas presentaban una dila-
tacion de la bolsa ovarica, sin existir obstruccion del
cuerno uterino. Este hecho hablaria a favor de la existencia
de substancias proinflamatorias, en respuesta a la presen-
cia de un elemento extrafo por su localizacion, el implante
uterino, con probable implicacién de los macroéfagos peri-
toneales® y las citocinas® por ellos liberadas, fundamen-
talmente el factor de necrosis tumoral y el factor de
crecimiento endotelial vascular'®. Alcazar'' también des-
cribe este fendmeno de la angiogénesis en humana, al
observar un incremento de la vascularizacion durante la
exploracion ecografica de los ovarios de mujeres con
endometriomas, con una relacién directa con la presencia
de dolor pélvico, en relacion a las que no presentaban
endometriomas ovaricos.

Otra diferencia en nuestro trabajo, en relacion con otras
técnicas de induccion de endometriosis en rata Wistar es: la
posibilidad de estudiar la endometriosis interna o adenomio-
sis. Pensamos que este hecho diferencial pueda estar moti-
vado por el tipo de implante, que abrazado a la cicatriz puede
desarrollar una endometriosis interna. En nuestro estudio,
solo ha ocurrido en uno de los animales, mientras que la
aparicion de vesiculas y la angiogénesis se han producido en
todos los modelos descritos. Serian necesarios por tanto mas
estudios y aplicar métodos estadisticos para confirmar el
implante PGR-1 hot dog como método valido, para producir

endometriosis interna en rata Wistar.
La intenciéon final de este trabajo, tras validar el

implante, como asi parece al compararlo con los resultados
de induccion de endometriosis en rata wistar, obtenidos por
otros autores™®’, serfa ver como responde a las nuevas
terapias desarrolladas para curar la enfermedad endome-
triésica en humana, aliviar el dolor que produce o mejorar
las posibilidades de fertilidad en la mujer que la padece,
tanto de forma natural, como utilizando técnicas de repro-
duccion asistida'?.
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Conclusiones

Por tanto, en cuanto a nuestro trabajo con este modelo de
induccion de endometriosis: interna y externa, que denomi-
namos PGR- 1 hot dog creemos mas que posible la siguiente
secuencia de hechos.

1. El implante PGR-1 permanece viable y responde a las
hormonas ovaricas. Es decir, se revasculariza y no se
necrosa.

2. El liquido estral generado por la mucosa uterina del
implante se vierte al peritoneo y a la sutura termino-
terminal, ocasionando una reaccion inflamatoria.

3. La reaccion inflamatoria producida por el vertido de
liquido endometrial en peritoneo entre otros, provocaria
una peritonitis local, una neoangiogénesis local y a dis-
tancia, desencadenando un aislamiento del implante por
la grasa miometrial, vejiga e intestino, que impedira
finalmente la salida de mas liquido estral.

4, El liquido estral a distancia forma las vesiculas mas amari-
llentas, mas densas, hipotéticamente el liquido mas anti-
guo.

5. El liquido estral acumulado en el implante va adelgazando
el mismo, ya que se ha taponado su salida por el meca-
nismo anteriormente descrito, ocasionando un adelgaza-
miento de la pared de implante que formaria una vesicula
que contendria un liquido mas seroso, menos amarillentoy
que alcanzada una presion determinada impediria final-
mente el funcionamiento de la mucosa uterina o produ-
ciria su fragmentacion, liberando el contenido. Por este
motivo, a veces no visualizamos el implante completo.

6. El liquido estral proveniente de los cuernos uterinos,
incluido el cuerno uterino izquierdo abrazado por el
implante, drenaria por su espacio natural, sin ocasionar
dilatacion intraluminal. Por tanto, creemos que la hipe-
remia y la dilatacion de los ovarios en algunas ratas y dado
que se producen también a veces en el ovario contra-
lateral al lado del implante, se produciria por el liquido
estral del implante y no como consecuencia de la obs-
truccion del cuerno uterino. Este hecho nos parece rele-
vante por el especial tropismo que muestran las células
endometriales sobre el ovario y trompa, lugares de fre-
cuente localizacion de endometriosis en humana.

Este nuevo tipo de autotransplante uterino en rata Wistar
nos puede ayudar a entender mejor los mecanismos fisiopa-

tologicos implicados en la aparicién de la endometriosis:
interna y externa.
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