medigraphic Avlemigs

Perinatol Reprod Hum 2007; 21: 139-146

La suplementacion con vitaminas antioxidantes a mujeres con endometriosis

disminuye la produccion de citocinas proinflamatorias y
aumenta la sintesis de IFN-y en leucocitos periféricos en cultivo

CESAR HERNANDEZ-GUERRERO,* SORAYA BURROLA-MENDEZ,» MERCEDES GENERA-GARCIA,?
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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto de la suplementacion con vitaminas C y E sobre la
produccioén de citocinas proinflamatorias e IFN-y.

Metodologia: Participaron 34 mujeres de la Clinica de Esterilidad del Instituto
Nacional de Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes” (INPerlER), con
diagnostico de endometriosis. El estudio fue de tipo clinico controlado aleatorizado
doble ciego. Durante seis meses las pacientesrecibieron una barra con vitaminas
CyE (343 mg/84 mg) o un placebo. Enla primeray ultima consulta, se tomé una
muestra de sangre periférica que se estimulé durante 24 horas en presencia de
lipopolisacarido. Al término, se recupero el plasma para evaluar la produccion
de Interferobn-gamma (IFN-vy), Interleucina-1 beta (IL-1B), IL-6 y Factor de
Necrosis Tumoral-alfa (TNF-o), mediante la técnica de ELISA.

Resultados: En el grupodeintervencionlaproduccionde IL-6 e IL-13 disminuyd,
mientras que el IFN-y aumentd, después de seis meses de intervencion (IC
95%). El grupo placebo no presentdé cambio en el patrén de citocinas al final del
estudio. Lacomparacion entre grupos al final del estudio mostré una disminucion
en la produccion de IL-6 e IL-1[3, asociado a un aumento de IFN-y por parte del
grupo que recibié la suplementaciéon con vitaminas (IC 95%). No se encontr6
diferencia estadistica alguna en cuanto a la produccién de citocinas al inicio del
estudio, enformaintergrupal. No se observaron diferencias inter o intragrupales
en cuanto a la produccion de TNF-a.

Conclusion: Lasuplementacion convitaminas Cy E durante seis meses disminuyo
la produccion de IL-13 e IL-6 y aumento el IFN-y en las mujeres estudiadas.

PALABRAS GUIA: Vitamina C, vitamina E, ensayo clinico,
suplementacion, endometriosis, citocinas proinflamatorias, IFN-y.
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INTRODUCCION

La endometriosis se define como la presencia y
crecimiento de tejido endometrial fuera de la cavidad
uterina. Dicha patologia representa una de las
alteraciones ginecolégicas benignas mas comunes, la
cual afectaaproximadamente a5% de la poblaciénen
general. Para el caso de las mujeres infértiles, la
prevalencia reportada se encuentra entre 30-50%0.12
Al igual que el tejido endometrial eutépico, los
implantes ectépicos reaccionan a los cambios
hormonales que controlan el ciclo menstrual, por lo
que proliferan, se descaman y sangran sin que el
tejido pueda ser expulsado del organismo. Dicho
fendmeno es el responsable de la irritacion local y de
laactivacion de las células fagociticas, lo que conduce
a la aparicion de un estado proinflamatorio capaz de
promover la aparicion de tejido fibrotico, cicatricesy
adherencias.®

Al respecto, las evidencias han podido identificar
que las mujeres con endometriosis presentan una
mayor concentracién de citocinas proinflamatorias
(TNF-co, IL-1p3, IL-6), tanto en la cavidad peritoneal
como en el ambito periférico, en comparaciéon con
mujeres sanas fértiles.* El estado proinflamatorio es
consecuencia de la activacién local de células
fagociticas, que se presume reaccionan bajo el estimulo
del tejido implantado en forma ectdpica. Sumado al
estimulo de las células y tejido endometrial, que
arribaadichacavidad atravésde lastrompas, mediante
el contraflujo menstrual. La activacion de los
macrofagos los conduce a un fendbmeno denominado
estallido respiratorio, en el cual se sintetizany liberan
grandes cantidades de especies reactivas de oxigenoy
nitrégeno.® De no existir unaadecuada concentracion
y funcién de los mecanismos antioxidantes encargados
de neutralizar las especies reactivas de oxigeno, se
puede presentar el fend6meno denominado: estrés
oxidativo. El cual se ha sefialado esta involucrado con
el desarrollo de la endometriosis, asi como en la
esterilidad que presentan un alto porcentaje de las
mujeres que la padecen.

En este sentido, una mayor presencia de los
radicales libres capaces de conducir a un estado de
estrés oxidativo, pueden inhibir o suprimir diversos
mecanismos efectores y reguladores de la respuesta
inmunoldgica celular o Thl. La cual se ha reportado
abatida o disminuida en las mujeres con endometrio-
sis, lo que se propone es un factor primordial en la
supervivencia, establecimiento y desarrollo del tejido
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endometrial en forma ectopica.®” Se ha demostrado
que el 6xido nitrico (ON), reduce la fosforilacion y
activacion de las proteinas JAK3/STATS5, encargadas
de la transduccion de sefiales que coordinan la
activacionde loslinfocitos T. Lo que inhibe larespuesta
proliferativade dichas células, bajo laacciondelalL-
2. Asimismo, el ON es un potente inhibidor de la
respuesta Thl, ya que abate lasintesis de IFN-yen las
células NK y linfocitos T cooperadores.®®

En el afio 2006, nuestro grupo de investigacion
reportd que las mujeres con endometriosis presentan
un consumo deficiente de vitamina E y selenio, en
comparacion con mujeres sanas fértiles. Dicho
hallazgo demostré que conforme aumentaba la
severidad de la patologia, disminuia el consumo de
dichas moléculas antioxidantes. Ademés, dicha
disminucion se relacionaba con un aumento en
marcadores de estrés oxidativo peritoneal y periférico.
Por otro lado, Parazziniy cols,* sugieren que el riesgo
de padecer endometriosis tiene relacion con los
habitos alimenticios de las mujeres estudiadas.
Parazzinireporto que el riesgo de padecer endometrio-
sisdisminuiasignificativamente cuando se consumian
frutas y verduras, mientras que el riesgo aumentaba
significativamente con el consumo de carnes rojas.
Dicho reporte identific6, porvez primera, unarelacion
entre la endometriosis y el consumo de frutas y
verduras, alimentos que contienen moléculas
antioxidantes.

A partir de las evidencias antes mencionadas, en el
presente trabajo se evalu6 el efecto de una
suplementacion combinada con vitamina C y E, en
mujeres estériles con endometriosis durante seis
meses, con la intencidén de observar modificaciones
en la produccién de citocinas proinflamatorias (IL-
1B, TNF-o e IL-6), asi como en la citocina IFN-y,
relacionada con la respuesta Thl, mediante estudios
de estimulacién de sangre periférica completa en
forma in vitro.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio
Ensayo clinico controlado aleatorizado, doble
ciego, con disefio longitudinal.
Poblacion de estudio

Mujeres estériles con endometriosis que acudieron
a la Clinica de Esterilidad del Instituto Nacional de
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Perinatologia “Isidro Espinosa de los Reyes”. Los
criterios de inclusion fueron: edad entre 25-35 afios,
que vivieran en el Distrito Federal y area
metropolitana, con diagnostico de endometriosis
mediante laparoscopia diagnéstica, factor de
esterilidad masculina excluida y no haber consumido
suplementosvitaminicos en el Gltimo afio. Los criterios
de eliminacién fueron: la presencia de enfermedad
pélvica inflamatoria, antecedentes de enfermedades
autoinmunesy/o metabdlicas, no querer participar en
el estudio y faltar a dos consultas consecutivas. Todas
las pacientes que decidieron participar firmaron una
Carta de consentimiento informado. Los
procedimientos propuestos en esta metodologia
cumplen con los principios éticos establecidos en la
Declaraciéon de Helsinki.

Muestras bioldégicas

La muestra de sangre periférica se tomo a partir de
puncién intravenosa del antebrazo en la primera y
Gltima consulta. Se utilizaron tubos con heparina
como anticoagulante (Becton Dickinson, New Jersey,
USA).

Ensayo clinico

La suplementacion con vitaminas se llevé a cabo
mediante la administracion de barras que contenian
343 mgdevitaminaCy84 mgdevitamina E (HeartBar,
CooPharma, USA). El grupo control recibié las barras
placebo, compuesta por los mismos ingredientes que
la barra de intervencion, excepto por las vitaminas.
Las barras fueron producidas y empacadas en
envolturas metalizadas blancas opacas. Las barras
fueron asignadas por un investigador ajeno al estudio
como barra “A” y barra “B”. La distribucion aleatoria
de las pacientes se realizé en la primera consulta,
mediante la extraccion de una bola roja (Grupo A) o
negra (Grupo B). Los codigos se abrieron al final del
estudio para conocer el grupo que consumio el pla-
cebo o la barra con vitaminas.

El dia posterior a la cirugia a cada participante se
le comento con detalle en qué consistia el estudio, los
beneficios posibles del mismoy se programo laprimera
consulta. Se les pidi6 a las participantes que
consumieran una barra diaria en cualguier momento
del dia, y en caso de omisién, no deberian comer dos
barras al siguiente dia. Asimismo, se les informé
sobre la importancia de no calentarlas. En un
documento especifico, se registraron el consumo diario
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de labarray cualquier malestar que ésta les ocasion6.
Al término de 31 dias, deberian asistir a la siguiente
consulta, entregar dicho registro con las anotaciones,
asi como las envolturas de las barras consumidasy las
no consumidas paraevaluar el apego a las mismas. En
estaconsultase lesentregarian las siguientes 31 barras,
el documento para el registro del mes siguiente y asi
sucesivamente por un periodo de seis meses.

Estimulacion de sangre
periférica con lipopolisacarido

Lasangre periféricade cada paciente se diluy6 1:4.
Con medio de cultivo RPMI-1640 (GIBCO, USA),
suplementado con L-glutamina 25 mM HEPES, sin
bicarbonato de sodio, adicionado con penicilina 100
U/mL y estreptomicina 100 ug/mL (GIBCO, USA)y
con medio de cultivo que tenia una concentracion de
6 mg/mL de lipopolisacarido (LPS) de E. coli, cepa
026:B6 (Sigma, USA).

La sangre diluida con el medio, se colocd por
cuadruplicado en una placa de 24 pozos de fondo
plano (Costar, USA) marcada con la leyenda S/E (sin
estimulo) y LPS, paraincubarse durante 24 horas a 37
°C. El periodo entre la recoleccion de la sangre y el
inicio de la incubacion fue menor de una hora. A las
24 horasseretird lasangre de los pozosy se centrifugd
a 3000 rpm, durante 10 minutos a 4 °C, en una
centrifuga refrigerada Labofuge 400 R (Heraeus,
Hanau, Alemania). El sobrenadante se guardd en
tubos de 1.5 mL etiquetados a -70 °C, hasta la
cuantificacion de las citocinas.

Cuantificacién de citocinas
mediante la técnica de ELISA

La determinacién de la concentracion de IL-1(,
IL-6, TNF-o e IFN-y, se llevd a cabo mediante un
ensayo de ELISA tipo “sandwich”, desarrollado en el
laboratorio con reactivos comerciales (anticuerpos y
estdndar de citocinas de la marca Pharmingen, USA).
Todos los reactivos quimicos empleados fueron de la
marca Sigma, USA. La metodologia empleada se
describe a continuacién. Se colocaron 50 uL por pozo
del anticuerpo de captura a una concentracion de 2
ug/mL en solucion de union (Na,HPO, 0.1 M,
ajustando elpH a 9.0 con NaH,PO, 0.1 M). Las placas
se dejaron incubando a 4 °C toda la noche. Se retir6
la solucién de unién y se lavé cada placa con PBS/
Tween (0.5 mL de Tween-20, en un litro de PBS). El
bloqueo de las uniones inespecificas se realizé con
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200 mL por pozo de amortiguador de bloqueo (AB)
(Albumina sérica bovina al 1% en PBS) y se incub6
durante dos horas y media. Posteriormente, se
colocaron 100 puL por pozo de estandares, controlesy
muestras. Las placas se incubaron a 4 °C toda la
noche. Se colocaron 100 puL por pozo del anticuerpo
de deteccién conjugado con biotina a una
concentracion de 2 ng de proteina/mL de solucién.
Las placas se incubaron toda la noche a 4 °C. Las
placas se lavaron y se agregaron 100 mL por pozo del
conjugado de estreptavidina/fosfatasa alcalina,
dilucién 1:10000, mismo que se dejoé incubar a 37 °C,
durante una hora. EIl desarrollo de color se hizo
mediante la utilizacion del cromdgeno para-
nitrofenilfosfato, determinando la absorbancia de las
muestras y curva estandar en un colorimetro (Ortho
Clinical Diagnostic, Johnson&Johnson, USA) a 405
nm el filtro de medicién y 620 nm, el filtro de
referencia.

La concentracion de las citocinas en las muestras
problema se determiné mediante la interpolacién de
la absorbancia obtenida de la muestra en la curva
de calibracion de absorbancia, versus concentra-
cion de la citocina estandar. Las variaciones intra e
interensayo provenientes de las concentraciones de
los estandares y muestras testigo, estuvo en ambos
casos por debajo de 10%.

Analisis estadistico

Las concentraciones de citocinas se describen
mediante medidas de tendenciacentral. Parael analisis
pre y posintervencioén, se utilizé la prueba de T-
Student. Entodos los casos se consideré unadiferencia
significativa con un p < 0.05. Todos los analisis
estadisticos fueron realizados utilizado el programa
de cémputo Sigma Stat 3.11 (Systat Software Inc.
USA).

RESULTADOS

Al término del estudio, 34 pacientes participaron
en el protocolo de suplementacién con vitaminas.
Una vez transcurridos los seis meses de intervencion,
los codigos de las barras se dieron a conocer, para asi
poder analizar los datos. La barra placebo fue
administrada al Grupo A (n = 18) y la barra con
vitaminas al Grupo B (n = 16).

El grupo de mujeres que recibieron el placebo
(Grupo A), estuvo conformado por 10/18 (61%)
participantes con endometriosis grado I; 8/18 (39%)
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con endometriosis grado I1, con una edad promedio
de 32.8 = 2.5 afios, que presentaron un apego a la
intervencion de 89.9% = 1.7. Para el caso del grupo
de mujeres que recibieron el suplemento vitaminico
(Grupo B), éste se conformé por 9/16 (56%)
participantes con endometriosis grado I; 7/16 (44%)
con endometriosis grado 11, con una edad promedio
de 32.7 = 2.3 afios y presentaron un apego a la
intervencion de 87.6% =+ 1.8. Las mujeres de ambos
grupos presentaban un diagnostico de esterilidad de
mas de cinco afios y residian en el &rea metropolitana.
No se observo diferencia estadisticamente significativa
alguna, en las variables antes descritas entre ambos
grupos. Ninguna de las pacientes recibi6 tratamiento
hormonal, antes o después de la cirugia, ni durante la
intervencion con vitaminas.

Todas las pacientes contaron con buena salud a lo
largo de los seis meses de intervencion. Ninguna
paciente reporté algun malestar o efecto adverso por
el consumo de las barras, Gnicamente la desaparicion
del estrefiimiento. Las pacientes informaron que las
barras tenian buen sabor, consistencia agradable,
aunque un poco dulces, por lo cual fue posible su
consumo en una sola toma. Unas pocas comentaron
que dividian en porciones la barra y la consumian
en varias tomas al dia. La suplementacion realizada
con las barras (343 mg de vitamina C y 84 mg de
vitamina E) representdé 4.57 y 6.56 veces,
respectivamente; esto es, la ingesta diaria
recomendada para mujeres mexicanas.

Produccién de citocinas

Enelgrupode mujeres querecibié lasuplementacion
con vitaminas (Grupo B), la concentracién de IL-6 e
IL-1B disminuyd significativamente, mientras que el
IFN-y aument6 al final de la intervencién. No se
encontro diferencia en la concentracién de TNF-q,
antes o después del tratamiento. En las mujeres que
consumieron el placebo (Grupo A) no hubo cambios
en el patron de citocinas evaluadas, antes o después
de seis meses (Figura 1).

Al comparar la produccion de citocinas entre el
grupo control y el grupo de intervencion al final del
estudio, se observé una disminucién significativa
en la produccion de IL-6 e IL-13 y un aumento en
el IFN-y por parte del grupo que recibié las
vitaminas. No se encontr6 diferencia significativa
en los valores de las citocinas al inicio del estudio
(Figura 2).
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Figura 1
Produccién de citocinas obtenida por
leucocitos en cultivo en la primera (O) y
séptima consulta (M) del grupo que consumio
la barra placebo (panel A) y con vitaminas
antioxidantes (panel B). Valores promedio ==
desviacion estandar.
*p << 0.001, prueba T-Student.
S/E: Sin estimulo.

DISCUSION

A pesar de que se tiene conocimiento de la en-
dometriosis desde hace muchos afios, sigue siendo
una afeccion ginecolégica benigna multifactorial,
donde aun no se tiene una integracion de los
mecanismos involucrados en el desarrollo de la
enfermedad. Uno de los fendmenos sefialados ha sido
el abatimiento o disminucién de la respuesta
inmunolégica celular o Thl en las mujeres que
presentan la patologia.“® Dichas alteraciones
inmunoldgicas se asocian con unadeficiente capacidad
para evitar la implantacién y desarrollo en forma
ectdpica del tejido endometrial; sin embargo, se
desconocen las causas que condicionan dicha
alteracion.® Una explicaciéon que al respecto
proponemos, tiene relacion con el estado
proinflamatorio y el estrés oxidativo que presenta
este grupo de mujeres, asociado con el deficiente
consumo de moléculas antioxidantes que nuestro
grupo de trabajo ha sefialado.'*!
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Figura 2
Produccion de citocinas obtenida por
leucocitos en cultivo del grupo que consumio la
barra placebo () y con vitaminas
antioxidantes (M) en la primera (panel A) y
séptima consulta (panel B).
Valores promedio =+ desviacién estandar.
* p < 0.001; Prueba T-Student.
S/E: Sin estimulo.

Los resultados obtenidos mediante la
suplementacion con las vitaminas antioxidantes a las
mujeres del grupo de estudio, mostraron un aumento
en la produccion de IFN-y, asociado con una
disminucidn de las citocinas proinflamatorias IL-13 e
IL-6, en comparacion con los valores observados en
las mujeres del grupo testigo. Este hallazgo guarda
relacion con las evidencias que han sefialado al estado
rédox-intracelular, como participante en laregulacién
de diversos aspectos de la funcién celular. Se ha visto
que la modulacion de las vias de transduccion de las
sefiales intracelulares, ocurre cuando las células son
expuestas a especies reactivas de oxigeno, como el
peroxido de hidrégenoy el superdxido.*? Por un lado,
el estrés oxidativo activa el factor de transcripcion
NF-kB, importante molécula que enciende la
trascripcion de genes de citocinas proinflamatorias.
Mientras que antioxidantes como lavitamina C, ejerce
funciones inhibitorias de cinasas, lo que suprime la
actividad del IKKao e IKKB, moléculas involucradas

143

Perinatol Reprod Hum



César Hernandez-Guerrero y cols.

en la activacion del factor transcripcional NF-kB,
antes sefialado.t®

Asimismo, el efecto propuesto de la vitamina C
sobre ladisminucion de las citocinas proinflamatorias,
pensamos que tuvo un efecto sinérgico a través de la
vitamina E. Ya que dicha vitamina, por un lado ejerce
funcion antioxidante en el ambiente lipofilico, lo que
otorga proteccidon de los lipidos de las membranas
celulares del ataque de los radicales libres; mientras
que dentro de sus funciones no antioxidantes, participa
en la regulacion génica implicada en la disminucion
de expresion de genes relacionados con la
inflamacion.'® Este mecanismo se ha descrito que
aparece mediante la inhibicion del estallido
respiratorioy lageneracion del radical superdxido en
monocitos y polimorfonucleares, a través de la
inhibicion de la proteina cinasa C (PKC), seguido de
la atenuacion de la fosforilacion de p47 (phox) y su
traslocacion a la membrana.!® Beharka y cols,
reportaron mediante la suplementaciéon con vitamina
E en un modelo murino, una disminucién de la
produccion de ON, por parte de macréfagos
peritoneales estimulados con LPS."'8 Devaraj y cols.
al suplementar a voluntarios sanos con 1200 Ul de
vitamina E (800 mg o-tocoferol) durante ocho
semanas, observaron al término del estudio una
disminucion de la liberacion de superoxido, de
marcadores de lipoperoxidacion, de adhesion al
endotelio y de la secrecién de IL-13 por parte de
macrofagos en cultivo. Este ultimo fendmeno, se
identificd como consecuenciade lainhibicién ocurrida
a la enzima 5-lipooxigenasa.t®2°

Por otro lado, el aumento observado de IFN-y en el
modelo empleado en nuestro estudio, tiene relacion
con el estado rédox-celulary ladireccion de larespuesta
inmunoldégicahaciael brazo Thl. Malmbergsuplemento,
durante dos semanas con 750 mg de a-tocoferol a
pacientes con cancer de colon avanzado, e identifico
que al término de la intervenciéon mejoro la capacidad
de los linfocitos T para producir IFN-y e IL-2.2 Murata
y cols., en el afio 2002, demostraron que la polarizacion
haciael brazo Thlesdependiente del estado intracelular
de glutation de las células presentadoras de antigeno
(CPA; macroéfagos, células dendriticas y linfocitos B).
Las CPA deben estar en un estado elevado de reduccion
intracelular, en forma previa a la presentacion de
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antigeno, para poder dirigir la respuesta inmunolégica
hacia el brazo Thl. La pérdida de glutation intracelular
en macrofagos disminuye la produccion de I1L-12,
citocina indispensable para la activacion de linfocitos T
y NK, encargadas de sintetizar IFN-yy promover una
respuesta celular. Al encontrarse las CPA en un estado
elevado de reduccidny ser activadas, inician o aumentan
lasintesisde IL-12y disminuyen la produccién de IL-6.22

Meister, empleando el modelo animal de cobayo,
el cual esincapaz de sintetizar ascorbato, demostro la
interaccion existente entre el glutation y la vitamina
C, al identificar que el ascorbato ayudaba a animales
deficientes de glutatidon a regenerar a los radicales
tiol a glutation.?*? La asociacién entre la vitamina C
y el glutatién se puede atribuir a sus funciones
antioxidantes. Ambos son blancos de los radicales
libresdebido asu elevadaconcentracion dentro de las
células, por lo que al competir ambas moléculas por
los radicales libres, el incremento en el consumo de
vitamina C previene la oxidacion del glutation.

Por otro lado, diversos efectos fisioldgicos y
patoldgicos se han atribuido a la IL-18 relacionados
con el desarrollo de la endometriosis. En la cavidad
peritoneal dicha citocina induce la produccion de
prostaglandinas, la proliferacion de fibroblastos, el
deposito de colagena y la formacioén de fibrinégeno.
Asimismo, la IL-1f induce la sintesis de IL-6 por
parte de los macré6fagos; citocina Gltima que presenta
efecto sobre la proliferacién del tejido endometrial y
de angiogénesis.?®* Mecanismos capaces de contribuir
con lafibrosisy formacion de adhesiones relacionadas
con la patologia. De aqui que la disminucién en la
secrecion de las citocinas proinflamatorias, asociado
con el aumento de IFN-y, pueda tener un efecto
positivo sobre el desarrollo de la enfermedad, los
sintomas y/o la condicion de esterilidad observada en
este grupo de mujeres; aunque sera necesario realizar
nuevos estudios dirigidos al respecto, paraevaluar los
objetivos antes mencionados.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the vitamins C and E supplementation on the production
of cytokines inflammatory mediators and IFN-y.

Method: 34 women with endometriosis diagnosis participated of the Clinic of
Sterility at the Instituto Nacional de Perinatologia, Isidro Espinosa de los Reyes
(INPerlER). The study was a controlled randomized and double blind clinical
trial. During six months the patients received a bar with vitamins C and E (343
mg/84 mg) or placebo. In the first and last consultation, a blood sample
stimulated during 24 hours was taking with lipo-polysacarid presence. At the
term, we recovered the plasm to evaluate the production of Interferon-gamma
(IFN-y), Interleukyn-1 beta (IL-1B), IL-6 and Tumoral Necrosis Factor-alpha
(TNF-o), by ELISA technique.

Results: In the intervention group the production of IL-6 and IL-13 diminished,
while the IFN-yincreased, after six months of intervention (Cl 95%). The placebo
group didn’t present change in the cytokines pattern at the end of the study.
The comparison among groups at the end of study showed a decrease in the
production of IL-6 and IL-1[, associated to anincrease of IFN-y, on the group that
received the vitamins supplementary (Cl 95%). There was not statistical diffe-
rence between the cytokines production from the beginning of study, for inter
groups. There was not differences observed inter or intra groups for the TNF-o
production.

Conclusion: After six moths, the vitamins C and E supplementation diminished
the IL-1b production and IL-6 and increased the IFN-g production in the women
of the study.

KEY WORDS: Vitamin C, vitamin E, clinical trial, supplementation,
endometriosis, cytokines inflammatory mediators, and IFN-y.
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