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Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. HISTOLOGIA DE LA MUCOSA ORAL

La mucosa oral es una membrana mucosa himeda que tapiza la cavidad oral y
actlia como barrera entre el cuerpo y el medio externo. En la cavidad oral se pueden
distinguir varias zonas anatdmicas, recubiertas por mucosa con distintas funciones,

entre las que se encuentran la de secrecion, sensorial y de proteccion.

La mucosa oral esta integrada por dos capas de tejidos: epitelial y conectivo,

gue estan conectados entre si por una membrana basal. (Ferraris y cols. 2002)

1.1.1. EPITELIO DE LA MUCOSA ORAL.

El epitelio de la mucosa oral estd constituido fundamentalmente por dos

poblaciones celulares:

A. Poblacion intrinseca o propia del epitelio: Formada por queratinocitos, que

constituyen alrededor del 90% del total de la poblacién celular del epitelio

Fatima Martin Cano Pégina 11



Introduccién

de la mucosa oral. Migran desde las capas mas profundas del epitelio hasta

su superficie, donde se descaman, renovandose constantemente.

Los queratinocitos se disponen en el epitelio formando cuatro capas o

estratos: -Basal: Donde se localizan las células madre del epitelio.
-Espinoso: Formado por varias hileras de queratinocitos.

-Granuloso: Con dos o tres capas de células aplanadas con

pequefio ndcleo de cromatina densa.

-Corneo: Células planas sin nucleo, con apariencia de escama

compacta.
B. Poblacién extrinseca: Formada por células permanentes y transitorias.

-Poblacion permanente: Constituida por melanocitos, células de

Merkel y células de Langerhans.

-Poblaciéon transitoria: Constituida por granulocitos, linfocitos y

monocitos sanguineos.

1.1.1.A. CLASIFICACION DEL EPITELIO.

1.1.1.A.1. Clasificacion histoldgica:

El tipo de epitelio que recubre la mucosa oral es plano estratificado en general,

pero en funcion del grado de queratinizacién podemos distinguir tres variantes

histolégicas: (Figura 1)

a.-Ortoqueratinizado, formado por las capas basal, espinosa, granulosa y un

notable estrato cérneo.

b.-Paraqueratinizado, que posee caracteristicas similares al ortoqueratinizado

con un escaso estrato cérneo, y en el que se conservan algunos nucleos celulares.

Presenta gran cantidad de tonofilamentos.

c. -Epitelio no queratinizado, en el que no existe capa cornea superficial.
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O nternrmed

Figura 1. Esquemas con los diferentes tipos de epitelios estratificados planos
A. queratinizado. B. paraqueratinizados. C. no queratinizado. Ferraris y Campos 2006.

1.1.1.A.2. Clasificacion funcional:

Teniendo en cuenta la funcion de las distintas regiones de la cavidad oral, la

estructura de la mucosa varia, encontrando asi tres tipos de mucosa en la boca:

A. Mucosa masticatoria (25% de la totalidad de la mucosa oral): Reviste el
paladar duro y conforma la encia. Esta sometida a intensas fuerzas de

friccibn y presion originadas por la masticacion. Tiene un epitelio plano
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estratificado (que puede ser ortoqueratinizado o paraqueratinizado), y una
lamina propia gruesa con densos haces de fibras colagenas; carece de

fibras elasticas, ya que esta mucosa recubre solo zonas inmoviles.

B. Mucosa de revestimiento: Es la mas abundante (60%) y se encuentra en las
mejillas, paladar blando, labios, suelo de la boca y en la cara ventral de la
lengua. Tiene un epitelio plano estratificado no queratinizado, y su lamina
propia esta constituida de tejido conectivo laxo con fibras elasticas, lo que la
hace ser muy flexible. Se pueden ver en su capa submucosa glandulas

salivales menores (la mayoria de tipo mucosas).

C. Mucosa especializada (15%): En el dorso de la lengua. Destaca en ella que
tiene papilas linguales, que pueden ser foliadas (cara lateroposterior de la
lengua), fungiformes, filiformes (en la zona anterior) y caliciformes
(constituyen la V lingual). Son parte de ella también los nédulos linfaticos
que constituyen la amigdala lingual.

1.2. HISTOLOGIA DE LA URETRA

La uretra es el conducto por el que discurre la orina desde la vejiga urinaria
hasta el exterior del cuerpo durante la miccion. La funcién de la uretra es excretoria en
ambos sexos y también cumple una funcién reproductiva en el hombre al permitir el
paso del semen desde las vesiculas seminales, que abocan a la préstata, hasta el

exterior.
1.2.1. LA URETRA FEMENINA
Es distinta a la masculina pero las estructuras generales son similares.

La uretra femenina es corta, de unos 5 cm de longitud. Se extiende desde la

vejiga hasta el exterior en la linea media del vestibulo genital.

En ella se encuentran:
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1. Mucosa: Epitelio de transicion y en algunas zonas epitelio cilindrico
seudoestratificado o cilindrico estratificado pero fundamentalmente la mayor
parte de la uretra femenina tiene epitelio plano estratificado.

Lamina propia: Es bastante laxa y vascularizada con gran cantidad de

plexos venosos.

2. Muscular: Formada fundamentalmente por fibras musculares longitudinales,
con la excepcion de la parte alta proxima a la vejiga donde forma haces
musculares circulares. Aunque la pared muscular uretral es la continuacion
del musculo liso vesical involuntario, existe un esfinter, el esfinter externo,
formado por musculo estriado, de control voluntario, localizado en la porcion
media de la uretra, donde ésta atraviesa la musculatura estriada del suelo
de la pelvis.

No existe serosa puesto que estd rodeada por tejido conjuntivo muy proximo a

la vagina.

1.2.2. LA URETRA MASCULINA

Tiene una longitud aproximada de 18 cm y constituye las porciones terminales

de los sistemas urinario y reproductor. (Figura 2)
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Ureter
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IvyRose Ltd. 2006, Online at www. lvy-Rose.co.uk

Figura 2. Uretra masculina

Se divide en 4 porciones: Uretra prostatica, membranosa, bulbar y esponjosa o
peneana (Fawcett 1995).

1. Uretra prostatica: Tiene una longitud de alrededor de 3 cm; se extiende

desde el cuello de la vejiga hasta la base de la préstata, atravesando ésta.
En su pared posterior presenta una cresta longitudinal medial, la cresta
uretral, sobre la que se observa una ligera elevacibn denominada

verumontanun; en la linea media del verum se sitla la abertura del utriculo
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prostatico. A cada lado del orificio se encuentran los dos conductos
eyaculadores. En los surcos de la pared posterior de la uretra prostatica, y a
cada lado del verum, desembocan multiples y diminutos conductos
excretores de la glandula prostatica. El revestimiento de la uretra en la zona
proximal a los conductos eyaculadores es un epitelio transicional (Figura 3),
pero distalmente a éstos se convierte en un epitelio estratificado cilindrico

gue contiene células caliciformes secretoras de moco.

Figura 3. Epitelio de transicion.

2. Uretra_ membranosa: Tiene una longitud aproximada de 1 a 2 cm y se

extiende desde el vértice de la glandula prostéatica hasta el bulbo del pene.
Atraviesa el diafragma urogenital (membrana perineal) del suelo de la
pelvis, por detrds y por debajo de la sinfisis del pubis. El musculo estriado
gue rodea a la uretra en la zona del diafragma urogenital constituye el
esfinter uretral externo, que es voluntario. Este segmento esta revestido por

un epitelio estratificado (Figura 4), o pseudoestratificado cilindrico.
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Figura 4. Epitelio estratificado

3. Uretra bulbar: Abarca desde el margen distal de la uretra membranosa
hasta el angulo penoescrotal; esta envuelta por el bulbo y cuerpo
esponjoso; es de mayor diametro. Se reviste distalmente por epitelio plano

gue cambia gradualmente hacia epitelio de transicion.

4. Uretra esponjosa 0 peneana: Tiene una longitud de entre 13 y 15 cm y

atraviesa toda la longitud del pene rodeada del cuerpo esponjoso,
dirigiéndose desde el diafragma urogenital hasta el orificio externo de la
uretra en el glande. Esté revestida por epitelio estratificado cilindrico hasta
la fosa navicular, la zona terminal y ligeramente expandida de la uretra, que
esta revestida por epitelio plano estratificado (Figura 5), similar al que
recubre al glande. En la uretra esponjosa desembocan los conductos
excretores de las glandulas bulbouretrales, que se sitian sobre el
diafragma urogenital, a ambos lados de la uretra membranosa. Sus
conductos atraviesan el diafragma y por debajo del mismo se abren en el
suelo de la uretra peneana. En la uretra peneana también desembocan las
glandulas uretrales secretoras de moco de Littré.
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WP 4

Figura 5. Epitelio plano estratificado de la uretra terminal y glande

1.3. EXPRESION Y FUNCION DE CITOQUERATINAS Y
FILAGRINA

La célula eucariota tiene sus proteinas estructuradas en forma de esqueleto
celular, que es una formacién dinamica que modifica sus caracteristicas morfolégicas
como consecuencia de cambios estacionales medioambientales. El citoesqueleto esta
constituido por diferentes elementos: los microtibulos, los microfilamentos y los
filamentos intermedios. Estos ultimos, anteriormente englobados dentro del grupo de
microfilamentos o considerados como productos de degradacién de los microtlbulos o
de los microfilamentos gruesos de miosina (Hackney 1996), se caracterizan por ser los
elementos citoesqueléticos mas rigidos y resistentes. Forman la periferia del nacleo y
se extienden alrededor de la célula. Su misién fundamental es proporcionar resistencia
mecanica a la célula, asi como regular la localizacién de proteinas y la transmision de

sefales intracelulares (Paramio y cols. 2002).

Segun el tipo de célula en la que se encuentren podemos hablar de distintos
tipos de filamentos intermedios. Asi, encontramos los neurofilamentos (en las
neuronas), gliofilamentos (en células de la glia), citoqueratinas (en células epiteliales),
filamentos de desmina (en musculo liso y estriado), filamentos de vimentina (en células
mesenquimales) filamentos de periferina (en neuronas que emiten axones por el

sistema nervioso periférico) y laminas nucleares (Albers y cols. 1992).
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Por tanto, las células epiteliales son capaces de cumplir sus funciones gracias
a la expresién de estas de proteinas especializadas: Las citoqueratinas (CK), que
son tipicas de las células epiteliales, y componen un total de 20 polipéptidos diferentes
(Achtstatter y cols. 1985).

Las citoqueratinas, estan codificadas por una numerosa lista de genes
expresados por los distintos tipos de epitelio. Estas proteinas pueden ser encontradas
en las células en diferentes combinaciones de polipéptidos tipo I, &cidos, con punto
isoeléctrico (pl) menor a 5’7 y de peso molecular entre 40-60 Kd, aqui incluimos desde
la CK 9 a la 20; y tipo Il basicos, con pl mayor de 6, y de peso molecular entre 50-
70Kd, entre estas se encuentran las CK 1 ala 8 (Sun y cols. 1980; Fuchs y cols. 1981,
Tseng y cols. 1982; Heid y cols. 1988; Strelkov y cols. 2002).

Los filamentos de CK de tipo | y los de tipo Il estan siempre en numero
equivalente formando dimeros y tetrdmeros. Es decir, son heteropolimeros obligados
que requieren la presencia simultanea de polipéptidos de tipo | y de tipo Il para la
formacion de filamentos (Franke y cols. 1983).

Como proteinas de filamento intermedio, las CK tienen funciones en el epitelio
asociadas al citoesqueleto y a las uniones entre célula y célula (Figura 6). Su funcion
principal es proteger a las células epiteliales del estrés mecénico (Lee y cols. 2009).
Por este motivo, son necesarias para el mantenimiento de la forma celular, integridad,
morfologia y cohesion entre las células epiteliales; y se consideran excelentes
marcadores de los diferentes patrones de diferenciacion epitelial (Moll y cols. 1982).
Ultimas investigaciones revelan un nuevo papel de los filamentos intermedios, siendo
esenciales en el crecimiento y tamafio celular por intervenir en la regulacién de la

sistesis proteica (Kim y cols. 2006).
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membranes of adjacent cells

intermediate
filaments

intracellular
attachment plaque

desmocollin and desmoglein

Figura 6. Estructura y localizacion de las proteinas de filamento intermedio (citoqueratinas)

Alrededor de 20 citoqueratinas han sido descritas en todos los tipos de epitelio.
Particularmente, la expresion de diferentes grupos de citoqueratinas parece ser
especifica de cada tipo de epitelio (Raul y cols. 2004).

En general, el epitelio simple tiende a expresar CK 7, 8, 18 y 19. Los epitelios
més complejos expresan las CK 4, 5, 6, 8, 13, 14, 15, 17, 18 y 20 (D'Armento y cols.
2009). Mas concretamente, el epitelio estratificado no queratinizado, expresa grandes
cantidades de CK 4 y 13 en células de la capa suprabasal (Costea y cols. 2003;
Sanchez-Quevedo y cols. 2007) , y CK 5y 14 en las células de la capa basal.
Finalmente, el epitelio estratificado queratinizado, expresa CK 1 y 10, las cuales
pueden ser utilizadas como marcadores de cornificacion (Van der Velden y cols. 1999)
(Figura 7).
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Ck1lyCk10
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Granuloso " =
L, Ck4yCki13
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Estrato Basal 010101010 Ck5yCk 14

Figura 7. Distribucion de la expresion de proteinas de filamento intermedio (citoqueratinas)
en los diferentes estratos del tejido epitelial.

Las citoqueratinas estan ligadas a otra proteina fundamental: La filagrina
(HogenEsch y cols. 1999), que es una proteina estructural que interviene en las
uniones desmosoémicas y es barrera de proteccion celular frente a ciertas agresiones
externas. Es una proteina epidérmica, que une los filamentos intermedios de la
queratina y promueve la formacion de puentes disulfuros entre los filamentos
intermedios durante la diferenciacion terminal de la epidermis de los mamiferos. Se
sintetiza en el estrato granuloso como un precursor fosforilado llamado profilagrina,
que se acumula en granulos citoplasmaticos especificos de los queratinocitos, los
granulos de queratohialina. Durante los dltimos estadios de la diferenciacién de los
gueratinocitos epidérmicos, las moléculas de profilagrina se defosforilan para
convertirse en unidades funcionales de filagrina (Haydock y cols. 1990).
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1.3.1. EXPRESION DE CITOQUERATINAS Y FILAGRINA EN MUCOSA
ORAL

La mucosa gingival del ratén presenta un epitelio queratinizado en toda su
extension, incluyendo parte del surco gingival (Montenegro y cols. 1998). En cambio la
mucosa gingival humana estd constituida principalmente por un epitelio
paraqueratinizado, pero que en algunas zonas puede variar a ortoqueratinizado y
hacia la zona del surco gingival pierde la cornificacion, pasando a constituir un epitelio

no queratinizado.

El epitelio que tapiza la encia humana es un epitelio estratificado escamoso
que puede tener distintos grados de cornificacion, variando desde el epitelio
ortoqueratinizado al paraqueratinizado y no cornificado.

El epitelio oral no queratinizado que reviste la mucosa alveolar, el surco
gingival, la superficie interna de labios y mejillas, el suelo de la boca, la superficie
ventral y lateral de la lengua, el paladar blando y la mucosa interpapilar, expresa
polipéptidos diferentes del epitelio queratinizado, donde faltan las citoqueratinas de
alto peso molecular (Clausen y cols. 1986). En estos epitelios, todas las células
suprabasales contienen citoqueratinas 4 y 13 (como en el eséfago), pero no las de tipo
epidérmico 1 - 10 y 11, mientras que la capa basal contiene queratinas 5 y 14

especificas de la estratificacion (Sawaf y cols. 1991) (Figura 8).

La filagrina es un componente normal de las capas suprabasales del epitelio

oral tanto de rata como de humanos (Dale y cols. 1982).

La presencia de filagrina en el estrato c6rneo y granuloso probablemente esta
relacionada con el grado de queratinizacion o maduracion de las células epiteliales
(Itoiz y cols. 1985).
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Epitelio No Queratinizado
| del Surco Gingival
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|& f

Restos I3

Epiteliales | |

de Malassez | &

Figura 8. Distribucion de citoqueratinas en el epitelio gingival de las diferentes zonas de la encia humana.

1.3.2. EXPRESION DE CITOQUERATINAS Y FILAGRINA EN
UROTELIO

A lo largo de todo el tracto urinario la expresion de citoqueratinas es muy
variable. El epitelio que recubre las papilas renales expresa CK 7, 8, 18, 19, tipicas de
epitelios simples, mientras que los patrones de expresion de CK en la uretra
corresponden a la transicion gradual del epitelio pseudoestratificado de la uretra
esponjosa, que expresa CKs 4, 5, 6, 13, 14, 15 y 19, hasta el epitelio escamoso
estratificado de la fosa navicular, con expresién de CK 5, 6, 10, 11, 13, 15y 19, y
menores cantidades de 1y 14 (Achtstatter y cols. 1985).

El urotelio normal en su capa basal expresa las CK 5, 7, 8, 13, 17, 18, 19; en
las células intermedias de capa suprabasal las CK 7, 8, 13, 18, 19 y en la capa mas
superficial 7, 8, 18, 19, 20. Existe alguna expresion de CK 4, pero su localizacion es
difusa (Southgate y cols. 1999).

Los patrones de expresion de citoqueratinas de epitelio uretral in vivo e in vitro

son similares para la expresion de CK 7, 18 y 19 (caracteristicas de los epitelios
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simples) y CK 13 (caracteristica de los epitelios estratificados no queratinizados). El
urotelio cultivado también expresa CK 14 (caracteristica de epitelio estratificado
queratinizado) en aproximadamente el 25% de las células y CK 16 (caracteristica de
las células de crecimiento rapido) (Petzoldt y cols. 1994).

Dado que la filagrina esta presente en los epitelios queratinizados, en el
urotelio no se encuentra expresion de dicha proteina.
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1.4. INJERTOS

El término injerto implica que el tejido ha sido extirpado de una ubicacion y
transferido a un lecho huésped, en el cual se desarrolla una nueva irrigacion
sanguinea. Para todos los injertos libres un sitio receptor bien vascularizado es

imprescindible para una 6ptima supervivencia del mismo (Fawcett 1995).

Desde que el injerto es colocado en el lecho receptor, y hasta que esta
integrado en él, pasa una serie de fases de adaptacion del tejido a su nueva ubicacion.
La fase inicial, llamada imbibicién, depende de la difusion de nutrientes desde el lecho
huésped adyacente hacia el injerto y requiere aproximadamente 48 horas. Es seguida
por una segunda fase, la biointegracion, que es la formacion de vascularizacién nueva
y permanente en el injerto y también requiere 48 horas. Una vez acontecidas estas
dos fases, aproximadamente al 5° dia se puede observar el injerto prendido o no.

1.4.1. CLASIFICACION DE LOS INJERTOS
1. Seguln su procedencia:
Autoinjerto: del mismo individuo.
Isoinjerto: de gemelo univitelino.
Homoinjerto o Alloinjerto: de la misma especie.
Heteroinjerto o Xenoinjerto: de distinta especie.
2. Segun su composicion:
Mucosos.
Cuténeos (epidérmicos y dérmicos).
Fascia y tejido celular subcutaneo.
Tendinosos.

Nerviosos.
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Vasculares.

Oseos y cartilaginosos.

1.4.2. FUENTES DE TEJIDOS PARA LA RECONSTRUCCION
URETRAL.

La formacion de la neouretra implica la transferencia de tejido, es decir,
movimiento de tejidos cercanos o distales para lograr la reconstruccién. Las técnicas
de uretroplastia involucran el campo de tejido adyacente inmediato, colgajos de tejido
local, injertos libres de tejido genital o extragenital o una combinacion de éstos ( Figura
9).

Para llevar a cabo la reconstruccién uretral se han utilizado autoinjertos de
diversos tejidos, entre ellos vena, piel, mucosa oral y mucosa vesical. La biusqueda de
un lugar donante ideal para la realizacién de uretroplastias ha sido siempre un desafio.
Al principio, los injertos de piel total de zonas no pilosas mostraron resultados
prometedores. Sin embargo, estos injertos se asociaban con complicaciones como
estenosis recidivantes, balanitis xerética obliterante, liquen escleroso, crecimiento de
pelos intrauretrales y retraccion del injerto. Los injertos de piel parcial demostraron una
reduccion en la tendencia a la retraccion pero tienen menor fuerza y resistencia. La
mucosa vesical ha sido también utilizada, pero asocia complicaciones de la zona
receptora, como son prolapso de mucosa y estenosis del meato, de dificil recuperacion
(Watanabe y cols. 1995). Ademas, debido a la baja incision abdominal requerida para
el acceso de la zona donante, el proceso es técnicamente complejo, y a menudo tiene
consecuencias estéticas malas y retraso en la cicatrizacion de la herida de la zona

donante (Markiewicz y cols. 2007).
Los tejidos utilizados en la reconstruccion uretral son:

-Tejido adyacente inmediato: La neouretra puede formarse por
reconfiguracion del tejido inmediatamente yuxtapuesto al meato hipospédico o a lo
largo del camino de la uretroplastia propuesta. Esta forma de uretroplastia puede ser la
de menor riesgo y la menos complicada desde el punto de vista técnico. (Ejemplo:

tubulizacién simple de la placa uretral).
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-Colgajos de tejido local: Se puede transferir tejido peneano local especifico u
otro tejido genital a la parte ventral del pene para ser utilizado en la uretroplastia o
algun otro componente de la reparacion del hipospadias. El término colgajo implica
gue el tejido utilizado se extrae y se transfiere con preservacion o restablecimiento
quirdrgico de su vasculatura en el sitio receptor. Los colgajos de tejido local utilizados
para la reconstruccién uretral deben ser finos, no hirsutos y deben poder adaptarse de
manera confiable (Fawcett 1995). Estos colgajos se denominan colgajos
fasciculocutaneos y el sistema de la fascia extendida se denomina fascia del dartos.
Los vasos del colgajo fasciculocutaneo se preservan dentro de la fascia, que provee
un conducto para arterias y venas pequefias. La irrigaciébn sanguinea y el drenaje
venoso axial se realizan a través de ramas de los vasos pudendos externos

superficiales y profundos, que son ramas mediales de los vasos femorales.
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Figura 9. Tejidos utilizados en la reconstruccién uretral

Fatima Martin Cano Pégina 28



Introduccién

-Injertos libres locales o extragenitales: Cuando no es posible utilizar tejido
circundante por ser insuficiente o por verse comprometida su vascularizacion, es

necesario usar injertos (Kropfl y cols. 1998).

El uso de mucosa oral como zona donante de injerto para uretroplastia consiste
en un trasplante autélogo de mucosa oral no queratinizada, a la uretra para su uso en

la reparacion de una gran variedad de defectos uretrales.

Los lugares mas frecuentes usados como zona donante son la mucosa de la
cara interna de la mejilla y la region alveolar mandibular labial. Ambas zonas, ya sean

de mejilla o de labio se consideran injertos de mucosa oral.

Durante afios la mucosa oral se ha usado en la reconstruccion de defectos
orales y maxilofaciales (Donoff 1976), reparaciones conjuntivales en oftalmologia
(Leone 1995), cirugia reconstructiva faringea (Yarington 1980) y correccién de

defectos vaginales (Lin y cols. 2003).

1.5. PATOLOGIA URETRAL: DONDE USAR MUCOSA ORAL

La uretra puede presentar alteraciones desde el momento del nacimiento,
formando parte de las patologias congénitas, o bien ser adquiridas a lo largo de la
vida. En todos los casos puede precisar cirugia reconstructiva. A continuacién se
describen las distintas anomalias uretrales que se pueden encontrar en la clinica

diaria.

1.5.1. PATOLOGIAS CONGENITAS

- Hipospadias: Es la abertura anormal de la uretra en la cara ventral del pene,
por fusién incompleta de los pliegues uretrales (Figura 10). La uretra puede
desembocar a nivel del glande, cuerpo del pene, su base, o en zona escrotal o
perineal. Cuando falta por completo la fusiéon de los pliegues uretrales, se forma una
hendidura sagital de gran tamafio que corre a lo largo del pene y del escroto. En estos
casos, las eminencias escrotales se asemejan a los labios mayores de la mujer. La

incidencia del hipospadias es de 5 de cada 1000 nacimientos.
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Figura 10. Hipospadias

El hipospadias es un defecto congénito del pene que asocia tres anomalias en
la anatomia y desarrollo del mismo (Figura 11):

-Un orificio ventral anormal del meato uretral, que puede estar ubicado en
cualquier lugar entre la parte ventral del glande y el periné.

-Una curvatura ventral anormal del pene (encordamiento o chorda).

-Una distribucion anormal del prepucio, con un capuchén dorsal y prepucio
deficiente en la parte ventral.

Figura 11. Anomalias asociadas a hipospadias:
a) Meato en cara ventral b) Curvatura ventral. d) capuchén prepucial.

Por tanto, en su correccién quirargica hay que considerar todos estos aspectos;
asi, debemos distinguir entre correccion de la curvatura peneana (ortoplastia),
reconstruccion uretral (uretroplastia), del meato (meatoplastia), del glande
(balanoplastia) y cubierta cutanea.
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Clinicamente el hipospadias no causa sintomas, y no estd asociado a una
mayor tasa de infeccion del tracto urinario. Los pacientes con hipospadias pueden
presentar infertilidad secundaria a una eliminacion anomala del semen por la

localizacién anémala del meato y la incurvacién peneana asociada.

En los casos de hipospadias complejos, con gran incurvacion y meato muy
proximal puede llegar a aparentar un estado intersexual. Son los casos mas graves,
que si bien no presentan sintomatologia fisica, si que producen serios problemas
psicolégicos a los pacientes, que sufren dificultades para las relaciones sociales y por
supuesto, de pareja.

- Epispadias: El meato uretral se encuentra en el dorso del pene (Figura 12).
En esta anomalia, el tubérculo genital en lugar de haberse desarrollado en el borde
craneal de la membrana cloacal, parece haberse formado en la region del tabique
urorrectal. Por tanto, parte de la membrana cloacal ocupa un lugar craneal con
respecto al tubérculo genital, y cuando esta membrana se rompe, la desembocadura
del seno urogenital se sita en la porcién craneal del pene.

El defecto que constituye es la ausencia de la parte dorsal de la uretra y de la
piel suprayacente. La anomalia se extiende hasta el cuello de la vejiga en los casos
con afectacion proximal mas grave, presentando en estos casos incontinencia urinaria
por alteracion del mecanismo del esfinter urinario. EI meato desplazado puede
encontrarse sobre el glande, el cuerpo peneano o la region penopubiana. El pene
presenta desviacion dorsal y puede mostrar una incurvaciéon ventral dolorosa en su
parte dorsal. Los cuerpos cavernosos aparecen desplegados lateralmente debido a su
union a los huesos pubicos separados. Los objetivos de la reparacion del epispadias
penopubiano incluyen el logro de la continencia urinaria con conservacion del tracto

urinario superior y la reconstruccion de genitales estéticamente aceptables.
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Figura 12. Epispadias

-Extrofia vesical: La mucosa de la vejiga queda expuesta al exterior. En
condiciones normales, la pared abdominal que se encuentra por delante de la vejiga
esta formada por el mesodermo de la linea primitiva, que emigra alrededor de la
membrana cloacal. Cuando no se produce esta migracion, la rotura de la membrana
cloacal puede extenderse en direccion craneal y genera la extrofia vesical (Figura 13).
Esta anomalia puede asociarse o no a epispadias, en la mayoria de los casos se
presentan juntas, formando parte del complejo extrofia vesical-epispadias, o bien
presentarse de forma aislada, lo que es menos frecuente.

En esta patologia confluyen 3 caracteristicas:
- La pared vesical queda expuesta.
- La uretra esta abierta.

- Existe una diastasis pubica.
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Figura 13. Extrofia de vejiga

- Valvulas uretrales posteriores: (Figura 14). Es una obstruccién congénita de
la uretra proximal, que origina una obstruccién a la salida vesical dando lugar a un

amplio espectro de dafios en todo el tracto urinario.

Las valvulas son membranas obstructivas en la luz de la uretra que se
extienden desde el verumontanun distalmente. Sélo ocurren en varones, con una
incidencia de 1/4000 recién nacidos; y son la primera causa de fallo renal y trasplante
renal en poblacion pediatrica.
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Figura 14. Imagen radiolégica de valvulas uretrales por cistouretrografia. La flecha sefiala la localizacion de las valvulas.

- Valvulas uretrales anteriores: Son muy raras. Son en casi todos los casos
un diverticulo uretral congénito. Durante la evacuacion de la orina, el diverticulo se
infla en direccidon ventral y distal por debajo del cuerpo esponjoso adelgazado. El
margen dorsal libre del diverticulo se extiende dentro de la luz uretral y ocluye el flujo

urinario. Se pueden localizar en cualquier porcién de la uretra.

- Diverticulos uretrales: Pueden ser saculares, globulares y pueden también
formar parte de una megauretra. Su etiologia no esta clara pero puede producirse por
una fusién incompleta de un segmento de la placa uretral o por un desarrollo focal
incompleto del cuerpo esponjoso que engloba la mucosa uretral por un soporte
inadecuado.

- Megauretra: Es una dilataciébn no obstructiva de la uretra, entidad poco
frecuente asociada con un desarrollo anormal del cuerpo esponjoso y en ocasiones de

los cuerpos cavernosos. Se asocia con frecuencia al sindrome de ciruela pasa.

- Duplicacion uretral: Es una anomalia poco frecuente, compleja, se cree que
sus variaciones se deben a diversas anormalidades embriolégicas. Se clasifican en

dorsales y ventrales.
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- Pélipos de la uretra prostatica: Un error en el desarrollo durante el proceso
de invaginacion del material glandular submucoso de la zona interna de la prostata
puede ser el origen de esta malformacion. Se localizan generalmente a nivel de la

uretra prostatica.

- Atresia uretral: Asociada a la atresia de pene, puede presentarse como
atresia uretral aislada o con fistula vésico-rectal. Cuando existe una atresia uretral

completa sin fistula debe estar presente el uraco para que sea compatible con la vida.

1.5.2. PATOLOGIAS ADQUIRIDAS

- Traumatismos uretrales: Generalmente secundarios a traumatismos en silla

de montar y fracturas pélvicas.

- Estenosis: Es la reduccion de la luz uretral secundaria a un proceso
cicatricial (Figura 15). Todo proceso que lesiona el epitelio uretral o el cuerpo
esponjoso subyacente y cura con una cicatriz puede producir una estenosis uretral. En
general, las causas de estenosis se pueden dividir en tres grandes grupos:

inflamatorias, traumaticas e idiopaticas.

Estonosis

Figura 15. Estenosis uretrales
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- Tumores:
Carcinoma de uretra.

Tumores benignos de uretra: Tumores epiteliales, condilomas acuminados,

polipos fibroepiteliales (Figura 16), uretritis papilar y carlnculas uretrales entre otros.

Figura 16. Pélipo uretral.

1.6. TECNICA DE INJERTOS DE MUCOSA ORAL EN
HUMANOS

De todos los tejidos disponibles, los injertos mas usados en la actualidad son la
mucosa oral, la piel prepucial (cuando esta disponible), y flaps de piel prepucial y
peneana con aporte sanguineo propio. El uso del tejido mas apropiado para este fin ha
sido motivo de controvesia, especialmente en términos de qué tipo de tejido usar,

como colgajo o injerto y en qué zonas de la uretra (Patterson y cols. 2008).

El uso de mucosa oral en la cirugia uretral fue descrita por primera vez en 1941
por Humby (Humby 1941). No hay méas publicaciones hasta 1980; a partir de ahi ha
ido ganando adeptos considerandose un material versétil como injerto y valido para
reparar la uretra (Burger y cols. 1992; el-Kasaby y cols. 1993; Duckett y cols. 1995;
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Bhargava y cols. 2004). Es especialmente adecuado por ser un epitelio humedo, que
se puede tomar facilmente, resiste a la recidiva de estenosis (especialmente cuando
hay balanitis xerotica obliterante) y es facil de manipular quirdrgicamente. La mucosa
oral posee una submucosa densa,con una lamina propia delgada y con una importante
red capilar, lo que le facilita la imbibicion de nutrientes del lecho y la formacion
temprana de neovascularizacion (Venn y cols. 1998).

La mucosa oral puede usarse como un parche Onlay, completamente
tubularizada, o combinada con otros injertos libres como la mucosa vesical o piel
vascularizada. Para el uso de mucosa oral se marca un injerto de tamafio apropiado
de mucosa de mejilla o de la cara interna del labio inferior o superior, con cuidado de
evitar el conducto de Stenon y respetando el musculo bucinador. El uso de mucosa

bucal por técnica de aposicion obtiene mejores resultados que la de tubularizacion.

La mejilla adulta proporciona hasta 6 cm, y el labio hasta 4cm, con una anchura
de 12-15mm (Figura 17). No se recomienda extenderse hasta la comisura de la boca
para combinar segmentos de mejilla y labio, ya que puede causar una contractura
significativa de la comisura de la boca.
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Figura 17. Zonas para tomar injerto de mucosa oral.
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El injerto de mucosa oral obtenido no puede tubularizarse en longitudinal para
crear un cilindro de 6cm, ya que la anchura es insuficiente. Pueden colocarse en
sentido longitudinal para conseguir trayectos mas cortos, de hasta 2 o 3 cm de largo.
Cuando hay disponibilidad de piel prepucial pero es insuficiente para tubularizar,
puede usarse una combinacion con una tira de mucosa oral para hacer la neouretra.
En reconstrucciones uretrales muy largas, la mucosa vesical puede usarse para la
uretra proximal, reservando la mucosa oral para la zona distal y el meato (Ahmed T.
Hadidi 2004).

1.6.1. FORMAS DE COLOCAR EL INJERTO DE MUCOSA ORAL

Una vez tomado el injerto de mucosa oral, éste puede ser colocado en el lecho
uretral en distintas posiciones, dependiendo de la zona que se necesite reparar (Figura
18).

Parche Onlay: La placa uretral o la uretra previamente reconstruida se fija en la
linea media extendiéndola desde la uretra nativa normal hasta el glande. Esta tira de
tejido puede variar en anchura desde unos milimetros hasta 1cm. La uretra nativa se
incide proximalmente al menos 1cm para crear una unién espatulada. El injerto se
recorta con una longitud y anchura adecuadas, y se anastomosa a los margenes de la
tira uretral, usando suturas de 6/0 y 7/0. Las alas del glande se colocan envolviendo la
uretra para proporcionar un meato terminal. Es recomendable cerrar la piel del pene

con dos capas de tejido bien vascularizado.

Uretroplastia tubular: Usando un injerto plegado o dos segmentos de mucosa

oral, se puede crear un cilindro mucoso lo suficientemente largo como para cubrir el
defecto uretral. La anastomosis proximal debe estar bien espatulada, y las alas del
glande sirven para tubulizar el meato terminal. Después debe cubrirse con 2 capas de

piel.

Uretroplastia tubular compuesta: Una técnica de tubulizacion compuesta es

vélida cuando queda piel prepucial después de una cirugia previa, pero es insuficiente
para completar la uretroplastia. La tira de piel prepucial se moviliza con su pediculo
vascular y el injerto de mucosa oral se anastomosa para crear el cilindro compuesto,

gue se coloca en la cara ventral del pene, con la piel devascularizada colocada sobre
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los cuerpos cavernosos y la mucosa oral superficialmente, que deberd cubrirse con

dos capas de piel peneana.
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Figura 18. Diferentes técnicas para colocar el injerto de mucosa oral.

La mucosa oral estd demostrando resultados satisfactorios como material para
reconstruccion uretral, particularmente en hipospadias complejos en los que se han
realizado multiples procedimientos quirdrgicos previos. La frecuencia de problemas
meatales, dilatacién uretral y megauretra es menor que con mucosa vesical. Puede ser
debido a que los factores de crecimiento de la mucosa promueven una rapida
cicatrizacion y la revascularizaciéon ocurre rapidamente por la delgada lamina propia y

el gran lecho vascular del que se toma la mucosa oral.

La experiencia indica que existe un porcentaje de reintervenciones de
aproximadamente 20% (Manzoni GM 1999); la mayoria debidos a fistulas o revision
del meato. En casos complicados, el tratamiento preoperatorio con testosterona puede
mejorar la vascularizacion de la piel peneana y favorecer las posibilidades de éxito con

una técnica de injerto libre.
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2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Analizar cambios histologicos que se originan en los injertos de mucosa oral

cuando se colocan en uretra.
Objetivos especificos:

1.- Descripcidon de una técnica para la sustitucion de la uretra de rata por

mucosa oral autéloga (uretroplastia con injertos de mucosa oral).

2.- Evaluacion funcional de la viabilidad in vivo de los injertos de mucosa oral

implantados en la uretra de la rata de laboratorio.

3.- Evaluar las modificaciones tisulares que ocurren en los injertos implantados
a nivel uretral mediante andlisis de las caracteristicas histolégicas de los mismos con

microscopia 6ptica y electronica de barrido.

4.- Andlisis de expresion de marcadores epiteliales en los tejidos implantados
mediante inmunohistoquimica para marcadores de diferenciacion uretral (CK 1, CK 4,
CK 13y filagrina).
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3. MATERIAL Y METODOS

Para el presente estudio han sido utilizadas 26 ratas Wistar macho (Figura 19)
de aproximadamente 250gr de peso, sometidas a intervencion quirdrgica bajo

anestesia general.

Figura 19. Rata wistar
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Todos los animales han sido intervenidos en los quir6fanos de la Unidad
Experimental del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada (Figura 20).

Figura 20. Quiréfano Unidad Cirugia Experimental

3.1. MATERIAL QUIRURGICO

Ha sido utilizado material individualizado para cada campo quirdrgico, oral y

uretral en cada intervencion.(Figura 21)
-Tijeras de Steel de punta roma y fina.
-Pinzas de Adson finas con y sin dientes.

-Mosquitos.
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-Suturas: Seda 4/0 (Silkam®), sutura de reabsorcion réapida trenzada de 7/0
(Safyl quick®), sutura monofilamento irreabsorbible 6/0 y 7/0 (Surgilene®).

-Catéter de canalizacién de 3F.
-Bisturi de microcirugia desechable.

-Material microquirdrgico: Tijeras, portagujas, pinza de relojero curva y recta.

Figura 21. Material quirargico

3.2. INTERVENCION

3.2.1. ANESTESIA

Preparacion de ketamina 50mg/ml (Ketolar®): 2cc, atropina 1mg/ml: 0.2cc y
acepromacina 0.5cc; inyectandose inicialmente una cantidad de 1.5cc intraperitoneal

con aguja de insulina.

Fatima Martin Cano Pagina 43



Material y Métodos

3.2.2. TECNICA QUIRURGICA

Posicién en decubito supino; preparacion del campo quirdrgico con betadine.
En el primer tiempo de la intervencion se realiza extraccion de mucosa oral de labio
inferior (Figura 22). Tamafio aproximado 0.4 X 0.3 cm de media (Figura 23); cerrando
el defecto con sutura continua de Safil quick® de 7/0 (Figura 24). El injerto se coloca
en solucién de gentamicina al 0°2% vy suero fisiolégico durante el tiempo en el que se

prepara la uretra para colocarlo.

Figura 22. Toma injerto de mucosa oral

Figura 23. Toma muestra mucosa oral.
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Figura 24. Cierre defecto mucosa oral

Posteriormente se canaliza la uretra con catéter venoso 3F que se fija con
punto transfixiante al glande. Tras realizar una incision circular a 2 mm del surco
balanoprepucial, se desliza la piel hasta la base del pene. Se secciona
longitudinalmente 0’4 cm. de la uretra desde unos 3 mm. por debajo del surco en

direccion proximal.(Figura 25)
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Figura 25. Sutura del injerto en uretra y marcado de limites del injerto

En el defecto creado se sutura el parche de mucosa oral tipo Onlay con sutura
continua bilateral de Safil quick® 7/0, con la cara mucosa del injerto formando la luz de
la neouretra. Se marcan los puntos laterales y craneocaudales del injerto con

Surgilene® 7/0 (Figura 25 y Figura 26) y se retira sondaje.
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Figura 26. Injerto suturado

Se vuelve a cubrir el pene con piel que se sutura con puntos sueltos de Safil
quick® 7/0.

El animal pasa a una jaula metabdlica durante las siguientes 48 horas en las
gue recibe tratamiento antibiético oral con gentamicina diluida en el agua de bebida.

Posteriormente es sacrificado segun el periodo estimado.
3.2.3. OBTENCION DE LAS MUESTRAS
Para el sacrificio de los animales se sigui6 el siguiente protocolo:

Se establecio un calendario para analizar las modificaciones en el epitelio cada
10 dias, de manera que los animales fueron sacrificados aproximadamente a los 10,
20, 30, 40, 50, 60, 90 y 120 dias.
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El procedimiento consistié en inyectar anestesia intraperitoneal con la misma
preparacion que en el tiempo operatorio y una vez dormido el animal, inyeccion

intracardiaca de potasio.

Tras el sacrificio del animal, se canaliza uretra con abocath® del n°22. Se
denuda la piel del pene y se identifica la uretra, observando los puntos cardinales de
marcaje del injerto realizados con sutura irreabsorbible. Se envia a analizar todo el

pene en bloque seccionado por su base. (Figura 27)

La pieza se incluye en formol hasta su analisis y procesamiento en laboratorio.

Figura 27. Toma de muestra de uretra con el injerto

3.3. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Todas las muestras han sido analizadas en el Departamento de Histologia de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Granada.
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3.3.1. EVALUACION MICROSCOPICA DE LOS INJERTOS DE
MUCOSA ORAL EN URETRA

3.3.1.A. MICROSCOPIA OPTICA

Para el analisis de los tejidos mediante microscopia Optica, tanto las muestras
control como los tejidos injertados se fijaron en formaldehido al 4% tamponado y se
deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol (70, 80, 96 y 100%). A
continuacioén, el etanol se sustituyé por xileno y las muestras fueron incluidas en
bloques de parafina. Una vez enfriados los bloques, se obtuvieron secciones
transversales de 4u de espesor que se tifieron con hematoxilina y eosina para su

examen histolégico mediante el microscopio éptico.

3.3.1.B. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Para el estudio de los tejidos mediante microscopia electrénica de barrido, las
muestras se fijaron en glutaraldehido al 3% en tampoén fosfato 0,1 M (pH 7.2) a 4°C
durante 4-6 horas, lavandose a continuacion dos veces en tamp6n fosfato 0,1 M (pH
7.2) a 4°C. Tras la fijacion, las muestras se deshidrataron en concentraciones
crecientes de acetona (30, 50, 70, 95 y 100%), desecandose por completo mediante el
método del punto critico (Fernandez-Segura y cols. 1999). Este método consiste en la
sustitucién de la acetona tisular, junto con cualquier resto de agua que pudiese quedar
en las muestras, por CO2 liquido en frio. A continuacion, el CO2 es evaporado a baja
presion, aumentandose progresivamente la temperatura, hasta que la muestra queda
desecada por completo. Una vez desecados, los tejidos fueron recubiertos por atomos
de oro y analizados en un microscopio electronico de barrido FEI Quanta 200

utilizando el modo de alto vacio.

3.3.1.C. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Para el andlisis ultraestructural mediante microscopia electrénica de
transmision, las muestras se fijaron, lavaron y deshidrataron como se describi6é para
microscopia electronica de barrido. Posteriormente, las muestras se incluyeron en

resina de Spurr durante 24 h a 4°C, utilizando como agente intermedio el 6xido de
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propileno. Tras este periodo de tiempo, se procedié a la polimerizacién de la resina
durante 2 h a 60°C. Finalmente, se realizaron cortes ultrafinos de 100 nm de espesor
de las muestras incluidas en resina, utilizando para ello un ultramicrotomo Reichter

Ultracut.

El montaje de las secciones ultrafinas se realizé sobre rejillas de cobre de malla
300 y tefidas con acetato de uracilo al 2% en agua destilada durante 10 minutos y
citrato de plomo durante 5 min, de acuerdo con la metodologia descrita por
Reynolds(Reynolds 1963).

La observacién se llevo a cabo con un microscopio electrénico de transmision
Zeiss EM902 (Oberkochem, Alemania).

3.3.2. INMUNOHISTOQUIMICA

La deteccion de proteinas especificas de las principales citoqueratinas (CKs) y
de PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) se llevd a cabo utilizando diversas

muestras de tejidos, las cuales se describen a continuacion:

- En primer lugar, se utilizaron controles de mucosa oral normal procedentes de

animales sanos.

- En segundo lugar, se utilizaron muestras de mucosa oral implantada en
uretras de animales sanos y extirpada para su estudio previo sacrificio del animal,

segun calendario establecido.

- Finalmente, se analizaron muestras de mucosa uretral normal procedentes de

animales sanos.

Para llevar a cabo la inmunohistoquimica, las muestras tisulares se
desparafinaron en xileno, se lavaron en alcohol y se rehidrataron con agua. A
continuacion, tras inactivar las peroxidasas endégenas con peroxido de hidrogeno, se
bloquearon los sitios inespecificos de union a los anticuerpos mediante incubacién en
albumina sérica bovina. Una vez lavadas, se procedio a hervir las secciones tisulares
en tampodn citrato para favorecer la presentacion de los epitopos proteicos. Una vez

enfriadas las muestras, éstas se incubaron con los anticuerpos primarios (Tabla 1)
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durante 2 h a temperatura ambiente, lavdndose en PBS a continuacion. Para la
deteccion de los anticuerpos primarios unidos a las proteinas tisulares, se utilizaron
anticuerpos secundarios, en este caso frente a anticuerpos de raton marcados con
peroxidasa de rabano, asi como estreptavidina. Para la deteccion de la reaccion
colorimétrica, se utilizé biotina comercial, que adquiere un color marrén oscuro cuando

es oxidada por la peroxidasa.

Una vez llevada a cabo la reaccién inmunoldégica, contando con la presencia de
controles positivos y negativos, las muestras se tifieron con hematoxilina de Mayer y
se montaron utilizando cubreobjetos de vidrio, para ser analizadas en un microscopio

fluorescente Nikon Eclipse 90i.

Anticuerpos

_ . Dilucion Laboratorio Comercial Referencia
primarios
Anti- o Master diagnostica,
) ) Prediluido _ 0016007QD
Pancitoqueratina Granada, Spain
Anti-CK4 1:1000 Sigma-Aldrich, St Louis, C 5176
MO, USA
Anti-CK13 1:400 Sigma-Aldrich, St Louis, C 0791
MO, USA
Anti- Filagrina 1:50 ABCam SPM;8;
Anti CK 1 1:500 Slgma HPA017917

Tabla 1. . Anticuerpos Primarios usados en este trabajo y la dilucién correspondiente para cada prueba
Inmunohistoquimica. Laboratorio comercial y referencia para cada anticuerpo.
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La evaluacién de los resultados se realizé determinando la presencia de

sefales positivas a dos niveles:
1) Localizacién de la sefial de expresion:

¢ Homogénea, si existe expresion de la proteina en todo el espesor del
epitelio.

e Basal, si existe expresién a nivel del estrato basal.

e Suprabasal, incluyendo en ésta el estrato espinoso, granuloso, hialino y

corneo.
2) Intensidad de expresion de la proteina:

e (-) Nula expresion.
e (+) levemente positiva.
e (++) positiva.

e (+++) fuertemente positiva.
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4. RESULTADOS

4.1. PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

El procedimiento quirdrgico es factible, pero es preciso poseer habilidad
quirdrgica y estar familiarizado con el material de microcirugia para realizar la
intervencion. El tiempo quirdrgico empleado es de aproximadamente 45 minutos en
cada intervencion, si bien hemos observado una disminucion significativa en el mismo

una vez realizadas las primeras intervenciones.

Se demostr6 una buena tolerancia de casi todos los animales al proceso
anestésico y quirargico. Durante el proceso de la induccién anestésica se produjeron 2

muertes por lo que no se lleg6 a realizar la intervencion quirtrgica de dichos animales.

La evolucion postoperatoria fue satisfactoria en el 90% de los casos,
aprecidndose miccion adecuada en todos los animales, no existiendo ningun caso de
obstruccion urinaria. Salvo dos incidencias todos los animales tuvieron un curso
postquirurgico adecuado. Tras el sacrificio se realiz6 una exploracion fisica del animal,
en busca de posibles secuelas locales. A nivel peneano se detectaba por palpacion la

sutura irreabsorbible que era colocada a modo de marcaje de los puntos cardinales del
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injerto. Posteriormente se procedia a realizar sondaje uretral, pudiendo evidenciar la
inexistencia de estenosis uretrales ni de meato; tampoco se identificaron incurvaciones

peneanas secundarias a cicatrizacion anémala.

Las complicaciones acontecidas fueron en un caso una infeccion local a las 48
horas de la intervencién, que conllevd la pérdida del injerto y aparicion de un
granuloma en la zona, (esta complicacion se produjo en el primer animal intervenido,
que no fue colocado en jaula metabdlica durante las primeras 48 horas del
postoperatorio inmediato). En otro caso aparecidé una fistula uretro-cutanea, que no
impidi6 el andlisis final de la muestra ya que el resto del injerto prendié

adecuadamente.

La zona donante oral fue revisada en todos los casos en el momento del
sacrificio del animal. No observamos cicatrizaciones andémalas, ningun animal
presentd alteraciones funcionales bucales ni cicatrices retractiles, permitiendo durante

todo el periodo de estudio una alimentaciéon normal.

4.2. ANALISIS HISTOLOGICO

4.2.1. MICROSCOPIA OPTICA

Mediante microscopia Optica, las muestras controles de mucosa oral normal
mostraron mdultiples capas epiteliales bien diferenciadas y las tipicas formas
histolégicas de crestas epiteliales y papilas coriales (Figura 28). A nivel corial, se

apreciaron numerosos vasos sanguineos, fibras de colageno y células estromales.
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Figura 28. Mucosa oral control con epitelio estratificado.

En la uretra control se observé un epitelio pseudoestratificado rodeado de tejido

conectivo muy vascular y células musculares lisas (Figura 29).

Figura 29. Uretra control con epitelio pseuroestratificado.

El analisis histolégico de los injertos de mucosa oral realizados a nivel de la
uretra demostrd la adecuada biointegracion del tejido oral en el tejido receptor, no
existiendo en ningun caso la existencia de tumores, rechazo inmunol6gico o0 necrosis.
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En primer lugar, las muestras analizadas a los 10 dias del injerto revelaron la
adecuada integracion del mismo, con un pequefio porcentaje de células epiteliales en
diferentes estadios apoptéticos (Figura 30), con leves signos inflamatorios en el
estroma y pérdida de algunas capas celulares en el epitelio. En el estroma, se aprecio

un gran namero de vasos sanguineos neoformados.

Figura 30. Muestra 10 dias postimplante. La uretra nativa del animal se aprecia en la parte inferior de la imagen,
mientras que la mucosa oral injertada se puede observar en la parte superior.

Las muestras analizadas a los 20 dias mostraron adecuados niveles de
integracion en todas sus capas, con un estroma rico en fibras de colagena y
fibroblastos y abundantes vasos sanguineos y un epitelio escamoso estratificado
histolégicamente similar a la mucosa oral (Figura 31). No existian signos de apoptosis
0 muerte celular en este estadio. A nivel estromal, se encontraron numerosos vasos

sanguineos.
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Figura 31. Muestra 20 dias postimplante. La uretra nativa del animal se aprecia en la parte inferior de la imagen,
mientras que la mucosa oral injertada se puede observar en la parte superioren ambos laterales.
A los 20 dias, podemos observar el detalle de la sutura empleada en la
realizacion de la uretroplastia, se trata de sutura multiflamento, trenzada reabsorbible

7/0, esta imagen nos ayuda a identificar con seguridad la zona del injerto (Figura 32).

Figura 32. Sutura reabsorbible trenzada.
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Las muestras analizadas a los 30 dias mostraron la adecuada integracion de
los injertos, con un estroma bien estructurado y un epitelio cuya morfologia y
estructura aun era mas similar a la existente en la mucosa oral control que al epitelio
uretral nativo, con células de citoplasma més acidofilo que las uretrales, formando un

epitelio estratificado de 2-3 capas (Figura 33).

Figura 33. Muestra 30 dias postimplante. La uretra nativa del animal se aprecia en la parte inferior de la imagen,
mientras que la mucosa oral injertada se puede observar en la parte superior.
El analisis de las muestras 40 dias después de la intervencion (Figura 34), muestra
una leve reaccion inflamatoria, un epitelio cubico estratificado en el tejido injertado, con

menor numero de capas celulares que el epitelio oral.
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Figura 34. Muestra 40 dias postimplante. La uretra nativa del animal se aprecia en la parte inferior izquierda de la
imagen, mientras que la mucosa oral injertada se puede observar en la parte superior.

A los 60 dias de la intervencion, el analisis histolégico ain muestra la presencia

de varios estratos en el epitelio de la mucosa oral injertada a nivel uretral (Figura 35).

Figura 35. Muestra 60 dias postimplante. La uretra nativa del animal se aprecia en la parte inferior de la imagen,
mientras que la mucosa oral injertada se puede observar en la parte superior.
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En el andlisis realizado a los 90 dias del implante observamos que el tejido
implantado se ha integrado correctamente en el lecho receptor uretral, existiendo un
epitelio de tipo pseudoestratificado muy similar al de la uretra nativa y un estroma de
estructura idéntica al del estroma del urotelio nativo (Figura 36).

Figura 36. Muestra 90 dias postimplante, no es posible distinguir uretra nativa e injerto.

En el presente trabajo se ha realizado un seguimiento y andlisis de muestras
hasta los 120 dias postimplante, momento en el que la biointegracion del injerto es
completa. Se observa un epitelio pseudoestratificado, sin signos inflamatorios
alrededor, con buena vascularizacion; y no es posible determinar, salvo por los puntos
irreabsorbibles de marcado en los puntos cardinales del injerto, la zona injertada y la

uretra primitiva normal (Figura 37).
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Figura 37. Muestra 120 dias postimplante, no es posible distinguir uretra nativa e injerto.

En la siguiente imagen se muestra el detalle de la sutura irreabsorbible
monofilamento utilizada para marcar los puntos cardinales del injerto, pudiendo
demostrar la ubicacion del mismo a pesar de haberse producido la reabsorcién de la
sutura con la que se realizé el injerto, y por tanto identificando la zona uretral que

corresponde al mismo (Figura 38).

Figura 38. Sutura irreabsorbible marcando puntos cardinales injerto.
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4.2.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Con microscopia electronica de barrido podemos observar en la siguiente
imagen el epitelio de la mucosa oral control donde se aprecian células
correspondientes a epitelio pavimentoso plano, que tienden a la descamacion (Figura
39).

Figura 39. Mucosa oral control. La flecha sefiala el detalle de las células descamadas.

A los 10 dias postimplante vemos la imagen de un corte transversal de la uretra
(Figura 40), donde observamos la luz uretral (1), los cuerpos cavernosos (2) y la vena

dorsal del pene (3)
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_

2.0mm

Figura 40. Corte transversal uretra 10 dias postinjerto.

A mayor detalle, con muestra del mismo animal podemos observar el epitelio
simple correspondiente a urotelio de la uretra nativa, donde se ven células de aspecto
aplanado, muy adheridas unas a otras (Figura 41).

Figura 41. Epitelio simple de uretra nativa
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En la siguiente imagen observamos la mucosa oral implantada, se aprecian
células de tamafio heterogéneo, con superficie menos aplanada que el caso de uretra
y donde observamos algunos marcadores de direfenciacion epitelial queratinocitica
oral (patrones de superficie en forma de microplicas planas) (Alaminos y cols. 2007)
(Figura 42).

Figura 42. Zona de injerto de mucosa oral. La flecha sefiala las microplicas planas.

A los 20 dias postimplante podemos ver en esta imagen el tejido uretral con la

uretra colapsada (Figura 43).
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Figura 43. Muestra 20 dias postimplante con uretra colapsada.

Por ultimo, en esta misma muestra, a los 20 dias postimplante observamos el
epitelio correspondiente a la zona de la anastomosis entre la uretra nativa (1) y la

mucosa oral implantada (2) (Figura 44).

Figura 44. Anastomosis uretra- mucosa oral
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4.3. INMUNOHISTOQUIMICA

La expresion de citoqueratinas en uretra control normal y en mucosa oral
normal sigue un patron que se describe a continuacién, existiendo marcadas
diferencias entre ambas.

La expresion de Pancitoqueratina en uretra es levemente positiva en todas sus
capas, mientras que en mucosa oral es positiva en todas sus capas, con marcada

expresividad, muy positiva en las capas basal y superficial (Figura 45).

Uretra Control Panck Mucosa Oral Control Panck

40x
10x

Figura 45. Expresion Pancitoqueratina en uretra y mucosa oral.

La CK4 muestra una expresion muy positiva en la mucosa oral en la capa

superficial, y nula expresion en uretra, como se observa en la imagen (Figura 46).
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Uretra Control Ck4 Mucosa Oral Control Ck4

Figura 46. Expresion de Ck4 en uretra y mucosa oral.

La Ck 13 tiene una expresion muy positiva en la capa superficial de la mucosa
oral, mientras que manifiesta una expresividad levemente positiva en uretra (Figura
47)

Uretra Control Ck13 Mucosa Oral Control Ck13

Figura 47. Expresion de CK 13 en uretra y mucosa oral control.
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En la expresion de CK 1 existen también diferencias, ya que la uretra no
expresa CK 1 mientras que la mucosa oral muestra una expresividad muy positiva en

su capa superficial (Figura 48).

Urethra Control Ck1l Oral Mucosa Control 782 Ck1

Figura 48. Expresion de CK1 en uretra y mucosa oral control.

Por ultimo, la expresién de filagrina es muy positiva en la capa superficial de la

mucosa oral y no se expresa en uretra (Figura 49).
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Uretra Control Fill Mucosa Oral Control Fill

Figura 49. Expresion de Fill en uretra y mucosa oral control.

Por tanto la mucosa oral control (Figura 50) muestra una expresion de

citoqueratinas como se resume a continuacion:

-Expresividad positiva para pancitoqueratina en todas sus capas, y muy

positiva en las capas basal y superficial.

- Expresividad de las CK 4, 13, 1 y filagrina muy positiva en la capa superficial.
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Mucosa Oral Control PANCK

Figura 50. Expresion de citoqueratinas en mucosa oral.

En el caso del epitelio uretral, las citoqueratinas se expresan de forma

completamente distinta, como observamos en la imagen (Figura 51):

-Existe nula expresion de CK1 vy filagrina, (tipicas de los epitelios

gueratinizados).
-La CK4 y Pancitogueratina se expresan levemente.

- La expresion de CK 13 es positiva en todas sus capas.
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Uretra Control

Figura 51. Expresion de citoquertinas en urotelio.
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En lo que respecta al analisis de los tejidos injertados a nivel uretral, a los 10

dias postimplante la expresién de pancitoqueratina es positiva en el epitelio injertado,
pero no se observé expresion de CK4 ni de filagrina. La CK 13 fue levemente positiva,
sobre todo en la capa superficial, y la CK 1 mostré expresion fuertemente positiva en

todas las capas. (Figura 52).

Figura 52. Expresion de citoquertinas a los diez dias del implante.

El analisis de las muestras a los 20 dias postimplante mostré nula expresion
de CK4, CK13 y Filagrina, con una expresion positiva de Pancitoqueratina y muy
positiva de CK1 (Figura 53).
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Figura 53. Expresion de marcadores epiteliales a los 20 dias del implante.

A los 30 dias postimplante se observé un cambio considerable con respecto a
las muestras previas de 10 y 20 dias, con positividad en todas las citoqueratinas.
Expresién positiva para CK 13, my positiva para Pancitoqueratina en todas las capas,
también muy positiva en la capa superficial para CK4 y Filagrina y fuertemente positiva

para CK1 en la capa superficial (Figura 54).
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Figura 54. Expresion de marcadores epiteliales a los 30 dias del implante.

En el andlisis de las muestras a los 40 dias postimplante observamos
expresion positiva de Pancitoqueratina en todas las capas, levemente positiva de
CK13 y Filagrina; expresion positiva de CK1 solo en la capa superficial y fuertemente
positiva de CK4 en la capa superficial (Figura 55).
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Figura 55. Expresion de marcadores epiteliales a los 40 dias del implante.

A los 50 dias postimplante se observé una expresividad muy similar en todas
las citoqueratinas, levemente positiva para Pancitoqueratina, CK4, CK13 y Filagrina, y

expresion positiva de CK1 superficial (Figura 56).
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Figura 56. Expresion de marcadores epiteliales a los 50 dias del implante.

A los 60 dias postimplante encontramos expresividad nula de CK 4 y filagrina,

levemente positiva de CK 13 y pancitoqueratina y positiva de CK 1 (Figura 57).
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PANCK CK4

Figura 57. Expresion de marcadores epiteliales a los 60 dias del implante.

A los 90 y 120 dias postimplante la expresibn de citoqueratinas es
practicamente similar a la de la uretra control, observamos nula expresion de CK1 y
Filagrina y expresién levemente positiva de Pancitoqueratina, CK4, CK13 (Figura 58 y
Figura 59). La diferencia en expresividad con la uretra control esta en la CK 13, que se
manifiesta claramente positiva en la uretra control, creemos que con mayor tiempo de
seguimiento, la expresién de este marcador, al igual que ha ocurrido con el resto,

apareceria similar al urotelio control.
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Figura 58. Expresion de marcadores epiteliales a los 90 dias del implante

PANCK
120 Dias

Figura 59. Expresion de marcadores epiteliales a los 120 dias del implante.

Fatima Martin Cano Pégina 78



Resultados

A continuacion se muestra una tabla resumen de la expresién de marcadores
epitelialies manifestada en las muestras analizadas en los distintos tiempos

postimplante de mucosa oral (Tabla 2).

Tiempo Pancitoqueratina CK4

postintervencion

10 Dias + - +/- ++ -
20 Dias + - - ++ -
30 Dias ++ ++ + +++ +++
40 Dias + ++ +/- + +/-
50 Dias +/- +/- +/- + +/-
60 Dias +/- +/- +/- - -
90 Dias +/- +/- +/- - -
120 Dias +/- +/- +/- - -

Uretra control + +/- ++ - -

Mucosa oral ++ +++ +++ +++ +++
control

Tabla 2. Evolucién de la expresion de marcadores en el implante de mucosa oral con el paso del tiempo.
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5. DISCUSION

La patologia uretral es muy amplia, y la busqueda de un sustituto ideal de la
uretra, ha permitido la descripcién de multiples técnicas quirdrgicas y la realizacion de
una amplia investigacion en el empleo de diferentes tejidos tales como mucosa oral,

mucosa vesical, piel, e incluso vasos sanguineos para su reconstruccion.

La mucosa oral ha sido utilizada para la reparacion de diferentes tipos de
defectos anatémicos uretrales congénitos y adquiridos (Castanon y cols. 1999). En
concreto, la utilizacion de injertos de mucosa oral es una técnica descrita en la
literatura para la reconstruccion de la uretra (Belman AB 1993), asi como para el cierre
de distintos tipos de defectos de la lengua (Bianchi y cols. 2009), la mejilla (Park) y la

conjuntiva ocular (Ito y cols. 2007; Li y cols. 2007).

La primera técnica descrita para la reconstruccion uretral mediante injertos de
mucosa oral fue la uretroplastia de Humby en 1941 (Humby 1941). Esta técnica
presentd numerosos problemas y complicaciones, por lo que dej6é de utilizarse.
Posteriormente, el grupo de Duckett utiliza de nuevo la mucosa oral para reemplazar la
porcibn media de la uretra en el tiempo peneano de la cirugia del complejo extrofia

vesical — epispadias, con resultados prometedores(Duckett y cols. 1995). Unos afios
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mas tarde, Burger recurre a los injertos orales para la reparacion uretral en nifios
afectos de hipospadias, tanto para la reconstruccion de la uretra completa como para
la ampliacion uretral mediante parches de mucosa oral (Ahmed Sand Guugh 1997).
Sin embargo, seria a partir de los trabajos de Dessanti cuando se extenderia el uso de
la mucosa oral en el tratamiento del hipospadias medio y proximal, asi como en el

manejo de sus complicaciones (Dessanti y cols. 1992; Dessanti y cols. 1995).

Aunque los injertos de mucosa oral se utilizan con mucha frecuencia para la
reconstruccion uretral, se conoce poco sobre el mecanismo por el que se produce la
biointegracion del injerto y los cambios que acontecen a nivel histologico e
inmunohistoquimico. Por este motivo nos hemos planteado este estudio en el que
analizamos las modificaciones en la expresién de citoqueratinas y marcadores de

diferenciacion tisular en el epitelio de la mucosa oral injertada en un defecto uretral.

Por tanto en esta tesis doctoral nos planteamos realizar un analisis secuencial
de los animales, a los que se realizd uretroplastia con mucosa oral autéloga. El
procedimiento quirargico, llevado a cabo bajo anestesia general, es técnicamente
sencillo, nos permite en una misma intervencion tomar el injerto de la cavidad bucal de
la rata y colocarlo en un defecto provocado en la zona media uretral del animal.
Similares procedimientos se han llevado a cabo en otros trabajos (El-Sherbiny y cols.
2002; Souza y cols. 2008) aunque con distinto animal de experimentacion, en estos

casos conejo y perro.

Es ampliamente aceptado, en base a estudios experimentales, que el grosor de
la ldmina propia, y especificamente el grado de vascularizacion de la zona donante y
receptora, influyen en las posibilidades de que el injerto prenda. Sin embargo, la
viabilidad de un injerto depende fundamentalmente de la neovascularizacion. En
nuestro estudio la mucosa oral mostré buena formacion de neovascularizacion desde

los 10 dias tras la cirugia.

Existen trabajos recientes en humanos, que describen los cambios histologicos
que aparecen en pacientes a los que se realiz6 injerto de mucosa oral para
reconstruccion uretral en dos tiempos (cirugia de Bracca) (Mokhless y cols. 2007). Los

resultados del andlisis histol6gico de injertos de mucosa oral analizados a los 6 meses
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tras intervencion mostraron minimos cambios reactivos en forma de acantosis,
hiperplasia epitelial y queratosis focal minimas, con leve elongacion de las papilas de
la lamina propia. La lamina propia también estaba levemente edematosa, mostrando
minima infiltracién inflamatoria por células mononucleares. Todos los injertos

desarrollaron una perfecta vascularizacion de forma similar a la mucosa oral original.

Se han publicado algunos estudios experimentales en modelos animales. En
2002, El-Sherbiny et al. (EI-Sherbiny y cols. 2002) publicaron un trabajo en el que se
utilizé un modelo animal en perros para comparar las caracteristicas funcionales y
patolégicas de 3 tipos de materiales para reconstruccion uretral usados como injerto
(mucosa oral, mucosa vesical y piel de espesor total). Los injertos de mucosa oral se
asociaron a un indice menor de complicaciones (12%), seguidos por la mucosa vesical
(37%) y los injertos de piel (62%), demostrando las ventajas hasta entonces descritas

tedricamente de los injertos de mucosa oral.

También existe publicado un estudio de uretroplastias con mucosa oral en
conejos en el que se analizan cambios histol6gicos acontecidos en la zona receptora
(Souza y cols. 2008), en este trabajo se concluye que existe una integraciéon completa
del epitelio escamoso con el urotelio, manteniendo las caracteristicas histoldgicas del
injerto sin fibrosis ni retraccién; éstos datos pertenecen a analisis realizados 6
semanas tras la intervencion. El seguimiento realizado en nuestro estudio es mayor,
llegando hasta la semana 16. Los resultados obtenidos de nuestro analisis histolégico
coinciden parcialmente con los encontrados en el trabajo anteriormente mencionado,
observando en la muestra analizada a los 50 dias postimplante (aproximadamente 6
semanas, similar al periodo de seguimiento del estudio anterior) caracteristicas
histolégicas de mucosa oral, con escasa reaccion inflamatoria, un epitelio estratificado,

pero con menor numero de capas que la mucosa oral nativa.

En nuestro trabajo, el tiempo mayor de seguimiento es de 4 meses, y los
andlisis histologicos nos muestran una integracion completa del injerto de mucosa oral,
con un estroma bien estructurado, sin importantes signos inflamatorios alrededor, con

un epitelio pseudoestratificado similar a la mucosa uretral control.
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En nuestro conocimiento el presente estudio experimental es el primero en
describir los cambios histopatolégicos y de expresion de marcadores epiteliales en

uretroplastias con mucosa oral en ratas.

Filipas et al. (Filipas y cols. 1999) publican el resultado del andlisis histoldgico e
inmunohistoquimico de injertos de piel y mucosa oral en vejiga en un modelo animal
en cerdos. Analizaron las caracteristicas inmunohistoquimicas 7 meses tras el injerto.
Observaron que se expresaba en la zona del injerto de mucosa oral la CK20, que es
tipica del urotelio vesical, y no de la mucosa oral, y expresion de CK 10, 13 y 19,
caracteristica de ambos epitelios. Concluyen que el injerto de mucosa oral muestra
significativamente menos hallazgos patologicos tras largo tiempo expuesto a la orina
qgue los injertos de piel total, y por tanto lo indican como material preferible para
reconstruccion de la via urinaria. En nuestro trabajo hemos analizado las
caracteristicas inmunohistoquimicas del injerto en uretra, y al igual que ocurre cuando
se injerta en vejiga, el tejido va modificando la expresion de citoqueratinas, perdiendo
progresivamente expresion de aquellas tipicas de mucosa oral y manifestando las de

uretra.

En esta tesis doctoral, los animales fueron sacrificados y las muestras
analizadas a los 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90 y 120 dias postoperatorios, ya que
consideramaos este intervalo de tiempo como suficiente para proporcionar un adecuado

tiempo de cicatrizacion e integracion del injerto.

En los resultados obtenidos tras el andlisis histol6gico de las muestras
observamos que se produce un cambio progresivo en la morfologia del epitelio
injertado, pasando de ser estratificado a pseudoestratificado, a partir de los 90 dias
postimplante. Asimismo desde los primeros 10 dias, se observan adecuados niveles
de integracién en todas sus capas, con un estroma rico en fibras de colagena y
fibroblastos y abundantes vasos sanguineos, como sabemos, dato fundamental para
la adecuada integracion del injerto. Progresivamente va desapareciendo la leve

reaccion inflamatoria inicial, apareciendo una integracion completa.

Con respecto a la expresion de marcadores epiteliales, hemos observado un

cambio secuencial en el patrén de expresién, presentando las primeras muestras
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analizadas a los 10 dias una expresion fuertemente positiva de CK1, tipica de la
mucosa oral y los epitelios queratinizados; expresion positiva de pancitoqueratina,
levemente positiva de CK13 y nula expresion de CK4 vy filagrina. Todo ello sugiere que
los tejidos orales mantienen su fenotipo durante los primeros dias postimplante.

A los 20 dias, encontramos nula expresion de CK4, 13, hecho llamativo, puesto
gue ambas CK son tipicas tanto de epitelio oral como uretral, y que podria relacionarse
con el proceso adaptativo del injerto a su nuevo ambiente tisular. Ademas, existié nula
expresion de filagrina, y expresion positiva de CK1 y pancitoqueratina lo cual revela su

naturaleza oral.

Al analizar las muestras a los 30 dias, observamos un patrén de expresion
similar al de la mucosa oral control, fuertemente positiva para pancitoqueratina, CK4,
CK1 vy filagrina. Es a partir de este momento cuando comienza a observarse un
cambio evidente; asi en las muestras analizadas a los 40 y 50 dias postimplante,
existe expresividad levemente positiva de CK 1, 4, 13, pancitoqueratina y filagrina; se
expresan tanto las correspondientes a uretra como a mucosa oral, pero con una
expresion levemente positiva, no caracteristica de ninguno de los dos epitelios, todo
ello sugiere que los tejidos orales implantados durante 40-50 dias podrian tener
niveles de diferenciacion intermedios entre el epitelio estratificado oral y el epitelio

pseudoestratificado uretral.

La expresion a los 60, 90 y 120 dias postimplante es similar a la uretra control,
con expresion positiva de pancitoqueratina y levemente positiva de CK 4 y 13, sin
evidencia de expresion de CK 1 vy filagrina, propias de los epitelios estratificados
queratinizados. Estos datos nos muestran que se ha producido un cambio en la
expresion de los principales marcadores epiteliales del epitelio injertado. Tras un
tiempo de exposicion al ambiente del tracto uretral, considerando el microambiente del
estroma circundante en toda la zona basal del injerto y la luz uretral con el paso de
orina durante cada miccion del animal, progresivamente se expresan las

caracteristicas del epitelio uretral, tanto histolégicas, como inmunohistoquimicas.

De estos datos deducimos que se ha producido un proceso de

transdiferenciacién. Existen células adultas maduras que tienen capacidad de
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diferenciarse a una célula de otro linaje sin que éstas tengan que revertir a célula
troncal o progenitora (Tsai y cols. 2002; Thowfeequ y cols. 2007). A esta capacidad de
diferenciacion se le ha llamado transdiferenciacion celular. La transdiferencicion de

una célula madura a otra célula diferenciada puede deberse a:

- Una mutacion en la secuencia de nucle6tidos del ADN.

- Alteraciones epigenéticas, es decir, cambios que ocurren a nivel del
genoma que no se deben a modificaciones de la secuencia de nucleoétidos,
sino a modificaciones en el patron de expresion génica por procesos de
metilacion o acetilacién del ADN entre otros.

- Otros factores ambientales que intervienen en los cambios que se producen

en la expresion génica (Thowfeequ y cols. 2007).

Este fendmeno, la transdiferenciacion celular esta en contraste con el proceso
de diferenciacion, el cual involucra una serie de etapas mediante las cuales una célula
inmadura o indiferenciada modifica su fenotipo y su morfologia para convertirse en una
célula adulta madura (célula diferenciada). De esa manera, la célula podra alcanzar

una estructura y funcion especializada.

Inducir la transdiferenciacion de células diferenciadas con un fin terapéutico
puede ser importante en la Medicina Regenerativa ya que se evitarian los problemas
éticos y oncolégicos que presentan las células embrionarias, y por otro lado, la

dificultad para obtener células troncales adultas.

Recientemente se ha publicado un trabajo en el que se describe el proceso de
diferenciacién pluripotencial de células madre derivadas del estroma del tejido adiposo
adulto (Nieto-Aguilar y cols.) en las que tras su cultivo, se ha conseguido la induccién a
la diferenciacién de células adultas de hueso, cartilago, tejido adiposo y tejido
neuronal. Para inducir la diferenciacion a cada una de las estirpes celulares se han
usado medios de cultivo especificos. Después se ha realizado un estudio histolégico y
genético comprobando las caracteristicas de las células inducidas en el proceso de

diferenciacion.
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Pero también es posible llevar a cabo este proceso de una célula adulta a otra
célula adulta de una estirpe diferente, como demuestra el trabajo publicado por Liu et
al. (Liu y cols.), en el que a partir de células mononucleares de sangre periférica
pueden inducir, gracias a medios de cultivo especificos, la transdiferenciacion a
células precursoras neuronales y células progenitoras retinianas in vitro, y ademas,

éstas células diferenciadas pueden migrar e integrarse en la retina in vivo.

Al exponer las células de sangre periférica a medios especificos de cultivo de
tejido retiniano se consigue la transdiferenciacion a éstas estirpes celulares. Esta
capacidad de transdiferenciacién inducida por el medio ambiente es lo que
consideramos que se ha producido en nuestro estudio, ya que al injertar la mucosa
oral en la uretra, el estroma circundante ha favorecido el crecimiento y la maduracién
hacia epitelio uretral, cambiando las caracteristicas morfolégicas e
inmunohistoquimicas del epitelio oral nativo. En este proceso es fundamental el
intercambio de informacion entre el epitelio y el estroma subyacente, habiéndose
descrito la importancia de la interaccién epitelio-mesénquima para el correcto

desarrollo del epitelio en un tejido concreto.

Todos los resultados hallados en este trabajo sugieren que la mucosa oral es
un buen tejido sustitutivo de la uretra en todos los casos en que existan defectos

congénitos o adquiridos de la misma.

La mucosa oral sufre un proceso de integracion, sin generar complicaciones
locales (estenosis, fistulas, retraccion, dehiscencia ni rechazo del injerto). Ademas no
sufre alteraciones ultraestructurales que puedan originar formaciones degenerativas o

tumorales.

La zona donante no sufre complicaciones, es un tejido accesible, de facil
manipulacion. En humanos estan descritas complicaciones locales en la zona donante,
gue han originado secuelas en los pacientes, como entumecimiento de la lengua,
parageusias, opresion en la boca y dificultades en el habla (Xu y cols. ; Dublin y cols.
2004; Canning 2005), aunque la mayoria de las complicaciones disminuyen
progresivamente a lo largo del primer afio de seguimiento. (Xu y cols.) En nuestro

trabajo los animales no han presentado complicaciones de ningun tipo en la zona
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donante, permitiendo una alimentacion adecuada, con ausencia de cicatrizacion
andémala. Sin embargo es importante recordar que el modelo animal no es totalmente

extrapolable al humano debido a las diferencias biolégicas.

Podemos decir que el tejido oral, una vez implantado en la uretra es capaz de
transdiferenciarse y adaptarse al medio ambiente urinario que es muy distinto al de la
boca, distinto pH, composicién enzimética, y agresiones fisicas o mecanicas. Esta
transdiferenciacion ocurre en el modelo animal a partir de los 90 dias a nivel
estructural, y a nivel funcional a partir de los 60 dias, salvo la CK 13 que no llega a
alcanzar los niveles de expresion de la uretra control durante el periodo de

seguimiento de este estudio.

Seria preciso llevar a cabo estudios a mas largo plazo en experimentacion
animal y estudiar las posibles modificaciones genéticas que pudieran aparecer con el
paso del tiempo. Realizar estudios similares en humanos seria interesante, pero

existen limitaciones de participacion de individuos por cuestiones éticas.
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en la presente tesis doctoral nos permiten establecer

las siguientes conclusiones.

1.- En esta tesis doctoral hemos descrito una técnica para la sustitucion parcial
de la uretra de rata por mucosa oral que ha sido factible, facil de llevar a cabo sin que
presente practicamente complicaciones, y que nos ha permitido evaluar las

modificaciones que se producen en los injertos de mucosa oral a nivel uretral.

2.- La funcionalidad de la uretra de rata en la que se ha implantado un injerto
de mucosa oral autéloga ha sido excelente, casi exenta de complicaciones, siendo la
miccién normal y macroscOpicamente sin alteraciones morfolégicas en la anatomia
peneana. No hubo tampoco complicaciones en la zona donante, sin retracciones,

cicatrizaciéon anémala ni dificultades en la alimentacion.

3.- La adaptacion del injerto a la zona donante es tal que la integracion es
completa y las caracteristicas estructurales evaluadas por andlisis histolégico van
cambiando progresivamente. El epitelio estratificado pasa a ser pseudoestratificado a
partir de los 90 dias postinjerto. Desde los primeros 10 dias se observan adecuados

niveles de integracion, con un estroma rico en fibras de coldgena vy fibroblastos y
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abundantes vasos sanguineos. Progresivamente va desapareciendo la leve reaccion
inflamatoria inicial, apareciendo una integracion completa, ademas la mucosa oral no
sufre alteraciones ultraestructurales que originen formaciones degenerativas o
tumorales. De modo que desaparecen las caracteristicas propias de la zona donante
(mucosa oral) y aparecen las tipicas de la zona receptora (uretra).

4.- Las caracteristicas funcionales evaluadas por la expresion de marcadores
epiteliales (citoqueratinas y filagrina) nos indican que se produce un cambio
progresivo, a partir de los 60 dias la expresividad de los mismos es practicamente
similar a la hallada en la uretra nativa, encontrando como Unica diferencia una menor
intensidad en expresividad de CK 13; sin evidencia de expresion de marcadores
tipicos de la zona donante. Podemos decir que la mucosa oral, tras un periodo de
exposicion al medio ambiente urinario, partiendo de células adultas con un epitelio
estratificado, se origina un epitelio pseudoestratificado, y sufre un proceso de

transdiferenciacion a mucosa uretral.
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