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RESUMEN



La trompa uterina (TU) es un oOrgano tubular del sistema reproductor
femenino que conecta el espacio peri-évarico con la cavidad uterina y desempefia
funciones fundamentales del proceso reproductivo. Sin embargo, existe escasa
informacion sobre la composicion y funcién de las moléculas que componen la
matriz extracelular (MEC) de la TU en la especie humana. La MEC es un complejo
supramolecular sintetizado por células, el cual estd restringido a 2
compartimientos: membranas basales y espacios intersticiales. Las moléculas de
la MEC no solo juegan un rol estructural importante, sino que ademas son
fundamentales para el crecimiento celular, supervivencia, y diferenciacion en todos
los tejidos biolégicos. En este contexto, el objetivo de esta Tesis Doctoral fue
establecer los patrones estructurales y arquitecturales, histoquimicos e
inmunohistoquimicos, de los componentes fibrilares (colagenos |, Il y fibras
elasticas) y no fibrilares (decorin, biglican, fiboromodulin, versican, glicoproteinas)
de la MEC de la TU humana, en las distintas fases del ciclo menstrual para su
utilizacion como modelos bioestructurales aplicables en protocolos de ingenieria
tisular. Los resultados de este estudio muestran una amplia distribuciéon de
colageno | y lll en el estroma de la TU. En la mucosa, existe una inmunomarcacion
positiva para versican y fiboromodulin en la superficie epitelial apical, mientras que
decorin y fiboromodulin fueron observados en la lamina propia. Versican y decorin
fueron advertidos en el estroma de la capa muscular, en cambio todos los
proteoglicanos estudiados fueron encontrados en la serosa. Curiosamente,
biglican principalmente estuvo restringido a la pared de los vasos sanguineos de
diverso calibre, tanto de la capa serosa como muscular. Ademas, se observé una

marcacion positiva para colagenos, decorin, versican y fibromodulin en fasciculos
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nerviosos periféricos. La distribucion diferencial de estas moléculas de las MEC en
diferentes capas de la TU podria estar relacionada con funciones estructurales y
biomecanicas especificas necesarias para un transporte oviductal, fecundacion
exitosa y etapas tempranas de la embriogénesis. Sin embargo, son necesarias
investigaciones futuras mediante técnicas de biologia celular y molecular para
dilucidar el rol de las moléculas de la MEC de la TU en condiciones normales y
patolégicas. En relacién a la ingenieria tisular (IT) de la TU humana, no existen
estrategias definidas para la generacion de sustitutos para la reparacion o
reemplazo de este Organo. En este contexto, nuestros resultados proveen
pardmetros morfologicos, celulares, histoquimicos e inmunohistoquimicos

necesarios para la construccién de sustitutos de TU por diversas estrategias de IT.
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INTRODUCCION



La construccidn de tejidos artificiales viables de naturaleza biolégica equivalentes a
los tejidos y drganos del cuerpo humano, objeto ultimo de la IT constituye actualmente
una de las alternativas mds importantes a los problemas que genera el trasplante en
algunas zonas y a la imposibilidad de llevar a cabo un trasplante en algunas otras [1, 2].
En relacidén a la IT de la TU humana, no existen estrategias definidas para la generacién
de sustitutos para la reparacién o reemplazo de este érgano. No obstante, la estructura
de la TU puede ser afectada por diversas patologias que pueden llevar a un dano parcial o
pérdida total del 6rgano y en algunos casos una alteracién de la fertilidad [3, 4]. Un area
importante para una potencial aplicacién de la IT en mujeres es la cirugia reconstructiva
del aparato reproductor femenino, sin embargo, existe escasa informacion al respecto [5].

En el primer apartado de la presente tesis doctoral se explicaran las caracteristicas
anatdmicas, histolégicas y embrioldgicas de la TU humana. En un segundo apartado, se
describird la importancia y funcién del componente fibrilar y no fibrilar de la MEC de
diversos tejidos humanos, con especial énfasis en los drganos reproductores femeninos.
En un tercer apartado, se sefalaran las diversas patologias que pueden alterar u
ocasionar una pérdida total de la TU y sus eventuales consecuencias. Finalmente, y antes
de exponer los objetivos, dedicaremos el ultimo apartado a describir algunas
generalidades de la IT, composicién de los tejidos artificiales y el estado de arte de la IT

en el aparato genital femenino.
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1.- GENERALIDADES DE LA TU

1.1 Embriologiadela TU

La determinacion sexual de un individuo comienza en el momento de la
fecundacion cuando el cromosoma Y o el X se unen al cromosoma X ya presente
en el 6vulo. A pesar de que el sexo genotipico se establece durante la
fecundacion, el sexo fenotipico macroscépico no se hace maniesfiesto hasta la
séptima semana del desarrollo [6]. Tradicionalmente, se considera que la
diferenciacion del fenotipo sexual comienza en las gbnadas y progesa mediante la
influencia (hormonal) que estas ejercen sobre el sistema de conductos sexuales
(Fig.1). En relacion a la determinacion sexual secundaria, la ausencia del
cromosoma Y, desemboca en desarrollo del primordio de la gonada hacia ovario.
Los ovarios producen estrogeno, una hormona que permite el desarrollo de los
conductos de Miiller (conductos paramesonéfrico) hacia Utero, trompas uterinas, y

extremo superior de la vagina [7].
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Fig.1 Influencia de las glandulas sexuales sobre la diferenciacion sexual futura [7].

Los embriones masculinos y femeninos tienen incialmente 2 pares de
conductos genitales: los conductos mesonéfricos y los paramesonéfricos. Sin
embargo, en embriones que poseen ovarios, los conductos mesonéfricos
involucionan a falta de testosterona y se desarrollan conductos paramesonéfricos
por ausencia de la sustancia inhibidora Miilleriana (SIM) [8]. Los conductos
paramesonéfricos aparecen como una invaginaciones del epitelio superficial en la
cara anterolateral de la cresta urogenital, la cual se origina a partir del mesodermo
intermedio [6, 7]. Se ha descrito que la formacion inicial de los conductos
paramesonéfricos depende de las sefiales de Wnt. De alguna forma, Wnt-7a
participa en el mantenimiento de la expresion de una secuencia de genes Hox que

estan extendidos por el aparato genital femenino [6]. En esta linea, Hoxa-9 se
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expresa en las trompas uterinas, Hoxa-10 en el Gtero, Hoxa 11 en el Utero y cérvix
y Hoxa-12 en la parte superior de la vagina [6]. Los conductos paramesonéfricos
se convertiran en los conductos genitales femeninos principales (Fig. 2). Al
comienzo se observan 3 porciones en cada conducto [7]: I) una porcion craneal
vertical que desemboca en la cavidad abdominal; Il) una porcion horizontal, que
cruza el conducto mesonéfrico, y Ill) una porcidon caudal vertical que se fusiona
con el correspondiente del lado opuesto. Después de que se produce el descenso

del ovario las dos primeras porciones se convierten en las trompas uterinas.

Cordones corticales

Cordones medulares
Tubulos mesonefricos
Mesonéfros

Conducio mesonéfrico

Conducto paramesonéfrico ——

Ligamento inguinal -

Tubérculo de Muller
Seno urogenital

Fig. 2 Conductos de Miuller (paramesonéfrico) y de Wolff (mesonéfrico) [9].
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1.2 Anatomia de la TU

Las trompas uterinas son dos conductos que se extienden a lo largo del
borde superior de los ligamentos anchos del Utero. La trompa, es un érgano
tubular que conecta el espacio peri-ovarico con el uUtero Su longitud es de
aproximadamente 10 cm y su didmetro externo mide alrededor de 3 mm en el
cuerno del Utero y aumenta de medial a lateral alcanzando 7- 8 mm. En la trompa
uterina se distinguen 4 segmentos (Fig. 3) [10, 11]:

Infundibulo: Es el extremo lateral en forma de embudo que se proyecta mas
alld del ligamento ancho y recubre el ovario. El extremo libre posee procesos
digitiformes que se denominan fimbrias y su longitud varia entre 10-15 mm.

Ampolla: Es la porcion mas voluminosa y larga de la trompa. Mide 7-8 cm
de longitud y 7-8 mm de didmetro. Es la parte mas ancha de la trompa.

Istmo: Es la porcion mas estrecha y mide 3-4 cm de longitud y 3-4 mm de
diametro.

Porcion intramural: Es el segmento que perfora la pared uterina y mide

aproximadamente 1 cm de longitud y 0,5 de diametro interno.
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Fig. 3 Segmentos de la trompa uterina [12]. (1):fimbria, (2): ampolla, (3): istmo.

Cabe hacer notar que se distinguen 2 transiciones de un segmento al
siguiente que se designan union istmo ampular (UIA) y unién istmo uterina (UIU)
[13]. La inervacién simpética es extensa en comparacion con la parasimpatica, las
fibras nerviosas provienen en parte del plexo ovarico y del plexo Uterovaginal [14].
Las arterias de la trompa provienen del arco arterial formado por la rama tubéarica
lateral que es rama de la arteria ovarica y por la rama tubarica que es rama de la
arteria uterina (Fig. 4) [11]. Por otro lado, los vasos linfaticos acompafian a los
vasos sanguineos ovaricos y drenan en los nodos cercanos a las venas renales

derecha e izquierda a los nodos iliacos comunes y presacros [15].
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Fig. 5 Irrigacion sanguinea de la trompa uterina [16].

1.3 Histofisiologia de la TU

En un corte transversal podemos reconocer distintas capas que constituyen

la TU: mucosa, muscular y serosa. La mucosa presenta un epitelio cilindrico
simple compuesto por 3 tipos celulares: células ciliadas, secretoras e intercaladas
(Fig. 5) [15, 17]. Recientemente, ha sido descrito que la célula peg corresponde a
un estado de variacion de la célula secretora durante el ciclo menstrual [15]. Se ha
descrito que el numero de celulas varia en los diferentes segmentos de la TU
debido a variaciones durante el ciclo menstrual. En este sentido, las células

ciliadas son mas prominentes en la mucosa de la TU y predominantes durante la
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fase media del ciclo y alcanzan un nadir durante la menstruacién [15]. La densidad
de las células ciliadas y su altura es aumentada por los estrégenos y disminuida
por las progestinas lo cual coincide con las variaciones observadas a lo largo del
ciclo mentrual y vida reproductiva de la mujer [18]. Durante la gestacion el nUmero
de celulas ciliadas continda disminuyendo. Se ha sefialado que el transporte del
ovocito a través de la ampolla depende fundamentalmente de la actividad de las
celulas ciliadas cuyos cilios baten sincronicamente hacia el Gtero, mientras que el
transporte del embriébn por el istmo depende principalmente de la actividad
contractil de la capa muscular la cual presenta un caracter estocéstico con un débil
sesgo hacia el Utero [13]. Por otro lado las células secretoras dan origen al fluido
oviductal que se forma por transudado del plasma y secrecion activa variando en
cantidad, composicion y propiedades reolégicas, segun la etapa del ciclo ovarico
[18]. El volumen de fluido es maximo durante la ovulacion y minimo durante la fase

[Utea.

22



Gain st
&

L)

o
RCA

i
3

)
®

a

Fig. 5 (a) Esquema de corte traversal de la ampolla e istmo de la trompa
uterina. (b-c) Microfotografia de la TU humana. La imagen (b) corresponde a un
corte transversal de la ampolla donde se advierte la capa mucosa, muscular y
serosa. La imagen (c) corresponde a la mucosa, formada por un epitelio columnar
simple con células ciliadas y secretoras (peg) (flecha) [17, 19]. TS: tunica serosa,

TM: tinica muscular, Tmu: tinica mucosa, BV: vasos sanguineos.

Subyacente al epitelio se observa la lamina propia constituida por tejido
conectivo laxo que contiene fibroblastos, mastocitos, células linfoides, colageno y
fibras reticulares [20]. En toda su longitud la mucosa presenta pliegues
longitudinales relativamente delgados que se proyectan a la luz del érgano (Fig.
6). Estos pligues son mas abundantes y ramificados en la ampolla y se tornan mas
pequefios en el istmo y quedan reducidos a simples protrusiones en la porcion

intramural [17].

23




Fig. 6 Microscopia electrénica de barrido de porcion istmica de la TU de cerda,

nétese los pliegues de la mucosa [21].

Otro aspecto morfo-funcional importante de la mucosa tubaria es la
adhesion de los espermatozoides al epitelio de revestimiento. La union de los
espermatozoides al epitelio posterga la capacitacion y prolonga la vida fértil del

espermatozoide mientras espera que ocurra la ovulacion (Fig. 7). Una vez que se
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capacitan se liberan, en este sentido se adhieren los que aun no se han
capacitado [22, 23]. Los cambios mas notorios posteriores a la interaccion entre
espermatozoides-epitelio son la aparicion de una motilidad hiperactivada y un

tiempo de latencia menor para experimentar la reaccion acrosémica [13].

i
WL MR

= o

fo—

Fig. 7 Esquema de adhesion de los espermatozoides al epitelio oviductal [13].

La capa muscular estd compuesta por musculo liso, la cual no forma capas
bien definidas, sin embargo los haces mas internos tienen una organizacion
circular o con trayecto algo espiral y los mas externos son longitudinales (Fig. 8)
[24]. Cabe destacar que la capa muscular es delgada en la ampolla y gruesa a
nivel de istmo. Entre los haces musculares se encuentra una cantidad variable de
tejido conectivo [20]. No se observa una linea clara de separacién entre las 2
capas salvo la presencia de tejido conectivo entre las células musculares lisas.
Ademas, en el istmo, cerca de la union Utero-tubaria existe una capa longitudinal

interna [15].
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La musculatura lisa de la TU exhibe contracciones breves y frecuentes
denominadas episddicas y contracciones sostenidas o tonicas. Las primeras son
responsables del movimiento pendular del cigoto en el interior de la TU y se
generan por la actividad de multiples marcapasos que cambian permanentemente
de ubicacion [13]. La propagacion de la actividad mioeléctrica a partir de un
marcapasos ocurre en ambas direcciones por corto trecho a una velocidad de 1 a
2 mm por segundo [13, 18]. Las contracciones tonicas ocurren al nivel de la union
istmo-ampular y de la unién istmo-uterina y son determinantes de la detencion

transitoria del transporte que ocurre en estos puntos [13, 18].

Fig. 8 Organizacion de las capas de musculo liso de la TU y su relacion con el

atero [21].
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La capa serosa esta formada por una lamina constituida por un epitelio
simple plano y una capa de tejido conectivo laxo [20]. Subyacente a la serosa y en
el interior de la mucosa existen una gran cantidad de vasos sanguineos que son
continuacion de los vasos uterinos y ovaricos [25, 26]. Se ha descrito que los
vasos linfaticos se observan como largas hendiduras tapizadas por un delgado
endotelio. Cabe hacer notar que junto a los vasos sanguineos de la serosa y la
porcion externa de la muscular transcurren grandes nervios periféricos. La trompa
uterina posee inervacion simpéatica y parasimpética y en la parte interna de la capa
muscular existe un plexo que proporciona inervacion a la muscular y mucosa [26)].

Los estudios del transporte tubario en la mujer son escasos. La fase
oviductal de transporte se inicia después de la ovulacion hasta que la morula pasa
a la cavidad uterina. En la mujer tiene una duracién de 80 horas aproximadamente
[27]. El transito del ovocito desde el foliculo que ovula hasta el lumen tubario dura
entre minutos a horas. Este proceso comprende la ruptura folicular y extrusion del
cumulo odforo, contacto de este con la fimbria y la accibn de la corriente
mucociliar que lo arrastra hasta el infundibulo [13]. Durante el transporte ampular,
el cimulo se desplaza hacia adelante y atras, estos movimientos se explican por
contracciones musculares. El transporte a lo largo de la ampolla dura minutos
mientras que el transporte a lo largo del istmo dura de horas a dias [18]. En este
sentido cuando el cigoto llega a la UIA, su avance se detiene por horas o dias.
Una vez que el cigoto cruza la UIA se inicia su transporte por el istmo, lo cual
ocurre también por rapidos movimientos hacia delante y atras. Cuando es posible
observar el fenomeno, se advierte que el cigoto va dentro de un bolo de liquido

que se desplaza a alta velocidad por cambios en las gradientes de presion
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intraluminal causados por contracciones y relajaciones simultaneas y sucesivas de
la capa muscular a lo largo del istmo [13, 28]. En la mujer, el cigoto permanece
aproximadamente 70 horas en el extremo ampular de la UIA y luego atraviesa el
istmo en 10 horas [13, 27].

El momento y el estado de desarrollo en que el cigoto pasa de la TU al
Gtero varia entre especies, sin embargo, es comun que lo haga en estado de
moérula 3 o 4 dias después de la ovulacion [8]. Muchas etapas del proceso
reproductivo ocurren en la TU, dichos estadios estan sujetas a regulacion
fisiolégica a través de sefiales provenientes del ovario, de la estimulacion sensorial
gue provee el coito, de los espermatozoides que se adhieren al epitelio, o el propio
cigoto o embrion [13, 18].

No obstante, a lo antes expuesto, existe escasa informacion de los
mecanismos de regulacion involucrados en el transporte oviductal del ovocito y
embrion en la especie humana. Se ha descrito que en la mujer la administracién
de altas dosis de estradiol y progesterona después de la ovulacién no acelera el
transporte tubario [13]. Por otra parte, el embriébn preimplantacional humano in
vitro libera PAF (Platelet-activating factor) al medio de cultivo y la mucosa de la TU
expresa el receptor de PAF y la enzima PAF acetilhidrolasa, ambos elementos
importantes en la accion de PAF. En este sentido, se sugiere que el embrion
humano controla el momento en que pasa al Utero secretando este agente [13,
29].

Dentro de las funciones generales de la TU podemos mencionar [13]:

. Capta el complejo cumulo-oocito.
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. Mantiene la viabilidad y ascenso de los espermatozoides al sitio de la
fecundacion.
. Provee el espacio y ambiente bioldgico en el cual se produce la

fecundacion.

. Nutre al huevo mientras es transportado hacia el Utero.
. Posiblemente amplifica sefiales del embrién a la madre.
. Conduce al embrién hacia el endometrio en un momento y estado de

desarrollo en sintonia con la sincronizacion que ambos requieren.

2.-MATRIZ EXTRACELULAR (MEC) DE LA TROMPA UTERINA

2.1 Matriz extracelular, composicién y clasificacion

La TU es un 6rgano tubular que conecta el espacio periovarico con el utero.
Tal como se mencion6 anteriormente, la pared de la TU esta compuesta de 3
capas; mucosa, muscular y serosa [15, 17, 26], donde la MEC juega un rol
estructural importante en la funcién reproductiva [30]. La MEC esta compuesta por
una serie de moléculas complejas y liquido intersticial. Los componentes se
clasifican en un componente fibrilar (colagenas, elasticas y reticulares) y un
componente no fibrilar (glicoproteinas y proteoglicanos). La MEC de un 6érgano
esta tipicamente restringida a 2 compartimientos basicos, la membrana basal y los
espacios intersticiales. En este sentido, la MEC consiste en una combinacién de

proteinas fibrosas embebidas en un gel hidratado de polisacaridos denominado
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sustancia fundamental [31, 32] , el cual proporciona estructura y un microambiente
idoneo para el normal funcionamiento celular a nivel tisular y organico [31, 33, 34].
En décadas anteriores se pensaba que la MEC sélo tenia un rol estructural, sin
embargo actualmente se sabe que cumple diversas funciones [20]:

e Modificacion de la morfologia y funciones de las células.

e Regular su supervivencia.

e Influir en su desarrollo.

e Regular la migracion.

e Dirigir su actividad mitotica.

e Asociarse con las células.

En el mismo contexto, existen diversas variedades de tejido conjuntivo
formados por los constituyentes basicos ya descritos (células y MEC). Las células
gue componen mayoritariamente al tejido conectivo son: fibroblastos, mastocitos,
macrofagos y leucocitos [12]. La estirpe celular y la composicion de la MEC varia
de acuerdo a la funcién del tejido u 6rgano [17]. En este sentido, destacan los
fibroblastos ya que sintetizan proteoglicanos, glicoproteinas y precursores de
diferentes tipos de colageno y elastina [12]. Los fibroblastos poseen un citoplasma
abundante con numerosas prolongaciones. Su nucleo es ovoide, grande y poco
cromatico con una cromatina fina y nucléolo poco prominente [31]. Las
denominaciones que reciben estos distintos tipos de tejidos conectivo reflejan su
componente predominante o la organizacion estructural del tejido. Existen 2 tipos

de tejido conectivo propiamente dicho: laxo y denso (Fig. 9).
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El tejido conectivo laxo soporta estructuras que usualmente estan
sometidas a presiones y roces pequefios. Es un tejido de amplia distribucién en el
organismo humano que ocupa espacio que quedan entre grupos de ceélulas
musculares, que soporta las células epiteliales, que forma capas alrededor de los
vasos sanguineos y que se encuentra en las mucosas y submucosas [31]. Este
tejido presenta mayor niumero de células que de fibras colagenas [12]. Las células
mas abundantes son los fibroblastos y los macréfagos, aunque también estan
presentes todos los demas tipos celulares del tejido conjuntivo, ademas de las
fibras colagenas y elasticas [20, 26]. Tiene una consistencia viscosa a gelatinosa,
y desempefia un papel importante en la difusion de oxigeno y las sustancias
nutritivas desde los vasos sanguineos pequefios que transcurren por el tejido
conectivo, asi como también en la difusién del diéxido de carbono y los desechos
metabolicos hacia los mismos vasos [17].

El tejido conjuntivo denso se diferencia del laxo en que muestra un
componente fibrilar muy abundante y un componente celular escaso [31]. En esta
linea, cuando las fibras de coldgeno poseen una organizacibn azarosa se
denomina tejido conjuntivo denso irregular (no modelado), en cambio cuando las
fibras de colagenos se organizan de forma paralela unas con otras se denomina
tejido conjuntivo denso regular (modelado) [26]. El tejido conjuntivo denso esta

adaptado para ofrecer resistencia y proteccion a los tejidos [31]
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Tejido conjuntivo adulto: tejido laxo (areolar)

LE A - -

Nucleo oval de
un fibroblasto

Los haces de
coldgeno son
gruesos y ondulados

Fig.9 Clasificacion de los diversos tipos de tejido conectivo propiamente dicho [12].
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2.2 Componentes fibrilares de la MEC de la TU

El componente fibrilar de la MEC esta compuesto por 3 tipos fundamentales

de fibras, las fibras colagenas, elasticas y reticulares.

Fibras colagenas

Las fibras de colageno estan formadas por unidades de tropocoldgeno cuya
secuencia de aminoacidos de cadenas alfas le permite clasificarlos en al menos
35 tipos de fibras diferentes [20]. Las moléculas de tropocolageno estan formadas
por 3 cadenas polipeptidicas, llamadas cadenas alfa. Cada cadena alfa esta
compuesta por aproximadamente 1000 aminoacidos, cada 3 aminoacidos uno
corresponde a glicina, y la mayoria de los aminoacidos restantes son prolina,
hidroxiprolina e hidroxilisina [17, 20]. Esta familia de proteinas es muy importante y
corresponde a un 20-25% de las proteinas del organismo [26]. Los diferentes tipos
de colagenos se encuentran en zonas diferentes del organismo, donde poseen
funciones especificas [15]. Los colagenos son estructuras helicoidales de
aproximadamente 300 nm de longitud y 1,5 nm de diametro, las cuales tienen la
capacidad de formar fibras [35]. La sintesis del colageno comienza en el reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), donde el precolageno es sintetizado con un péptido
sefal y liberado en forma de procolageno en la cisterna del RER (Fig. 10). El
procolageno esta formado por 3 cadenas peptidicas, no contiene péptido sefial y
se ensambla en una triple hélice. La hidroxilacion de los residuos de prolina y

lisina tiene lugar en el RER y requiere de la presencia del cofactor acido ascoérbico
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(vitamina C). El empaquetamiento y secrecion del colageno suceden el aparato de
Golgi. A continuacién, se mencionan 3 procesos que tiene lugar en el espacio
extracelular [12]:

1.- Eliminacion de los extremos no helicoidales por la enzima procolageno
peptidasa, dando origen al tropocolageno.

2.- Autoagregacion de las moléculas de tropocdlageno que conduce a la
formacion de fibrilla de colageno. La lisilo oxidasa cataliza el entrecruzamiento de
dichas moléculas.

3.- El entrecruzamiento de las fibrillas de colageno origina las fibras de
colageno. En este proceso interviene los colagenos FACIT (IX, XlI, XIV, XIX, XXI)

y proteoglicanos.
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Fig. 10 Etapas de la sintesis de colageno | [12].

Las consecuencias genotipicas de la mutacién en los genes que codifican
los colagenos fibrilares (I, II, Il y V) indican que la funcién principal de estas
proteinas es proveer alta resistencia a la traccién [3]. Por ejemplo, mutaciones en
los genes que codifican COLA1l y COLA2, causan osteogénesis imperfecta y
sindrome de Ehlers-Danlos, caracterizado por hiperextensibilidad y fragilidad de la
piel, hipermovilidad en articulaciones con o sin anormalidades de los huesos [3,

36, 37]. Cabe hacer notar que los colagenos son una de las macromoléculas mas
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importantes de la MEC ya que determinan gran parte de las propiedades
biomecanicas de un tejido [38, 39].

Existen escasos estudios en humanos de la expresion y distribucion de
moléculas de la MEC de la TU, siendo la mayoria estudios histoquimicos [40-43].
En este sentido, destaca el trabajo de Schultka et al [44] quien estudio la
distribucion de colagenos (I, IlI, 1V, V, VI) en TU de mujeres entre 32 y 67 afos.
Los autores concluyen que el tejido conectivo de la TU estd compuesto por
importantes proteinas estructurales, las cuales forman una complicada
arquitectura de la MEC que cambia con la edad. Ademas, Ohashi et al [45]
demostré la expresiéon de colageno | en el oviducto de codorniz japonesa por PCR

e inmunofluorescencia.

Fibras elasticas

La elasticidad del tejido conectivo se debe principalmente a la presencia de
las fibras elasticas, uno de los componentes fibrilares de la MEC. Generalmente,
en el tejido conjuntivo son finas largas y ramificadas, pero pueden formar haces
mas gruesos en los ligamentos o laminas fenestradas [20]. Las fibras elasticas se
encuentran rodeadas de sustancia fundamental y se advierten como filamentos
alargados que varian entre 1 a 4 micras de didmetro y en algunos ligamentos
pueden alcanzar de 10-12 micras [31, 46]. Las fibras elasticas estan compuestas
por una proteina hidrofoba, la elastina, la cual forma una masa amorfa que
progresivamente se rodea por microfibrillas (fibrilinas) para forman una fibra
elastica madura [17, 26]. Las microfibrillas que rodean a la elastina se organizan

en distintas direcciones, lo cual dependera del sentido del estiramiento de las
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fibras elasticas [17]. La organizacion que pueden adoptar las fibras elasticas
(fiboras o ldminas) puede alterar las propiedades biomecénicas de los tejidos
biologicos [38].

Las fibras elasticas se pueden identificar por diversas técnicas
histoquimicas como fucsina resorcina, fucsina adheidica, Verhoeff y orceina [47,
48]. La técnica histoquimica de orceina fue la elegida para identificar las fibras
elasticas en la presente Tesis Doctoral.

Las fibras elasticas son sintetizadas por los fibroblastos, asi como por las
células del musculo liso de vasos sanguineos y los condrocitos del cartilago
elastico [49]. En este sentido, al igual de lo que sucede en la sintesis del
colageno, en la sintesis de las fibras elasticas participan el RER y aparato de Golgi
(Fig. 11) [26]. La proelastina la molécula precursora de la elastina, se escinde y
secreta en forma de tropoelastina [12]. En el espacio extracelular interacciona con
fibrilinas y fibulina 1 para organizar las fibras elasticas cuya agregacién origina
haces de fibras elasticas [20]. Cabe mencionar que la tropoelastina contiene un
aminoécido caracteristico de esta molécula, aunque inusual: la desmosina [17]. La
lisilo oxidasa lleva a cabo la oxidacion de 2 residuos de tropoelastina para generar
un anillo de desmosina que forma enlaces cruzados con las 2 moléculas de
tropoelastina [12]. El entrecruzamiento permite distencion y la recuperacion de la

tropoelastina, como si fuera un hilo elastico.
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Figura 4-6. Sintesis de las fibras elisticas
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Fig. 11 Sintesis de fibras elasticas [12].

En la presente Tesis Doctoral, el colageno tipo | y Ill, asi como también las
fibras elasticas han sido motivo de estudio tanto por técnicas histoquimicas como

inmunohistoquimicas, debido a su amplia distribucién en el organismo humano.

Fibras reticulares

Las fibras reticulares estan formadas principalmente por colageno Ill. Se
caracterizan por ser fibras muy delgadas 0,5- 2 micras y forman una red amplia en
determinados o¢rganos [31]. Las fibrillas individuales que constituyen la fibra
reticular exhiben un patron de bandas transversales con una periodicidad de 68
nm y generalmente no se organizan en fibras gruesas [17]. Estas fibras no son

visibles por técnica de hematoxilina-eosina (H-E) pero se tifien facilmente con
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técnicas argénticas y método de PAS gracias a su alto contenido de carbohidratos
en su superficie [31, 38, 48].

Las fibras reticulares tienen una distribucibn muy concreta siendo
elementos importantes de la MEC del tejido muscular, los 6érganos
hematopoyéticos vy linfoides, algunas glandulas endocrinas y en el endoneuro [31,

48].

2.3 Componentes no fibrilares de la MEC de la TU

El componente no fibrilar estd compuesto por diversas moléculas que
constituyen la sustancia fundamental. La sustancia fundamental es una mezcla de
glicosaminoglicanos (GAG), proteoglicanos y glicoproteinas, ademas este
complejo se caracteriza por estar altamente hidratado, ser incoloro y transparente
[17, 31]. Cabe destacar que la sustancia fundamental rellena los espacio entre las
células y fibras de la MEC, y debido a que es viscoso actia como lubricante y
barrera frente a la penetracion de microorganismos invasores [31]. En los tejidos
fijados en formol e incluidos en parafina los componentes hidrofilos de la sustancia
fundamental se han perdido parcialmente. Ademas, gran parte de estos
componentes no se pueden identificar con tinciones de rutina [17]. De manera,
que en la mayoria de los cortes histologicos la falta de aspecto o forma nitida,
contrasta con su importancia funcional. La sustancia fundamental consiste en 2
grandes grupos de moléculas: los proteoglicanos y las glicoproteinas. En el caso
de los proteoglicanos, estos estan compuestos por una cadena polipeptidica

central a la cual se unen de forma covalente los GAG. Las glicoproteinas estan
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constituidas por una proteina globular a la cual se unen cadenas de polisacaridos
[31, 50].

Uno de los principales componentes de la MEC son los proteoglicanos, los
cuales se definen por su contenido de GAG (Fig. 12). Los GAG son polimeros
lineales de disacéaridos portadores de residuos sulfato. Estas moléculas controlan
las funciones de los proteoglicanos a través del establecimiento de enlaces con
componentes de la superficie celular, factores de crecimiento y otros componentes

de la MEC [12].

Figura 411. Agregado de proteoglucano
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Fig. 12 Estructura general de los proteoglicanos [12].

Dentro de la gran diversidad de proteoglicanos existentes, fibromodulin,
biglican y decorin forman un grupo estructural y funcionalmente relacionados de
moléculas que participan en de la organizacién de la MEC y tienen importantes
efectos en el comportamiento celular [51, 52]. Estas moléculas son los llamados

pequefios proteoglicanos ricos en leucina (SLRPsS) y contienen una 0 mas
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cadenas de GAG de diversa composicion quimica tales como: condroitin sulfato,
dermatan sulfato o keratdn sulfato [50, 52]. Toda una serie de SLRPs se ha
mostrado que interactian con diferentes tipos de colageno y reconocen diferentes
sitios de la molécula [51]. La interaccién de colagenos con SLRPs puede ser
critica en un gran numero de procesos biolégicos, como la mantencién y
ensamblaje de la MEC durante el desarrollo, crecimiento y ademas durante la
cicatrizacion de heridas [52]. Experimentos de gene ablation han mostrado que los
ratones carentes de SLRPs tienen anormalidades de la fibrilogénesis del
colageno, fragilidad de la piel, opacidad de la cérnea, osteoporosis o0 esteoartritis
[53-55].

En el caso del proteoglicano biglican, este SLRP esta compuesto de una
proteina central y 2 cadenas de GAGs de condroitin o dermatan sufato [50]. Esta
molécula estad ampliamente distribuida en diversos 6rganos, tales como; utero [56],
placenta [57], pulmones fetales humanos [58] y cartilago [49]. En esta linea,
estudios in vitro han descrito la expresion de biglican por células endoteliales y
musculo liso [59]. Biglican es una molécula que de forma clasica se ha asociado a
la fibrilogénesis de las fibras de colageno [56, 60, 61]. Ademas, se ha descrito la
expresion de esta molécula en trabajos de ingenieria tisular en cartilago elastico
bajo condiciones de cultivo y cartilago elastico humano [49].

Decorin es un SLRP compuesto de una proteina central unida a cadenas de
GAGs condroitin o dermatan sulfato [62]. Decorin se ha descrito como una
molécula promiscua debido a que interactua con diferentes moléculas de la MEC,
moléculas de adhesion y receptores [51]. Ademas, existe evidencia que decorin y

biglican se unen TGF-B, modulando su actividad como un mediador de la
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inhibicion del crecimiento [63-65]. Decorin también esta asociado con fibras de
coldgeno y ha sido descrito que interactia con colageno | y VI, soportando la
hipotesis que este proteoglicano juega un rol en el ensamblaje de la MEC [66, 67].
Sin embargo, existe evidencia contradictoria sobre si decorin participa en la
formacién de fibras de colageno delgadas o gruesas [56, 68, 69].

Fibromodulin es un SLRP, el cual se une a colageno I, Il, VI y IX en solid
phase binding assays [70]. También, se ha descrito que participa en el proceso de
fibrilogénesis del colageno y puede actuar como reservorio de factores de
crecimiento [52, 68, 71]. Es interesante mencionar que Levens et al [72], sefald
que la hormona liberadora de gonadotrofina (GRH) reduce la expresién de
fioromodulin en el miometrio durante la fase proliferativa del ciclo menstrual
humano, sugiriendo que esta molécula estd bajo influencia de las hormonas
ovaricas.

Por otro lado, versican pertenece a la familia de las hialectinas, sus
importantes propiedades de interaccion con otras moléculas, permiten la
generacion de matrices altamente hidratadas y laxas [73]. Versican interactia con
diversas moléculas de la MEC y juega un rol importante en su ensamblaje [49, 74].
Westergren-Thorsson et al [75] sefialan que la estructura de versican, la cual
posee cadenas de condroitin/dermatan sulfato y la capacidad de generar
agregados con hialuronan, permiten la inmovilizacion de agua, de modo que se
incrementa la presién entre las fibras de colageno. Observaciones in vitro indican
que versican inhibe la adhesion célula-sustrato de fibroblastos primarios a

colageno |, fibronectina, vibronectina, y laminina [76].
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La interaccion entre moléculas de la MEC, factores de crecimiento y el
sistema adrenérgico se sugieren como parte de un complejo mecanismo
paracrino/autocrino necesario para la fertilizacion y etapas tempranas de la
embriogénesis [77]. La expresion y posibles funciones de moléculas de la MEC
han sido estudiados en el utero humano y de otras especies (ratén, rata) [78-80].
La importancia de estas moléculas (colagenos, fibras elasticas y proteoglicanos)
radica en que poseen roles clave en procesos de remodelacion del atero durante
el ciclo menstrual, asi como también durante la pre-implantacion, implantacion y
gestacion [56, 71, 81]. En este sentido, la presente Tesis Doctoral pretende
estudiar la expresion y distribucion de moléculas de la MEC (colagenos, fibras
elasticas y proteoglicanos) debido a su gran importancia en el proceso
reproductivo, asi como también su potencial rol en el desarrollo de estrategias

futuras de IT para la reparacion o reemplazo de este 6rgano.

3.- PATOLOGIAS DE LA TU

La estructura y normal funcionamiento de la TU puede verse afectada por
diversas condiciones patolégicas, las cuales se pueden agrupar de la siguiente

manera: anomalias congénitas, neoplasias, endometriosis y embarazo tubario.
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3.1 Anomalias congénitas de las TU

Las TU provienen de los extremos distales de los conductos
paramesonéfricos. Las anomalias congénitas de estas estructuras incluyen
orificios accesorios, agenesia completa segmentaria de la trompa y varios
vestigios quisticos embrionarios [82]. Los vestigios del conducto mesonéfrico en la
mujer incluyen unos cuantos tubulos ciegos en el mesoovario el denominado
epooforo y otros semejantes junto al utero en forma global llamado paraoo6foro
[82].

El quiste paratubarico es la alteracion primaria que mas afecta a las TU,
mide entre 0,5 a 1 cm de didmetro, de paredes translicidas, puede ser originadas
de estructuras derivadas de los conductos paramesonéfricos en cuyo caso esta
revestido de un epitelio cilindrico pseudoestratificado ciliado, o de estructuras
mesonéfricas en donde se encuentra revestido por un epitelio casi sin células
ciliadas y una capa muscular mas gruesa [18]. Los que se producen como
remanentes del conducto paramesonéfrico ocurren mas comunmente dentro del
ligamento ancho. Aunque este tipo de quiste es poco comun, raras veces causan
sintomas y generalmente son diagnosticados accidentalmente. Los sintomas se
manifiestan cuando crecen en forma excesiva, generando hemorragia por ruptura
o torcién [83]. La torsion es rara debido a su localizacidn; sin embargo, si esta
ocurre, frecuentemente estan involucrados el ligamento infundibulopélvico y el

ovario ipsilateral [84].
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3.2 Patologia neoplasica de la trompa uterina

La patologia neoplasica que afecta a la TU puede ser benigna o maligna, y
en relaciobn a su origen, las neoplasias malignas pueden ser primarias o

metastasicas.

3.2.1 Neoplasias benignas

Las neoplasias de este tipo son raras en las TU. El tumor adenomatoide es
el tumor benigno mas frecuente de las TU y se ubica en la serosa o inclusive en la
capa muscular. Esta constituido por células mesoteliales dispuestas en un patrén
sélido adenomatoide o pseudovascular [18]. Histologicamente, el tumor se
compone de canales, tubos o espacios seudoglandulares, algunos de ellos
dilatados, cubiertos por células aplanadas o cubicas, asi como nidos sélidos o
hileras de células redondeadas ricas en citoplasma [85].

Los leiomiomas de la TU son poco comunes y se originan del musculo liso
de la capa muscular, del ligamento ancho y de los vasos sanguineos [82]. Es
interesante mencionar que en raras ocasiones aparecen otras neoplasias
benignas, pero se ha descrito la presencia de hemangiomas, lipomas, condromas,
adenofibromas, cistadenofibromas, angiomiolipomas y tumores de origen nervioso

[82].
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3.2.2 Neoplasias malignas

El carcinoma de TU comparte varias caracteristicas clinicas con el cancer
ovarico epitelial. En este sentido, son comparables los factores de riesgo, los tipos
histoldgicos, la estatificacién quirdrgica, el patron de diseminacion, el tratamiento y
pronoéstico [18, 82]. Para considerarse un carcinoma primario de la TU, el tumor
debe localizarse a simple vista dentro de la TU o su fimbria, no obstante el ovario

y utero no deben contener carcinoma [18, 82].

3.2.3 Cancer de ovario y su relacion con la TU

El cancer de ovario es la principal causa de muerte por neoplasias
ginecoldgicas y la quinta causa de muerte por cancer en mujeres en los Estados
Unidos. El subtipo histolégico mas comun y letal del cancer epitelial de ovario es el
carcinoma seroso de alto grado (CSAG), que generalmente presenta
manifestaciones clinicas cuando se encuentra en una etapa avanzada. Se ha
sefalado que el CSAG puede estar asociado con mutaciones BRCA1 y BRCA2
[86]. Tradicionalmente, se ha descrito que el CSAG se origina a partir de la
proliferacion de células epiteliales ovaricas [87]. Sin embargo, actualmente se ha
descrito que la mayoria de los canceres ovaricos se originan en el epitelio de la TU
por descamacion de sus células tanto en mujeres de alto riesgo como en la
poblacion general [86]. En este sentido, Cheng, Heinegard [62] sefiala la

presencia de un nicho de células madre en la zona de transicion entre el epitelio
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ovarico y tubarico que podrian estar involucrada en el origen del cancer ovarico.
La tasa de acumulacion de mutaciones puede estar influenciada por la
menstruacion retrégrada, con paso a lo largo de la TU de la sangre menstrual que
contienen citokinas inflamatorias, dafio y reparacion causado por la ovulacion, por
la presencia de agentes infecciosos o irritantes, o por pérdida o ausencia de genes
BRCA-1 y BRCA-2 [88] (Fig. 13). Los carcinomas intraepiteliales tubaricos serosos
pueden evolucionar al cancer ovarico o peritoneal. Como resultado, la
salpingectomia profilactica con conservacion de los ovarios se ha convertido en
una practica cada vez mas comun para las mujeres pre-menopausicas para
reducir el riesgo de esta patologia, pero sacrificando la TU y su importante rol en
la reproduccion. Es preciso mencionar que la pérdida del érgano actualmente no
dispone de un tratamiento para recuperar dicha funcion, lo cual supone un desafio

importante, el cual podria ser abordado por la IT.
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Fig. 13 Causas de alteracion celular en el epitelio de la TU [88].
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3.3 Endometriosis tubaria

La endometriosis es una patologia en la que se desarrolla endometrio
ectopico fuera de la cavidad uterina. Esta alteracion afecta a 1 de cada 15 mujeres
en edad fértil, con una infertilidad asociada de un 30% [89]. Esta enfermedad
corresponde a la presencia de glandulas y estroma endometrial en la TU que
comprometen la serosa y causan adherencias hacia los ovarios [82]. El
endometrio ectopico sigue respondiendo a la estimulacion hormonal ciclica, con
fases de proliferacion y degradacion con hemorragia [18]. El tejido endometrial al
crecer en localizaciones anormales, estimula la fibrosis y puede producir
adherencias entre érganos vecinos. Los sintomas clinicos son dolor pélvico ciclico,
dismenorrea e infertilidad [89]. El tratamiento endocrino para regular el crecimiento

endometrial suele ser eficaz.

3.4 El embarazo ectépico tubario

Un embarazo ectopico o extrauterino es definido como un embarazo
implantado fuera de la cavidad uterina, aproximadamente en un 98% de los casos
la implantacion es tubaria [90-92]. En los paises en vias de desarrollo, la
incidencia es mucho mas alta, en este sentido 1 de cada 10 mujeres con

diagnéstico de embarazo ectopico tubario mueren por esta condicion [93]. El
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embarazo tubario es frecuentemente encontrado en la préctica ginecoldgica
humana en comparacion a otras especies animales. Lo escaso de encontrar
embarazos ectdpicos tubarios en animales sugiere que la implantacion tubaria
raramente ocurre, o que el embarazo no sobrevive lo suficiente para alcanzar
signos clinicos observables de esta condicién [94]. En este sentido, ha sido
reportado que la baja frecuencia de embarazos tubarios en primates no humanos
puede ser debido a la inhabilidad de la placenta implantada ectépica de mantener
el embarazo por un adecuado periodo de tiempo [95]. Sin embargo, las causas y
mecanismos de la implantacion ectopica en humanos no estan claramente
definidas [96].

Estudios en ratdn, conejo, ratas y ovejas han sefialado que los embriones
degeneran en el lugar implantado de las trompas obstruidas, ya sea porque el
ambiente tubario no es propicio para el desarrollo embrionario secretando factores
que previenen la implantacion tubaria o quizas el embrién confinado a la trompa es
incapaz de llevar a cabo un reconocimiento materno del embarazo [94, 97, 98].

Se han reportado porcentajes variables de embarazo ectdpico tubario en
diferentes segmentos, y se ha estimado que el segmento oviductal mas
frecuentemente involucrado es la ampolla (42-70%), y en segundo lugar es el
istmo (12-28%) [94, 99, 100]. Los embarazos tubarios terminan entre los 2-3
meses de la implantacion por hemorragia, ablacion del tejido coridnico o por rotura
del oviducto [101]. Ademas, toda una serie de factores de riesgo han sido
identificados que incluyen: tabaquismo, infeccion por Chlamydia trachomatis o

Neisseria Gonorrhea, cirugia previa y fertilizacion in vitro [91, 100, 102, 103].
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A pesar del hecho que los embarazos ectopicos ocurren en
aproximadamente 1-2% de los embarazos y son la mayor causa de morbilidad y
mortalidad materna en el primer trimestre, muy poco se conoce acerca de su
etiologia y mecanismos involucrados de esta patologia casi exclusiva de los
humanos [91, 92, 104, 105].

En mamiferos placentados, el Utero es receptivo a la implantacion del
blastocisto durante un espacio-tiempo restringido denominado “ventana de
implantacion”, cuando el medio ambiente intrauterino es favorable para la
implantacion del blastocisto [106] (Fig. 14). En ratones, esta limitado al dia 4 de
la gestacion [107]. El atero no puede iniciar la implantacion antes de este periodo
(dia 1-3). Inmediatamente después del estado receptivo el Utero espontaneamente
entra en una fase refractaria (dia 5) donde el medio ambiente intrauterino es hostil
para la sobrevivencia del blastocisto. De forma similar en humanos, el periodo de
receptividad ocurre entre el dia 20 y 24 de un ciclo menstrual regular (del dia 6 al
10 después del peak de LH) [108]. Estos procesos dinamicos involucran una
variedad de genes que incluyen citokinas, factores transcripcionales homeobox, y
genes del desarrollo que trabajan juntos con esteroides ovaricos para una

receptividad uterina especifica [108].
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Fig. 14 Attachment del blastocisto al epitelio endometrial [109].

Durante la implantaciéon el trofoblasto se adhiere (attach) a la
superficie apical del epitelio endometrial. Estudios moleculares en humanos y en
raton, y data de modelos experimentales han identificado una serie de moléculas
de adhesion que podrian tener un rol en este proceso: integrinas de la familia av,
trofonina, CD44, cad-11, el tipo H y I, oligosacéaridos y heparan sulfato [109].
Después del attachment, la invasion intersticial del trofoblasto ocurre requiriendo
un nuevo repertorio de interacciones adhesivas con la matriz extracelular materna,

asi como también el estroma y poblaciones celulares vasculares.
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4.- INGENIERIA TISULAR DE LA TU

4.1 Generalidades de ingenieria tisular (IT)

La construccion de tejidos artificiales viables de naturaleza biologica
equivalentes a los tejidos y 6rganos del cuerpo humano, objeto ultimo de la IT
constituye actualmente una de las alternativas mas importantes a los problemas
gue genera el trasplante en algunas zonas y a la imposibilidad de llevar a cabo un
trasplante en algunas otras por falta de donantes [1, 2]. Ademas, la utilizacion de
tejidos artificiales no sélo es importante como accidon terapéutica, sino también
como acto paliativo, como lo reportado por Zhang et al [110] en la reconstruccién
de defectos maxilofaciales causados por un carcinoma hipofaringeo [2]. En este
sentido, la ingenieria tisular consiste en la construccién de tejidos biologicos
artificiales y su utilizaciéon terapéutica para restaurar, sustituir, o incrementar las
actividades funcionales de los propios tejidos organicos [111]. Cabe hacer notar
que el término se utiliz6 por primera vez en 1987 por el Dr. YC Fung en la
Universidad de California [111]. La IT integra los descubrimientos de mudltiples
campos disciplinares, incluyendo ciencias morfologicas, biologia celular y
molecular, ciencias de los materiales, medicina entre otros, con el objetivo de
fabricar tejidos tridimensionales complejos y Organos que pueden servir como
implantes [1, 5, 112].

Es interesante mencionar que la construccion de tejidos artificiales ademas de

una opcion terapéutica constituye una alternativa para la sustitucion de animales
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de experimentacion en determinadas condiciones con la ventaja de poder utilizar
células o tejidos humanos en las investigaciones a desarrollar [113, 114].

Se ha sefialado que en Estados Unidos entre los afios 2000 y 2001 més de 70
compafias invirtieron aproximadamente 600 millones de dolares para desarrollar
nuevos productos vinculados a la IT [1, 115]. En este contexto, se estima que en el
2020 el volumen del negocio vinculado a la IT puede alcanzar una cifra de 200

billones de ddlares [1].

4.2Composicion de los tejidos artificiales

Los componentes de la ingenieria tisular comprenden: a) células, b)
biomateriales y c) factores de crecimiento; cada uno de estos componentes

presentan a su vez caracteristicas particulares para su utilizacion.

4.2.1 Células

En primera instancia se debe aislar e identificar una linea celular que sea de
facil multiplicacion y que eventualmente satisfaga las necesidades del paciente. El
origen y las caracteristicas de las células utilizadas puede ser diverso, pudiendo
utilizarse células autélogas (del paciente) o aloinjertos (de otro paciente) o
xenoinjertos (de otras especies) [3]. En este sentido, las células autdlogas son
consideradas el gold estandar para evitar el riesgo de rechazo inmunologico y

evitar los efectos colaterales del uso de drogas inmunosupresoras, sin embargo,
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en muchos casos resulta imposible conseguirlas del mismo paciente y se utilizan
células de origen alogénico [4].

Lo que hace que las células madre sean diferentes es su potencia, definida
como el numero de diferentes tipos celulares que una sola célula madre puede dar
origen. En este sentido, la potencia puede variar desde una célula unipotencial a
una multipotencial. Las células madre unipotenciales o multipotenciales, conocidas
como células madre adultas, se encuentran en todos los Organos y son
responsables de contrarrestar el desgaste fisioldgico [116]. Estas células son una
pequefia poblacién de crecimiento lento presentes durante toda nuestra vida, las
cuales estan en equilibrio entre la auto-renovacion y la diferenciacion [117].

De acuerdo a la opinion del el Mesenchymal and Tissue Stem cell
Committee de la International Society for Cellular Theraphy, las células madre
mesemquimaticas humanas que son aisladas desde diferentes tejidos por distintos
métodos deberian ser designadas como células madre mesenquimaticas
estromales multipotentes. Sin embargo, la clasificacion debe cumplir algunos
criterios minimos: a) Las células deben adherirse a superficies plasticas cuando
son cultivadas en medio de cultivo convencionales en presencia de suero bovino
al 10%; b) las células en su superficie deben expresar marcadores de células
mesemquimaticas; c) las células deben poder diferenciarse a fibroblastos,
adipocitos y condroblastos in vitro [118, 119].

A continuacion, se resume la clasificacion de las células madre de acuerdo
a su potencialidad (Fig. 15). La potencialidad representa la capacidad y

posibilidades de diferenciacion a distintos tipos celulares [3]:
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Fig. 15 Clasificacion de las células madre de acuerdo a su potencialidad

diferenciativa [3].

Ademas, de acuerdo al estado evolutivo, las células madre se pueden clasificar

en embrionarias y somaticas o adultas [3].

e Célula madre embrionaria: Derivan del embrién de los mamiferos en su
etapa de blastocisto (maciso celular interno) y posee la capacidad de
generar cualquier célula diferenciada en el organismo.

e Célula madre somética o adulta: Se encuentran en el feto, cordén umbilical
y adulto. Corresponde a una célula especializada dentro de la organizacion
de las células de un tejido especifico de un organismo ya formado, que esta

restringida en su capaciad de diferenciacion y es capaz Unicamente de
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generar células del tejido que representa, a las que debe recambiar de

forma natural.

También, es interesante mencionar el trabajo de Takahashi y Yamanaka [120],
quienes obtuvieron células madre pluripotentes a partir de fibroblastos (células
maduras) en condiciones de cultivo introduciendo algunos factores (Oct3/4, Sox2,
c-Myc, KiIf4), son las conocidas células iPs a las cuales se les augura un
importante uso terapéutico. Finalmente, una de las areas mas importantes de
investigacion en células madre y su aplicacion en la IT son la viabilidad y su
variacion en los diferentes subcultivos, aspecto que incide directamente en su

eficacia terapéutica [2, 121-126].

4.2.2 Biomateriales

En el &mbito de la IT el biomaterial se define como el componente del tejido
artificial que actia como soporte estructural tridimensional y funcional de las
células, y como agente facilitador para la accion sobre ellas de factores de
crecimiento y sefales moleculares, es decir la MEC nativa [2]. Los biomateriales
gue se utilizan IT para sustituir o imitar la MEC del tejido a reparar pueden ser de
origen sintético (acido polilactico, acido poliglicélico) o natural (colageno I, fibrina)
[4]. La utilizacion de biomateriales en terapéutica debe estar sometida al
cumplimiento de toda una serie de indicadores de calidad [3, 127, 128]:

e Biocompatibilidad por el organismo receptor.

e Ausencia de toxicidad o efectos secundarios.
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e Ser quimicamente estable e inerte (biomateriales no reabsorbibles).

e Facilidad de produccion y procesamiento.

e Cumplir con los requerimientos biomecanicos necesarios para llevar a cabo

su funcion en el organismo.

En un tejido construido mediante IT el biomaterial debe tener como actividad
basica promover la funcion y la viabilidad del tejido, es decir facilitar funciones
celulares de adhesion, proliferacion, migracion y diferenciacion celular [1, 2].
Debido a la limitada disponibilidad de fuentes autolégas y alogénicas los
investigadores han optado por descelularizacion de matrices de diversos tejidos.
La descelularizacion preserva la arquitectura de la MEC y minimiza los efectos del
rechazo inmune, sin embargo, el uso de agentes descelularizantes puede causar
la disrupcion de la ultraestructura y la generacion componente residuales celulares
(ej: acidos nucleicos), los cuales de no ser removidos durante el procesamiento
pueden causar efectos negativos en el huésped. En este sentido, mediante el uso
aloinjertos o xenoinjertos como material de partida, es posible tener una MEC
viable con las caracteristicas especificas del tejido [129]. Ademas, es interesante
mencionar que las moléculas de MEC estan altamente conservadas entre las
especies, de manera que la reaccion inmune dependera principalmente de la
presencia de material celular [130]. La eliminacion insuficiente de material celular
puede provocar una respuesta inflamatoria y alterar el proceso de regeneracion,
generando eventualmente un rechazo en el huésped [130-132].

Se han utilizado diferentes métodos para descelularizar tejidos, incluidos

meétodos fisicos, quimicos y enzimaticos [133]. Sin embargo, aun no se ha
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establecido un protocolo estandar confiable [134]. En este contexto, se ha descrito
en la literatura que se han descelularizado diferentes tejidos: higado [135],
vélvulas cardidcas [134], cornea [136] e intestino [137, 138] por diferentes
métodos. La eleccion del método de descelularizacion dependera en gran medida
de la naturaleza y la composicion molecular del tejido, siendo la composicion de la
MEC muy importante [139]. No obstante, independiente del método utilizado es
muy dificil eliminar todos los componentes celulares sin dafiar la ultraestructura y
la composicién de la MEC [139].

Diferentes tipos de descelularizacién quimica han sido utilizados, incluyendo
surfactantes (SDS, Triton X-100, SD, CHAPS), acidos y bases (acido paracetico,
EDTA, entre otros) [140]. Los surfactantes son los agentes descelularizantes mas
comunmente utilizados por lo general funcional lisando las células desorganizando
la membrana celular de fosfolipidos [141]. Triton X-100 a menudo es utilizado en la
descelularizacion por perfusién en 6érganos completos [140]. En solucion con
hidréxido de amonio, remueve completamente todo el ADN y mantiene gran
cantidad del colageno comparado con el tratamiento con SDS (deoxicolato de
sodio) [142]. En este sentido, la ultraestructura y propiedades mecéanicas fueron
bien preservadas siguiendo el protocolo de descelularizacion [143]. La
descelularizacion quimica se ha reportado en la literatura como un método eficaz

para el tratamiento de diversos érganos y tejidos [134, 136, 137, 139, 140].
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Por otro lado, cabe mencionar que Crapo et al [144] menciona criterios
cuantitativos para determinar los limites aceptables para la descelularizacién de un
tejido:

e <50 ng de ADN bicatenario (dsDNA) por mg de peso de ECM.

e Fragmento de ADN <200 pb de longitud.

e Falta de material nuclear visible en secciones de tejido tefiido con 4', 6'-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) o hematoxilina-eosina.

Por otro lado Phillips et al [139], sefialan la necesidad de establecer criterios de
evaluacion de los tejidos descelularizados incorporando la preservacion y/o
eliminacién de componentes de la MEC. En esta linea, proponen la evaluacion de
los siguientes parametros:

» Analisis histologico de colagenos, PG y fibras elasticas con métodos
histoquimicos e inmunohistoquimicos.

» Analisis de la ultraestructura con microscopia electrénica de transmision
para demostrar la preservacion y organizacion del estroma.

* Analisis cuantitativo del contenido de colageno y GAG con ensayos
bioquimicos.

» Analisis de propiedades biomecanicas bajo fuerzas de tension para
demostrar que la descelularizacion no altero estas propiedades.

Algunos de los tejidos mas utlizados en la regeneracion del aparato
reproductor femenino son la submucosa intestinal de cerdo, peritoneo y membrana
amniotica [4]. No obstante, se carece de informacion en la literatura sobre la

aplicacion de protocolos fisicos, quimicos o enzimaticos de descelularizacion en la
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TU humana y menos aun informacion sobre la preservacion adecuada de los

componentes estructurales de la MEC, siendo un campo a investigar.

4.2.3 Factores de crecimiento

Una amplia variedad de moléculas juega un rol importante en la proliferacion y
diferenciacion de diversos tipos celulares [3, 111]. Estos elementos son
secretados de forma enddgena por las células o bien, son el resultado de sefiales
paracrinas. Estas moléculas corresponden a los factores de crecimiento. Cabe
mencionar que la adicion de factores de crecimiento a células y matrices
extracelulares artificiales aumenta el éxito de los tejidos generados mediante IT en
comparacion con los que no reciben dicha adicion [145, 146]. Los factores de
crecimiento se pueden incorporar en asociacion con el biomaterial, directamente
(en solucién), o a través del uso de células que tienen la capacidad de sintetizar

en el interior del constructo y/o dichos tejidos [147, 148].

4. 3 Estrategias de la IT

La elaboracion de sustitutos por IT se puede llevar a cabo mediante diversas
estrategias 0 técnicas de biofabricacion. A continuacion se resumen las mas

utilizadas [111]:

IT por induccién: La construccion de un nuevo tejido se puede llevar a cabo

mediante fomentar la induccion del mismo en el seno del propio organismo. Es el
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caso de la utilizacion de factores de crecimiento con el objeto de estimular células
madre pluripotentes o células madre progenitoras existentes en la region que se
desea crear el nuevo tejido, estimulando su proliferacion, diferenciacion y
distribucién en el espacio y tiempo.

IT por transferencia celular: Las células son primero aisladas, mantenidas y
tratadas en in vitro y posteriormente se inyectan en la circulacion sanguinea o se
implantan en determinadas zonas del organismo para poder suplir la deficiencia
estructural y funcional. Un ejemplo de este tipo de estrategia corresponde a
transferencia de condrocitos aut6logos en patologias articulares.

IT por elaboracidn de constructos: Un constructo es la estructura que resulta de
la asociacion de los 3 elementos basicos: células, biomateriales y factores de
crecimiento. El disefio y la elaboracion de constructos por IT para uso clinico debe
intentar conseguir: 1) la naturaleza estructural y funcional de los tejidos nativos; 2)
los tamanos y formas deseadas; 3) la posibilidad de continuar su desarrollo una
vez implantado en el cuerpo; 4) la posibilidad de integrarse completamente en el

huésped.

4.4 Ingenieria tisular de la TU

En el campo de la IT existe escasa informacion en la literatura sobre
estrategias o experiencias utilizadas para el tratamiento de alteraciones de la TU.
No obstante, como se comenté anteriormente la estructura y funcién de la TU
puede ser afectada por diversas condiciones patoldgicas que pueden llevar a un

dafio parcial o pérdida total del érgano, y la eventual necesidad de reconstruccion
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o reemplazo [3, 4]. Un area importante para una potencial aplicacion de la IT en
mujeres es la cirugia reconstructiva genital [5]. Cabe mencionar que las
malformaciones congénitas o adquiridas pueden afectar de forma adversa la
anatomia del aparato genital femenino, teniendo como consecuencia en muchos
casos la alteracion de la fertilidad. Las malformaciones genitales tienen una
incidencia de 0,5-1 % en la poblacién femenina general [149]. En este contexto,
se han realizado algunos esfuerzos mediante IT para restaurar la anatomia nativa
de la vagina, permitiendo la funcion sexual y mejorando la calidad de vida de las
mujeres [5, 150, 151]. Destaca el estudio llevado por Dorin et al [152] quienes
demostraron una estrategia de reemplazo vaginal en un modelo autélogo en
conejas. En este modelo, los investigadores aislaron células epiteliales vaginales y
musculo liso que fueron traspasados a una matriz tubular hecha de acido
poliglicélico. Posteriormente, implantaron el constructo en conejas y después de 6
meses los autores demuestran la formacion de un tejido comparable al tejido
vaginal nativo en histoarquitectura y funcién [152].

Es importante destacar, que cuando se carece de tejido genital nativo, la
reconstruccion podria ser realizada eventualmente por otros tejidos u Organos
autologos de otras localizaciones anatdmicas (segmentos gastrointestinales, piel,
mucosa de diversas partes del cuerpo), de origen alogénico, tejido o matrices
heter6logas o xenogénicas (colageno bovino o porcino), y por materiales sintéticos
(silicona, poliuretano, teflon) [3, 4].

Cabe hacer notar, que a menudo se prefiere trasplantar los 6rganos o
tejidos frescos porque mantienen las caracteristicas e integridad de la MEC y la

complejidad celular que existe en el tejido nativo [4, 5]. El origen de estos tejidos
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puede ser alogénico o autdlogo. Generalmente, se prefiere el tejido autélogo para
evitar el rechazo inmunolégico y los efectos adversos de la terapia
iInmunosupresora [4, 5]. No obstante, existe una limitada disponibilidad de fuentes
autoldgas y alogénicas de manera que en las ultimas 2 décadas se ha optado por
descelularizacion de matrices de diversos tejidos. La descelularizacion mantiene la
integridad de la MEC y minimiza los efectos del rechazo inmune, sin embargo, los
diferentes métodos poseen algunas limitaciones [129, 134].

Como se ha comentado con anterioridad, los biomateriales deben ser
compatibles, promover la interaccion celular y el desarrollo del tejido, y poseer
determinadas propiedades biomecénicas [3]. En la literatura se ha sefialado que 3
clases de biomateriales han sido utilizados en ingenieria del tejido genitourinario:
materiales naturales (colageno, alginato, fibrina-agarosa), polimeros sintéticos
(acido poliglicélico, acido polilactico o caprolactona), y matrices acelulares o
descelularizadas (submucosa de vejiga, submucosa de intestino) [3-5, 153].

Cabe mencionar que una de las principales restricciones de la ingenieria
tisular es que las células no pueden ser implantadas en un volumen que exceda
los 3 mm?® debido a las limitaciones de la nutricién tisular e intercambio de gases
[154]. Para mejorar la vascularizacion del tejido se han utilizado 3 enfoques [3]:

e Incorporaciéon de factores angiogénicos en la bioingenieria del tejido.
e Sembrar células endoteliales con otros tipos celulares en la
bioingenieria del tejido.

e Prevascularizacion de la matriz anterior al sembrado de células.
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De forma concreta, la infertilidad secundaria a una alteracion de estructural
o funcional de la TU podria ser abordada desde la IT en 2 grandes categorias: 1)
Trasplante de Organos frescos o criopreservados en un huésped (Fig.16); 2)
abordaje desde la IT que utiliza la combinacion de células, factores de crecimiento
y biomateriales que aprovechan la capacidad del organismo de regenerar y

reparar los érganos reproductivos (Fig. 17).

(1. Autoinjerto o aloinjerto
o colecia de organo

{3/ Implantacion

Preparacion del injerto de
tejido o cultivo

Fig. 16 Esquema que representa el transplante de tejido/6rgano de un

autoinjerto y aloinjerto [4].
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Fig. 17 Fabricacién de injerto por ingeneria tisular para la reparacion de
organos reproductores femeninos integrando biomateriales, células y sefales

bioquimicas [4].
4.4.1 Células madre del aparato reproductor femenino

Las células madre poseen un enorme potencial para el desarrollo de
nuevos tratamientos para un amplio espectro de patologias. El aparato
reproductivo femenino requiere una rapida y bien regulada reconstitucion de una
gran variedad de tipos celulares y tejidos, aspecto que sugiere la existencia de un
gran numero de células madre [118]. Un amplio numero de células son
clasificadas como células madre. La propiedad comun de todas estas células es

su capacidad de realizar una division asimétrica.
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La TU forma parte del aparato reproductor femenino y sufre cambios
periddicos durante el ciclo menstrual que se traducen en dafio y regeneracion [30,
155]. La TU y el atero (endometrio) comparten el mismo origen embriolégico a
partir de la fusion de los conductos Miller, siendo tejidos muy dinadmicos, ambos
de origen mesodérmico [156]. Adema4s, tanto el endometrio como las TU sufren
cambios morfologicos y funcionales a lo largo del ciclo menstrual. EI endometrio
humano consiste en un epitelio que da origen a las glandulas y tejido conectivo
(células del estroma) que se originan a partir del mesodermo. En este sentido, se
ha sefialado la existencia de células madre en el endometrio [157, 158]. Kato et al
[159] aisl6 Side-population (SP) desde suspensiones de células endometriales y
separadas en 2 fracciones de acuerdo al tamafio cuando pasaron a traveés de un
filtro celular. La parte superior de la fraccion celular (retenida en el filtro) contiene
principalmente células epiteliales glandulares y escasas SP, mientras que la
fraccion celular inferior contenia células estromales y un mayor nimero de células
SP. Las células SP de la fraccion separada se diferencia tanto como células
glandulares (fraccién superior) o como células estromales (fraccion inferior). Cabe
hacer notar que las células estromales derivan de la diferenciacion de células
madre mesenquimaticas [118]. En este contexto, las células madre dentro de la
capa basal del endometrio son capaces de generar células progenitoras que se
diferencian en células epiteliales, estromales y endoteliales[118].

Wang et al [160] aislé células mesenquimaticas de TU humana y las
diferencié de forma exitosa in vitro en adipocitos, osteoblastos y condrocitos. En
esta misma linea, Jazedje et al [161] estudié en un modelo in vivo la capacidad de

diferenciacion osteogénica de células mesenquimaticas de la TU, pudiendo
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regenerar de forma exitosa el hueso in vivo y abriendo nuevas alternativas para el
tratamiento de la osteoporosis y reconstruccion de hueso.

En la presente Tesis Doctoral se ha realizado una descripcion histoquimica
e inmunohistoquimica de algunos componentes fibrilares y no fibrilares de la MEC
de la TU humana durante el ciclo menstrual para determinar que estrategias de IT

podrian ser utilizadas para la reparacion o reemplazo de la TU humana.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

Establecer los patrones estructurales y arquitecturales, histoquimicos e
inmunohistoquimicos, de los componentes de la matriz extracelular de la
trompa uterina humana, en las distintas fases del ciclo menstrual para su
utilizacion como modelos bioestructurales aplicables en protocolos de

ingenieria tisular.

Objetivos especificos:

Identificar el depdsito y la distribucion del componente fibrilar de la matriz
extracelular de la trompa uterina humana mediante técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas con el objeto de establecer el patron estructural y
arquitectural del mismo a lo largo del ciclo menstrual.

Identificar el depdsito y la distribucién del componente no fibrilar de la matriz
extracelular de la trompa uterina humana mediante técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas con el objeto de establecer el patrén estructural y
arquitectural del mismo a lo largo del ciclo menstrual.

Correlacionar los patrones estructurales y arquitecturales, histoquimicos, e
inmunohistoquimicos, de los componentes fibrilar y no fibrilar de la matriz
extracelular de la trompa uterina humana, en las distintas fases del ciclo
menstrual, con modelos de matrices artificiales y soportes bioestructurales

organicos para su posible aplicacién a protocolos de ingenieria tisular.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.10btencidén de muestras y criterios de inclusiéon y exclusién

Se colectaron 10 TU de mujeres sanas que se sometieron a esterilizacion
quirdrgica por razones no relacionadas con este estudio, y con consentimiento
informado firmado por cada participante. Los criterios de inclusidon son: mujeres
fértiles de 25 a 45 afios de edad y solicitud voluntaria de esterilizacion quirdrgica.
La técnica de esterilizacién quirdrgica utilizada por el servicio se llama Pomeroy,
siendo la ampolla el segmento mejor preservado de la TU a través de este
procedimiento. Los criterios de exclusion de este estudio se resumen en la tabla 1.
Una muestra de sangre ha sido obtenida durante cada procedimiento de tal
manera que la etapa del ciclo puede ser determinada usando los niveles
plasmaticos de estradiol y progesterona junto con la historia menstrual. En este
sentido, se colectaron 7 TU de la fase folicular y 3 de la fase lutea. Este proyecto
fue aprobado por los comités de ética del “Servicio de Salud Metropolitano Norte”

y la “Universidad de Santiago de Chile” (Anexo 1, pagina 134).
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Criterios de Exclusién

e Antecedentes de infecciones de transmision sexual

e Enfermedad tubaria

e Enfermedad pélvica inflamatoria

e Endometriosis

e Haber utilizado métodos anticonceptivos hormonales dentro de los 3
meses antes de la cirugia

e Consumo excesivo de alcohol, tabaco o abuso de drogas

Tabla 1: Criterios clinicos de exclusion.
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pg/ml ng/ml mUl/ml muUl/ml
3 58 1,6 2,8 45 folicular
4 49 1,7 1,9 5,9 folicular
5 115 1,1 7,3 3,6 folicular
6 16 1,6 4,9 5,4 folicular
7 140 18,1 0,75 1,7 lutea
8 39 15 7,7 4,6 folicular
9 207 9,5 3,4 2,6 litea
10 57 1,6 2,7 11,3 folicular
11 70 0,9 43 2,9 folicular
12 160 7,7 3,7 2,9 latea

Tabla 2: Analisis de hormonal de plasma sanguineo de participantes del

estudio. N=10
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3.2 Andlisis histolégico

3.2.1 Procesamiento de muestras

Primeramente, las muestras fueron fijadas en formalina neutra al 10%
(formaldehido 4%) por 24 horas. Posteriormente, fueron deshidratadas en
soluciones crecientes de alcohol (70° 96° y 99°), seguido de soluciones de xilol
(tabla 3). A continuacion, fueron incluidas en parafina y cortadas con micrétomo a
5 micras de espesor. Las secciones histologicas fueron depositadas sobre
portaobjetos silanizados para favorecer una adecuada adhesion de los tejidos. Las
muestras fueron secadas a 55° C por 60 minutos y almacenadas. A partir de las
muestras antes mencionadas se realizaron las técnicas histolégicas, histoquimicas

e inmunohistoquimicas como se detalla en los siguientes apartados.
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REACTIVO TIEMPO (TEJIDO)

Alcohol 70 % 1 hora
Alcohol 96 % | 1 hora
Alcohol 96 % II 30 min.
Alcohol 99 % | 30 min.
Alcohol 99% I 30 min.
Alcohol 99% llI 1 hora

Xilol | 45 min.
Xilol Il 30 min.
Xilol 1 30 min.
Parafina | 1 hora
Parafina Il 1 hora
Incluir muestras 6 horas

Tabla 3: Protocolo de deshidratacion, aclaramiento e impregnacion en parafina de

muestras biolégicas para estudio histolégico [47, 162].

Para la evaluacion histoldgica general de las muestras, se realizé el método
de tincibn Hematoxilina Eosina (H-E). Las muestras fueron desparafinadas,
hidratadas y sumergidas en hematoxilina de Mayer por 5 minutos. Se aclar6 la
tincibn en agua corriente por 5 minutos, seguido de agua destilada.

Posteriormente, las secciones se contrastaron con Eosina durante 3 minutos.
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Finalmente, se procedio a la deshidratacion, aclaramiento y montaje de la muestra

con medio de montaje hidr6fobo y cubiertas con cubreobjeto [47, 162].

3.2.2 Analisis histoquimico de la matriz extracelular

El andlisis histoquimico de los componentes fibrilares y no fibrilares de la MEC
de la TU se dividio en distintas etapas: 1) Los tejidos fijados en formalina neutra al
10% fueron incluidos en parafina y posteriormente cortados (5 micras); 2) las
muestras fueron desparafinadas en xilol e hidratadas (tabla 4); 3) El primer grupo
de muestras fueron tefiidas con técnica de picrosirius, tricromico de Masson y
orceina para evaluar los componentes fibrilares de la matriz; 4) El segundo grupo
de muestras fueron tefiidas con azul alcian para identificar los componentes no
fibrilares (proteoglicanos &cidos); 5) El tercer grupo de muestras fueron tefiidas
con &cido peryddico de Schiff para identificar glicoproteinas. Finalmente, todas las

muestras fueron deshidratadas, aclaradas y montadas.
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SOLUCION TIEMPO

Xilol 10 min.

Xilol 10 min.

Xilol 10 min.
Alcohol 100° 5 min.
Alcohol 100° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol 96° 5 min.
Alcohol 70° 5 min.
Alcohol 70° 5 min.
Agua destilada 5 min.

Tabla 4: Protocolo de rutina de desparafinacion e hidratacion de muestras. Nota,
la misma bateria, en sentido inverso, se utiliza para la deshidratacion de cortes

después de la coloracion.

Caracterizacion de los elementos fibrilares

e Método histoquimico de picrosirius

La tincion de Picrosirius es una técnica ampliamente utilizada para

identificar fibras colagenas, uno los principales componentes de la MEC. En
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este sentido, las secciones histologicas se tifieron con un método modificado
de picrosirius [163-165] durante 30 minutos en una solucion de Sirius Red
(Sigma-Aldrich, Product number: 365548, USA), contrastandose después con
hematoxilina de Harris durante 5 minutos. Posteriormente, las muestras fueron
sometidas a deshidratacion a través de la aplicacion de alcoholes con una
concentracion ascendente. Finalmente, las muestras fueron aclaradas (xileno),

y montadas con cubreobjetos utilizando un medio montaje hidréfobo.

e Tricrdbmico de Masson

La tincidn tricromico de Masson es una técnica histoquimica utilizada
para la deteccion de fibras colagenas. En primer lugar, las muestras
histol6gicas se sumergieron en solucion de Bouin durante toda la noche.
Posteriormente, fueron incubadas con solucién de hematoxilina de Weigert
durante 10 minutos, seguido de solucion de fuchina acida escarlata por 3
minutos. A continuacién, se incubaron con solucién de acido fosfomolybdico-
fosfotungstico por 5 minutos, seguido de solucién verde luz por 5 minutos.
Finalmente, las secciones fueron deshidratadas, aclaradas y montadas con

cubreobjeto [47, 48].
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e Método de orceina

Para la deteccion de fibras elasticas se utilizo la técnica de orceina. Una vez las
muestras desparafinadas e hidratadas, se sumergieron en solucion de orceina
durante 30 minutos. Posteriormente, las muestras se lavaron en agua corriente por
15 minutos y se contrastaron con Hematoxilina de Mayer por 30 segundos.

Finalmente, se procedio a la deshidratacién, aclaramiento y montaje [47, 48].

Caracterizacion de la sustancia fundamental de la matriz extracelular

e Método histoquimico de &cido peryddico de Schiff (PAS)

Este método histoquimico permite la identificacion de mucosustansias
neutras y glicoproteinas. Las secciones tisulares fueron sumergidas en una
solucién de &cido peryédico al 0,5% durante 5 minutos. Posteriormente, las
muestras fueron incubadas en reactivo de Schiff durante 15 minutos en oscuridad.
Finalmente, las secciones fueron contrastadas con hematoxilina, deshidratadas,

aclaradas y montadas con cubreobjeto [47, 48].
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e Método de azul alcian

La presencia de proteoglicanos acidos fue determinada por la técnica
histoquimica de azul de alcian (Panreac, Darmstadt, Germany). Las muestras
fueron incubadas en solucion de azul alcian pH 2,5 por 30 minutos.
Posteriormente, las secciones fueron contrastadas con nuclear fast red.

Finalmente, las muestras fueron deshidratadas, aclaradas y montadas [47, 48].

e Analisis inmunohistoquimico de la Matriz Extracelular

La deteccion de componentes especificos de la MEC en las muestras
estudiadas se realizO mediante la técnica de inmunohistoquimica utilizando
anticuerpos especificos (tabla 5) y siguiendo protocolos desarrollados por nuestro
grupo [49, 127, 128, 162, 164, 166]. Primeramente, se obtuvieron cortes de 5
micras, los cuales se desparafinaron en xileno e hidrataron como se describié
apartados anteriores. Debido a que muchos epitopes quedan enmascarados
durante el proceso de fijacion por formalina se realizo el proceso de recuperacion
antigénica. Esta recuperacion puede ser por digestion enzimatica o calor. La
seleccion de tipo de recuperacion dependié del tipo de molécula a estudiar.
Posteriormente, se inactivd la peroxidasa endogena con H,O, 3% (v/v) (Panreac,
Darmstadt, Germany) en PBS o metanol. Cada uno de los pasos siguientes fue
seguido por un lavado con solucion buffer fosfato pH 7 (PBS). El bloqueo de sitios
inespecificos se realiz6 utilizando solucién de CAS-Block 1x (Vector, Burlingame,

CA, USA). A continuacién, se efectud la incubacién del anticuerpo primario, la
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informacion técnica de cada anticuerpo se encuentra resumida en la tabla 6.
Después de lavados en PBS, todas las secciones fueron incubadas por 30
minutos a temperatura ambiente en anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa (tabla 6), la seleccion del tipo de anticuerpo secundario dependié del
tipo de anticuerpo primario utlizado. La reaccién antigeno-anticuerpo fue
detectada 3,30-diaminobenzidina (DAB) peroxidase substrate kit SK-4100
(Vector). El tiempo del revelado para cada inmunohistoquimica, dependio de la
estandarizacion previa para cada marcador. Luego del revelado, se procedié a
lavar con agua destilada y realizar el contraste con hematoxilina de Harris por 15
segundos. Posteriormente, se realizé la deshidratacion, aclaramiento y montaje de
las muestras. Ademas, en cada técnica de inmunohistoquimica se llevo un control
negativo, omitiendo la incubaciéon del anticuerpo primario. También, fueron
utilizados controles positivos externos de colagenos (piel humana) vy

proteoglicanos (placenta humana).
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ANTICUERPOS

DILUCION/

INCUBACION

PRE-TRATAMIENTO

REFERENCIA

Policlonal de conejo anti-

colageno |

Policlonal de conejo anti-

colageno Il

Policlonal de conejo anti-

biglican

Policlonal de conejo anti-

fibromodulin (LF-150)

Policlonal de conejo anti-

versican

Policlonal de cabra anti-

decorin

Horse anti-goat IgG
(peroxidase)
Horse anti-rabbit IgG

(peroxidasa)

1:200

Toda la noche 4 °C

1:250

60 minutos

1:100

60 minutos

1:500

Toda la noche 4 °C

1:100

Toda la noche 4 °C

1:500

Toda la noche 4 °C

RTU

RTU

Buffer EDTA pH 8, 25

minutos a 95 °C

Buffer citrato pH 6, 25

minutos a 95 °C

Buffer citrato pH 6, 25

minutos a 95 °C

Condroitinasa ABC 60

minutos 37 °C

Condroitinasa ABC 60

minutos 37 °C

Condroitinasa ABC 60

min 37 °C

Acris antibodies,
Germany, Product

number: R1038.

ABCAM Cambridge UK.
Product number:
ab7778.
ABCAM Cambridge UK.
Product number:

ab49701.

Dr. Larry Fisher (National
Institute of Dental and
Craneofacial Research,
NIH Bethesda)
ABCAM Cambridge UK.
Product number:

ab19345

R&System Product

number: AF143

Vector Laboratories, CA,
USA,; cat. no. Pl 9500
Vector Laboratories, CA,

USA,; cat. no. MP-7401

Tabla 5: Anticuerpos utilizados en esta tesis Doctoral. Para cada anticuerpo se

muestra la dilucion, pre-tratamiento y referencia utilizada.



PROCEDIMIENTO

Desparafinar e hidratar

Recuperacion antigénica

Lavado en agua destilada
3 lavados en PBS tween 20
Blogueo de peroxidasa

3 lavados en PBS tween 20

Bloqueo de sitios antigénicos

inespecificos

Incubacion anticuerpo primario

3 lavados en PBS tween 20

Incubacién anticuerpo

secundario

3 lavados en PBS tween 20
Revelacion

Lavado en agua destilada
Contraste

deshidratar, aclarar y montar

TIEMPO

5 min. c¢/u (ETOH 70 °, 96 °
100°,y H,07)
25 min. a 95 C°
enfriar por 20 minutos (a
temperatura ambiente) o digestion

enzimatica.

5 min. a temperatura ambiente
5 min. c/u a temperatura ambiente
10 min. a temperatura ambiente

5 min. c/u a temperatura ambiente

15 min.

El tiempo de incubacion depende

del anticuerpo usado
5 min c/u a temperatura ambiente

Polimero impress reagent (vector)

30 min.
5 min. c/u a temperatura ambiente
2-5 min.
5 min. a temperatura ambiente
15 segundos

10 segundos c/u

SOLUCION/DILUCION

10 min. c/u xilol x 3

Bateria de desparafinacion

Buffer citrato pH 6.0 o
Buffer EDTA pH 8 o

Pepsina o condroitinasa

Agua destilada

PBS 0,1 m 0,3% tween 20

H,0, (3%) en PBS

PBS 0,1 m 0,3% tween 20

Caseina

La dilucién esta estandarizada y

depende del anticuerpo utilizado

PBS 0,1 m 0,3% tween 20

Depende del anticuerpo utilizado

PBS 0,1 m 0,3% tween 20
DAB
Agua destilada
Hematoxilina de Harris

Bateria de deshidratacion

Tabla 6: Protocolo general utilizado para la realizacién de las técnicas de

inmunohistoquimica.
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4.- RESULTADOS

4.1 Evaluacién de la estructura general de la TU

El analisis mediante la técnica histoquimica de H-E revel6 que la mucosa
esta revestida internamente por un epitelio columnar simple con células ciliadas,
con una lamina propia de tejido conectivo subyacente (Fig. 18 y 19). Ademas, la
mucosa presenta abundantes pliegues con distinto nimero de ramificaciones. La
capa muscular estd compuesta por haces de células musculares lisas, algunos
con un ordenamiento circular y otros con una orientacion longitudinal. En la serosa
destaca la presencia de un epitelio escamoso simple y tejido conectivo. En la capa
antes mencionada se observaron abundantes vasos sanguineos y fasciculos

nerviosos periféricos.
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Fig.18 Técnica histoquimica de hematoxilina eosina. La imagen corresponde a un

corte transversal de la ampolla, nétese las tres capas: mucosa (muc), muscular
(m) y serosa (s). A nivel de la serosa se observaron abundantes vasos sanguineos

(flechas).
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Fig. 19 Técnica histoguimica de hematoxilina eosina. (A) En la mucosa se
observaron abundantes pliegues, los cuales se encuentran tapizados por un
epitelio columnar simple (E). En la imagen B nétese a mayor aumento el epitelio
cilindrico compuesto por células ciliadas (flechas) entre otros tipos celulares, este
tejido se apoya sobre una lamina propia (LP) de tejido conectivo laxo. En la
imagen C se observo la capa muscular, especificamente su capa circular interna
constituida por células musculares lisas. La imagen D corresponde a la serosa la
cual esta tapizada por un epitelio escamoso simple (flechas), y subyacente a este

se observa tejido conectivo.
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4.2 Caracterizacion histoquimica de los componentes de la matriz

extracelular de la trompa uterina durante la fase folicular y latea.

4.2.1 Caracterizacién de los componentes fibrilares.

o Picrosirius

El analisis de la distribucion de coldgenos mediante la técnica de Picrosirius
reveld una tincion roja en el intersticio de la mucosa, muscular y serosa (Fig. 20).
A nivel de la ldmina propia de los pliegues de la mucosa, las fibras colagenas se
organizaron de forma paralela. En la capa muscular se observd una reaccion
positiva entre los haces de células musculares lisas. En la serosa, se identificé una
reaccion positiva en el tejido conectivo subyacente al mesotelio. Ademas, fue
observada una reaccion positiva en los fasciculos nerviosos periféricos y

adventicia de vasos sanguineos.
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Fig. 20 Técnica histoquimica de Picrosirius. (A) Se observé una amplia distribucién

de colageno en el intersticio de la mucosa (muc) y capa muscular (m). La imagen
B corresponde a un aumento de la mucosa donde se observd una organizacion
paralela de las fibras de coldgeno de la lamina propia (Ip). (C) Nétese la
distribucién de colageno en el tejido conectivo que rodea a las células musculares
lisas y vasos sanguineos (flecha). (D) En la serosa se advirti6 una reaccién
positiva en el tejido conectivo subyacente al mesotelio y alrededor de los vasos

sanguineos (flecha). E: epitelio. Barra calibradora 20 um.
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o Tricrdbmico de masson

El andlisis mediante la técnica histoquimica de tricromico de masson reveld
una mucosa revestida por un epitelio columnar simple con células ciliadas (Fig.
21). En esta capa ademas se observéd una lamina propia de tejido conectivo laxo
compuesta principalmente de fibras de colageno. En la capa muscular se
advierten haces de células musculares lisas con una orientacion circular y
longitudinal. Entre en las células musculares lisas se observd tejido conectivo
denso irregular compuesto por fibras colagenas. La serosa esta tapizada por un
epitelio escamoso simple con tejido conectivo subyacente (colageno). En esta
capa, destaca la presencia de grandes vasos sanguineos, fibras nerviosas

periféricas y células musculares lisas aisladas.
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Fig. 21 Técnica histoquimica de tricromico de Masson. En esta imagen se observo
la morfologia y distribucion de colageno en la fase folicular (A, C, E) y fase lutea
(B, D, F). Laimagen Ay B muestran el epitelio columnar simple (e) de la mucosa y
la presencia de colageno (verde) en la lamina propia (Ip). En C y D se observé una
distribicion de colageno rodeando a las celulas musculares lisas (flechas). (E, F)
En la serosa existe una distribucién de colageno en el tejido conectivo subyacente

al mesotelio. (*): vasos sanguineos.
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Orceina

En la mucosa y capa muscular se observé una marcacion débil para fibras
elasticas en el tejido conectivo (Fig. 22). No obstante, en la serosa y capa
muscular, se advirtio la presencia de fibras elasticas en la lamina elastica interna

de grandes vasos sanguineos.
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Fig. 22 Técnica histoquimica de orceina. En esta imagen se observa la distribucién
de fibras elasticas en la fase folicular (A, C, E) y fase lutea (B, D, F). En la mucosa
(A, B) y capa muscular (C, D) se observé una débil marcacion para fibras elasticas
en el tejido conectivo. (E, F) En la serosa, se advirtio la presencia de fibras
elasticas (flechas) en la lamina elastica interna de grandes vasos sanguineos.

Flecha: lamina elastica interna.
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4.2.2 Caracterizacién de los componentes no fibrilares.

Azul de alcian

La superficie apical del epitelio de la mucosa fue positiva para azul de alcian
confirmando a este nivel la presencia de mucopolisacaridos acidos (Fig. 23). La
lamina propia muestra una reaccion histoquimica débil para azul de alcian,
mientras que el tejido conectivo que rodea a las células musculares lisas presento
una reaccion positiva para este proteoglicano. En el tejido conectivo de la serosa,
se observl una reaccion positiva para azul de alcian confirmando la presencia de
proteoglicanos. Ademas, fueron observados proteoglicanos acidos en la adventicia
y tlnica muscular de grandes vasos sanguineos, asi como en el endoneuro de

fasciculos nerviosos periféricos.

PAS

La superficie apical del epitelio de la mucosa fue positiva para la técnica
histoquimica de PAS confirmando a este nivel la presencia de mucosustancias
(Fig. 23). Ademas, se observo una reaccion positiva en la membrana basal
subyacente al epitelio. En la capa muscular y serosa se advirtio una marcacion

positiva en las células musculares lisas y alrededor de vasos sanguineos.
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Fig. 23 Técnicas histoquimicas de azul de Alcian (A-C) y PAS (D-F). (A) Existe una
reaccion positiva en la superficie epitelial apical (flecha), asi como también en la
lamina propia (Ip). (B) En la capa muscular la reaccién estuvo circunscrita
principalmente a nivel del tejido conectivo. (C) En la serosa se observo la
presencia de proteoglicanos acidos en el tejido conectivo subyacente al mesotelio
y vasos sanguineos (flecha). Notese la reaccion positiva en fasciculos nerviosos
periféricos (inserto). Barra calibradora 20 um. (D) La superficie apical del epitelio
de la mucosa fue positivo para la técnica histoquimica de PAS (flechas). En la
capa muscular (E) y serosa (F) se advirti6 una marcacion positiva en las células
musculares lisas (flechas) y alrededor de vasos sanguineos. Barra calibradora 50

gm.
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4.3 Caracterizacion inmunohistoquimica de los componentes de la matriz

extracelular de la trompa uterina durante la fase folicular y latea.

4.3.1 Distribucion tisular de fibras colagenas.

Colageno |

El andlisis de la expresibn vy distribucion de colageno | por
inmunohistoquimica revelé una amplia expresion y distribucion en el intersticio de
la ampolla en ambos periodos del ciclo menstrual (fase folicular y latea) (Fig. 24).
En la mucosa existe una inmunomarcacion positiva para colageno | en la lamina
propia. En la capa muscular la inmunoreaccion esté distribuida principalmente en
el tejido conectivo que rodea a las células musculares lisas y alrededor de los
vasos sanguineos. En la serosa se observo una inmunomarcacion positiva en el
tejido conectivo subyacente al mesotelio. Ademas, en dicha capa detectamos una
expresion positiva de coldgeno | en el perineuro y endoneuro de fasciculos

nerviosos periféricos y alrededor de vasos sanguineos.
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Fig. 24 Inmunohistoquimica de proteina colageno |. En esta imagen se observo la
expresion de colageno | en la fase folicular (A, C, E) y fase lutea (B, D, F). La imagen Ay
B muestran una inmunomaracion a nivel de la lamina propia. (C, D) Se observé una
inmunoreacién en el tejido conectivo que rodea las celulas musculares lisas y alrededor
de los vasos sanguineos (flechas). (E, F) La serosa presenta una distribucion de colageno
| en el tejido conectivo subyacente al mesotelio. El inserto muestra una inmunomarcacion

positiva para colageno en nervios. E: epitelio; Ip: lamina propia. Barra calibradora 20 um.
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Colageno lli

Al identificar las fibras de colageno Il mediante técnica inmunohistoquimica
se observé una amplia distribucion en el intersticio de la ampolla en ambos
periodos del ciclo menstrual (fase folicular y fase lutea) (Fig. 25). Se advirtié una
expresion positiva para colageno Il en la lamina propia de la mucosa. Cabe hacer
notar que en el tejido conectivo que rodea las células musculares lisas de la capa
muscular existe una inmunoreaccion positiva. En cambio, en la serosa se observo
una inmunomarcacion positiva en el tejido conectivo subyacente al mesotelio.
Ademas, identificamos una expresion positiva de colageno Ill en el perineuro y

endoneuro de fasciculos nerviosos periféricos y adventicia de vasos sanguineos.

98



N . ’ “ e b. .;:\f‘; n
9 ﬁ; SR AR O
PN W
Vol ekl
¢ / C

E 4 ’ZIJ Yk

Fig. 25 Inmunohistoquimica de proteina colageno Ill. En esta imagen se observo la
expresion de colageno 1l en la fase folicular (A, C, E) y fase lutea (B, D, F). (A, B) Se
advirti6 una inmunomarcacion positiva en la lamina propia de los pliegues de la mucosa.
(C, D) En la capa muscular se observé una reacccién positiva en el tejido conectivo que
rodea a las células musculares lisas. Nétese en los insertos la distribucion de colageno i
alrededor de los vasos sanguineos. (E, F) La serosa presenta una inmunomarcacion
positiva en el tejido conectivo subyacente al mesotelio. Ademas, se muestra una
inmunomaracién positiva de colageno Ill en fasciculos nerviososo periféricos. E: epitelio;

Ip: lamina propia. Barra calibradora 20 um.
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4.3.2 Caracterizacién de los proteoglicanos de la matriz extracelular de la

trompa uterina durante la fase folicular y lutea.

Biglican

El analisis inmunohistoquimico de biglican revel6 una distribucién especifica
de este proteoglicano en la TU (Fig. 26). Biglican estuvo asociado principalmente a
la adventicia y tinica muscular de vasos sanguineos de diferentes calibres. En
este sentido, tanto en la capa muscular como serosa, existe una expresion positiva
de biglican alrededor de vasos sanguineos y en el tejido conectivo subyacente al
mesotelio. Es interesante sefialar que biglican no se encuentra asociado a

fasciculos nerviosos periféricos en ningunas de las capas de la TU.
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Fig. 26 Inmunohistoquimica de proteoglicano biglican. En esta imagen se observo la
expresion de biglican en la fase folicular (A, C, E) y fase latea (B, D, F). La
inmunomarcacion estuvo circunscrita a vasos sanguineos (flechas) de distintos calibres
en la capa muscular (C, D) y serosa (E, F). Notese la expresion positiva de biglican en el
tejido conectivo subyacente al mesotelio (E, F). M: capa muscular; muc: capa mucosa.

Barra calibradora 20 pm.
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Decorin

El andlisis inmunohistoquimico de decorin mostré una amplia distribucion de
este proteoglicano en la ampolla de la TU (Fig. 27). En la mucosa se obsevo una
inmunomarcacién positiva en la lamina propia de los pliegues de la mucosa. En la
capa muscular la reaccion estuvo distribuida principalmente en el tejido conectivo
que rodea las células musculares lisas. En cambio, en la serosa, existe una
inmunoreaccién positiva en el tejido conectivo subyacente al mesotelio. Ademas,
decorin se expresdé en la adventicia de vasos sanguineos y endoneuro de

fasciculos nerviosos periféricos.
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Fig. 27 Inmunohistoquimica de proteoglicano decorin. En esta imagen se observo la
expresion de decorin en la fase folicular (A, C, E) y fase litea (B, D, F). La
inmunomarcacion estuvo circunscrita a la lamina propia de los pliegues de la mucosa (A,
B). En la capa muscular la reaccion estuvo circunscrita al tejido conectivo que rodea las
células musculares lisas (C, D). Se advirti6 una inmunomarcacion positiva en los
fasciculos nerviosos periféricos (flechas, inserto). (E, F) Notese la expresion positiva de
decorin en el tejido conectivo subyacente al mesotelio y vasos sanguineos (insertos). E:
epitelio; Ip: lamina propia. Barra calibradora 20 um.
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Fibromodulin

El analisis revel6 una inmunoreaccion positiva para fibromodulin en la
superficie epitelial apical de la mucosa (Fig. 28). Ademas, este proteoglicano se
expreso intensamente a nivel de la lamina propia. En la capa muscular y serosa, la
reaccion estuvo principalmente distribuida en el tejido conectivo y células
musculares lisas. El andlisis de los vasos sanguineos y fasciculos nerviosos
periféricos reveld6 una fuerte reaccidon positiva en adventicia y endoneuro,

respectivamente.
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Fig. 28 Inmunohistoquimica de proteoglicano fiboromodulin. En esta imagen se observo la
expresion de fiboromodulin en la fase folicular (A, C, E) y fase lutea (B, D, F). (A, B) Existe
una inmunomarcacion positiva en la superficie epitelial apical (flechas) y lamina propia. (C,
D) En la capa muscular la reaccion estuvo circunscrita principalmente a nivel del tejido
conectivo y musculo liso (asteriscos). La flecha y el inserto corresponden a una reaccion
positiva de fibromodulin para vasos sanguineos. (E, F) Notese en la serosa la
inmunoreaccion positiva en el tejido conectivo subyacente al mesotelio. Los insertos
corresponden a una inmunomarcacion positiva en fasciculos nerviosos periféricos. E:

epitelio; Ip: lamina propia. Barra calibradora 20 um.

105



Versican

El analisis inmunohistoquimico de versican muestra una reaccion positiva
en la superficie epitelial apical de la mucosa (Fig. 29). Esta reaccion es
comparable a lo observado con azul de alcidn y fibromodulin, confirmando la
presencia de proteoglicanos a este nivel. En la capa muscular, la inmunoreaccion
estuvo principalmente distribuida en el tejido conectivo que rodea las células
musculares lisas. En la serosa, versican se encontrd6 en el tejido conectivo
subyacente al mesotelio mostrando una distribucion comparable a otros
proteoglicanos analizados. Este andlisis confirma la presencia de versican en la
tunica adventicia y muscular de los vasos sanguineos y endoneuro de fasciculos
nerviosos periféricos.

En la tabla nimero 7 se encuentra resumidos la distribucién de coladgenos y

proteoglicanos en diferentes regiones de la TU.
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Fig. 29 Inmunohistoquimica de proteoglicano versican. En esta imagen se observo la
expresion de versican en la fase folicular (A, C, E) y fase lutea (B, D, F). (A, B) Existe una
inmunomarcacion positiva en la superficie epitelial apical (flechas). (C, D) En la capa
muscular la reaccion estuvo circunscrita principalmente a nivel del tejido conectivo y
musculo liso. Notese la reaccion positiva en fasciculos nerviosos periféricos (insertos). (E,
F) En la serosa se observo una inmunoreaccion positiva en el tejido conectivo subyacente
al mesotelio. Los insertos corresponden a una inmunomarcacion positiva en los vasos

sanguineos. E: epitelio; Ip: lamina propia. Barra calibradora 20 pm.
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Moléculas de la Colageno Colageno Biglican Versican Decorin Fibromodulin
| 11
MEC
Fase del ciclo E L F L = L [= L |F L [= L
menstrual
MUCOSA
- - = = = = + + = + +
e Superficie apical
del epitelio.
+ + + + = = - - + + + +
e Lamina propia
e Alrededor de los + + + + -+ | -+ - - - + +
vasos sanguineos
CAPA MUSCULAR
+ + + + = = + + + + + +
e Tejido conectivo
+ + + + + + = = = + +
. Alrededor de los
vasos sanguienos
. Musculo liso - = = = = - - - - + +
SEROSA
+ + + + + + - - - + +
e Alrededor delos
vasos sanguienos
e Tejido conectivo
+ + + + + + + + + + + +
. Nervios + + + + = = + + + + + +

Tabla 7: Distribucién de colagenos y proteoglicanos en diferentes regiones de la TU.

F: Fase Folicular

L: Fase litea

(+): Presencia de la mélecula
(-): Ausencia de la moélecula

(-/+): Solo algunos
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DISCUSION
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El objetivo de la presente tesis Doctoral fue establecer los patrones
estructurales y arquitecturales, histoquimicos e inmunohistoquimicos, de los
componentes de la MEC de la trompa uterina humana, en las distintas fases del
ciclo menstrual para su utilizacion como modelos bioestructurales aplicables en
protocolos de ingenieria tisular. La importancia de estas moléculas de la MEC
radica en que poseen un rol importante durante la funcion normal del Gtero en la
implantacion embrionaria y embarazo [60, 71, 81]. Ademas, estas moléculas se
caracterizan por proveer propiedades estructurales y biomecénicas a muchos
organos del organismo humano [38, 39], e inclusive son importantes en el
proceso de cicatrizacion [167].

En general, todos los tejidos conectivos estdn compuestos de células y
MEC, las cuales incluyen agua y una amplia variedad de macromoléculas. Una de
las macromoléculas méas importantes en determinar las propiedades biomecanicas
de tejidos y 6rganos son los colagenos, especialmente los tipos |, Il y 11l [38, 39].
En este contexto, nuestro estudio demuestra una amplia distribucion de los
colagenos | y 1l en la MEC de la TU por técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas. Nuestros resultados confirmaron la presencia de colageno |
y Il desde la capa mucosa a la serosa en las TUs estudiadas, siendo la
inmunomarcacion para colageno | mas abundante que la reaccion observada para
el colageno lll. En esta linea, destaca una expresion positiva de colagenos en la
tunica muscular y adventicia de vasos sanguineos de diferente calibre, asi como
también a nivel del endoneuro de nervios periféricos observados a este nivel.
Estos resultados son similares a los descritos por Schultka et al (1993) [44] quién

estudio la distribucion de colagenos (I, 111, 1V, V, VI) en la mucosa de TUs humanas
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de mujeres de 32 a 67 afos. Los autores concluyen que el tejido conectivo de la
TU esta compuesto por importantes proteinas con una funcién estructural, las
cuales forman una complicada arquitectura de la MEC que cambia debido al
proceso de envejecimiento. Sin embargo, el estudio posee algunas limitaciones,
ya que no se dataron a que fase del ciclo menstrual correspondian (folicular o
lutea) las TUs estudiadas, y s6lo se describe la expresion de las moléculas antes
mencionadas en la mucosa, y no en las otras regiones histoldgicas del 6rgano. En
este contexto, Ohashi et al (2003) [45] demostré la expresion de colageno | en el
oviducto de codorniz japonesa por PCR e inmunofluorescencia. Nuestros
resultados, junto con los datos previamente descritos en otras especies sugieren
que los coldgenos | y Il son las principales moléculas que organizan la
citoarquitectura de las capas histologicas de la TU. Ademas del rol estructural, es
probable que estas moléculas y su organizacién tridimensional este en estrecha
relacion con la compleja biomecanica del 6rgano, necesaria para el transporte de
gametos y cigoto, especialmente durante la edad fértil. Curiosamente, estas
moléculas tienen una estructura y distribucion constante durante la edad fértil, no
observandose variaciones en el depdsito o distribucion de estas moléculas entre la
fase folicular o lutea. Sin embargo, es necesario realizar estudios de proteomica
para poder determinar con exactitud posibles cambios en la concentracion de
éstas y otras moléculas de la MEC de la TU humana.

Por otro lado, es ampliamente conocido que los proteoglicanos estan
involucrados en una amplia variedad de procesos biologicos, incluyendo
mantencion estructural, remodelacion, adhesion celular y transmision de sefales

[50, 57]. En contraste, a pesar de la amplia informacion existente sobre la
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expresion y funciones de los proteoglicanos en modelos animales, el rol de estas
moléculas en el sistema reproductivo femenino humano, no ha sido determinado
[168]. En este sentido, nuestro estudio confirmé la expresion diferencial de
proteoglicanos &cidos por técnica histoquimica de azul de alcian pH 2.5 y
especificamente por inmunohistoquimica.

El método histoquimico de azul de alcian revelé una amplia distribucion de
proteoglicanos &cidos en las 3 capas histologicas de la TU: mucosa, muscular y
serosa. De forma similar a otras mucosas, azul de alcian fue observado en la
superficie de las células secretoras, sugiriendo la sintesis de mucopolisacaridos
por estas células, aspecto caracteristico de la mucosa de 6rganos reproductivos
(utero y endocervix) [15]. En el caso del proteoglicano biglican, este SLRP esta
compuesto de una proteina central y 2 cadenas de glicosaminoglicanos de
condroitin o dermatan sufato [50]. Cabe hacer notar que esta molécula no es
especifica de un determinado tejido u 6rgano, de hecho su expresion ha sido
descrita a nivel del Gtero [56], placenta [57], pulmones fetales humanos [58] y
cartilago [49], entre otros. EIl analisis inmunohistoquimico de biglican en las TUs
humanas demostr6 que esta molécula se expres6 en la tunica muscular y
adventicia de vasos sanguineos de diferente calibre. Adicionalmente, en la serosa
se observo una fuerte inmunomarcacion de esta molécula en el tejido conectivo
subyacente al mesotelio. Este patron de inmunomarcacion en los vasos
sanguineos es similar a lo observado en pulmones fetales humanos [58]. Algunos
estudios in vitro avalan nuestros hallazgos, ya que se ha descrito la expresion de
biglican por células endoteliales y musculo liso [59]. Cabe hacer notar que Biglican

es una molécula que de forma clasica se ha asociado a la fibrilogénesis de las
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fibras de colageno, mostrando una distribucion similar de ambas moléculas [56,
60, 61]. Hallazgos similares fueron observados en trabajos de ingenieria tisular en
cartilago elastico bajo condiciones de cultivo y cartilago eldstico humano [49].
Curiosamente, en este estudio la asociacion entre biglican y colagenos solo ocurre
en los vasos sanguineos y serosa, sugiriendo que biglican podria jugar un rol en la
organizacion estructural del colageno a este nivel, y por tanto la organizacién
tridimensional del colageno | y lll en las otras regiones histoldgicas de la TU
(mucosa y muscular), podria estar relacionada a la expresion de otras moléculas
de la MEC.

Decorin es un proteoglicano que pertenece al grupo de las SLRP esta
molécula esta compuesta de una proteina central unida a cadenas de
glicosaminoglicanos condroitin o dermatan sulfato [62]. Cabe sefialar que Decorin
ha sido descrita en la literatura como una molécula promiscua debido a que
interactta con diversas moléculas de la MEC, moléculas de adhesion y receptores
[51]. Ademas, existe evidencia que los proteoglicanos decorin y biglican se unen
TGF-B, modulando su actividad como un mediador de la inhibicién del crecimiento
[63-65]. Decorin también esta asociado con fibras de colageno y ha sido descrito
gue interactia con colageno |y VI, soportando la hipétesis que este proteoglicano
juega un rol en el ensamblaje de la MEC [66, 67]. Sin embargo, existe evidencia
contradictoria sobre si decorin participa en la formacion de fibras de colageno
delgadas o gruesas [56, 68, 69]. Recientemente, estudios in vitro seflalan que se
observaron fibras de colageno | poco organizadas sintetizadas por células madre
mesenquimaticas en hidrogeles de fibrina-agarosa, este hallazgo estuvo asociado

a la falta o ausencia de decorin [169]. Otro estudio in vitro, demostré que la
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incorporacion de decorin durante la formacion de hidrogeles de colageno | resulté
en una mejor organizacion del hidrogel resultante [170]. En este sentido, ambos
estudios in vitro ponen de relieve la importancia de decorin en el ensamblaje del
coldgeno I. A este respecto, los resultados de esta Tesis Doctoral muestran una
distribucion similar de colageno | y decorin en la MEC que rodea a bandas de
musculo liso de la capa muscular y la MEC subyacente al mesotelio. El patrén
antes mencionado en la serosa fue similar a lo observado con biglican. También,
destaca una fuerte inmunomarcacion de decorin en el endoneuro de fasciculos
nerviosos periféricos, ubicados principalmente en la capa muscular y serosa.
Curiosamente, decorin fue negativo en la tdnica muscular de vasos sanguineos,
donde biglican se expres6 de forma predominante y se observd un patron de
expresion similar al de colageno Ill. En este contexto, es posible que decorin este
relacionado con la organizacién de colageno | en la MEC de la TU y en el
endoneuro de nervios periféricos.

Fibromodulin es un SLRP el cual se demostré que interactia con los
colagenos |, II, VI y IX en solid phase binding assays [70], durante la fibrilogénesis
de estas fibras y puede actuar como reservorio de factores de crecimiento [52, 68,
71]. Nuestros resultados mostraron una distribucion de fibromodulin en la lamina
propia (mucosa) y en el tejido conectivo de la capa muscular y serosa. Dicho
patrén de expresion podria estar relacionado con la organizacion del colageno |
gue posee una distribucion similar. Levens et al (2005) [72] sefalé que la hormona
liberadora de gonadotrofina (GRH) cambia la expresion de fibromodulin en el

miometrio en la fase proliferativa y secretora del ciclo menstrual humano,
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sugiriendo que la expresion de esta molécula esta bajo influencia de las hormonas
ovaricas.

Versican es un PG que pertenece a la familia de las hialectinas, cuyas
propiedades de interaccion molecular se han asociado con la formacién de
matrices altamente hidratadas y laxas [73]. Versican interactia con diversas
moléculas de la MEC y juega un rol importante en su ensamblaje [49, 74].
Westergren-Thorsson et al (1998) [75] sefialan que la estructura de versican, la
cual posee cadenas de condroitin/dermatan sulfato y la capacidad de generar
agregados con hialuronan, permiten la inmovilizacion de agua, de modo que se
incrementa la presidn entre las fibras de colageno. Observaciones in vitro indican
que versican inhibe la adhesion célula-sustrato de fibroblastos primarios a
colageno |, fibronectina, vibronectina, y laminina [76]. En la TU, versican estuvo
distribuida en el tejido conectivo que rodea las células musculares lisas de la capa
muscular y serosa. Adicionalmente, esta Tesis Doctoral describe por primera vez,
la presencia de versican en la superficie epitelial apical de la mucosa. Esta
expresion podria estar relaciona con las propiedades de adhesion celular [171,
172]. Sin embargo, no existe informacion relacionada con la distribucion y posibles
roles de versican en la TU en humanos o modelos animales, y por tanto la
expresion de esta molécula deberia ser estudiada en mas profundidad en
condiciones normales, asi como también en condiciones patologicas.

La sintesis de moléculas de la MEC (fibras colagenas), implica diversos
procesos moleculares y enzimaticos, los cuales pueden ser alterados por
mutaciones, generando enfermedades genéticas y sindromes [173]. Las

mutaciones que afectan la sintesis del colageno tipo | originan osteogéenesis

115



imperfecta [12]. Por otro lado, mutaciones en genes que codifican los colagenos |l
y lll derivan en condrodisplasias y sindrome de Ehlers-Danlos, respectivamente
[12]. Estas enfermedades genéticas afectan directamente la calidad de vida de
muchos pacientes en el mundo entero. En el caso de sindrome de Ehlers-Danlos,
los pacientes sufren enfermedades del tejido conectivo, fragilidad vascular,
hipermobilidad de articulaciones y hiperextensibilidad de la piel [3, 36, 37].
Ademas, el sindrome de Ehlers-Danlos de tipo vascular estd asociado con una
serie de alteraciones estructurales y funcionales en diversos 6rganos como el
colon, hemotorax [174] y ruptura del Gtero gravido [36]. Sin embargo, no existe
evidencia publicada del potencial impacto de mutaciones que afectan los genes
que codifican la expresion de moléculas de la MEC y su relacién con la
organizacion estructural y funcion en la TU humana. En este contexto,
experimentos de gene ablation podrian contribuir a dilucidar la funcion y efectos
posibles de moléculas de la MEC en la TU.

Los nervios periféricos son 6rganos esenciales para la funcién normal de la
TU, los fasciculos nerviosos son facilmente observables en la capa muscular y
serosa. Curiosamente, en esta Tesis Doctoral por primera vez, se ha descrito una
expresion positiva de decorin, fibromodulin y versican en el endoneuro de
pequefios fasciculos nerviosos, donde biglican fue negativo. En general, los
proteoglicanos han sido descritos como componentes normales del sistema
nervioso central, donde estas moléculas mantienen el microambiente extracelular
[175, 176]. En el caso de los nervios periféricos la MEC juega un rol estructural
crucial [15], pero ademas poseen un rol clave en la regeneracion nerviosa [127,

166]. En este sentido, es necesario una mayor indagacion para determinar el
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verdadero rol de decorin, fibromodulin, versican y otras moléculas de la MEC en
nervios periféricos nativos y especialmente durante la regeneracion.

Como resultado final de los estudios que se llevaron a cabo en la presente
Tesis Doctoral, nuestro trabajo provee nueva evidencia histoquimica e
inmunohistoquimica sobre el depdsito y distribucién tisular de los componentes
fibrilares (colageno 1, Il y fibras elasticas) y no fibrilares (decorin, biglican,
fibromodulin, versican y glicoproteinas) de la MEC de la TU. Cabe sefialar, que no
existieron diferencias aparentes en el depésito y distribucién de moléculas de la
MEC entre la fase folicular y litea. Sin embargo, se observd una distribucion
diferencial de estas moléculas en diferentes capas de la TU: mucosa, muscular y
serosa. Dichas diferencias podrian estar relacionadas con proveer las
caracteristicas estructurales y propiedades biomecanicas necesarias para el
transporte oviductal, fertilizacién exitosa y etapas tempranas de la embriogénesis.
Sin embargo, son necesarias futuras investigaciones mediante técnicas de
biologia celular y molecular para dilucidar el rol de las moléculas de la MEC de la
TU en condiciones normales y patoldgicas.

En relacion a la IT de la TU humana, no existen estrategias definidas para
la generacion de sustitutos para la reparacion o reemplazo de este 6rgano. No
obstante, la estructura de la TU puede ser afectada por diversas patologias que
pueden llevar a un dafo parcial o pérdida total del 6rgano y en algunos casos una
alteracion de la fertilidad [3, 4]. Un area importante para una potencial aplicacion
de la IT en mujeres es la cirugia reconstructiva del aparato reproductor femenino
[5]. En este sentido, el trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral provee los

parametros morfoldgicos, celulares, histoquimicos e inmunohistoquimicos
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necesarios para la construccion de sustitutos de TU por diversas estrategias de IT.
En primer lugar, las investigaciones futuras en este campo deberan estar
enfocadas en el desarrollo de protocolos de aislamiento y cultivo de las células
epiteliales y estromales que constituyen este 6érgano, asi como también la
diferenciacion de células madre a estas estirpes con fines terapéuticos. En
relacion a los biomateriales, nuestros resultados demuestran que las fibras
coldgenas son el componente estructural mas abundante del 6rgano, mientras que
las moléculas no fibrilares estudiadas han mostrado una expresion diferencial
entre las diferentes capas histologicas. En este contexto, nuestros resultados
sugieren que los hidrogeles de coladgeno | podrian ser utilizados para la
generacion de posibles sustitutos tridimensionales de TU humana, los cuales
deberan tener una estructura tubular, la cual permite el cultivo de células
estromales y epiteliales con altos indices de proliferacion y funcién. Por altimo, las
caracteristicas histolégicas, moleculares de la MEC y las dimensiones anatémicas
de la TU humana demuestran la idoneidad de este 6rgano para ser sometido a
protocolos de descelularizacion. Actualmente la descelularizaciébn quimica es
considerada un método eficaz para la generacion de matrices [140] y diversos
sustitutos in vitro [129, 130, 134, 136-139]. En algunos casos, estas matrices
acelulares han permitido la recelularizacion y regeneracion tisular de diversos
tejidos in vivo [140, 152, 177]. Ademas, la utilizacion de matrices acelulares
obtenidas de otros tejidos y Organos deberia ser estudiada para determinar su

potencial utilidad en la reparacion de la TU.
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CONCLUSIONES
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1.- El estudio histoquimico e inmunohistoquimico del componente fibrilar de
la MEC (Colageno |y Ill) mostré una amplia distribucion en el intersticio de la TU,
no existiendo diferencias aparentes entre la fase folicular y lGtea. La lamina propia
posee una inmunomarcacién positiva para coldgenos, estando sus fibras
organizadas de forma paralela. En la capa muscular se observd una
inmunomarcacién positiva en el tejido conectivo que rodea a las células
musculares lisas. Todos los colagenos estudiados fueron identificados en la

Serosa.

2.- El estudio histoquimico e inmunohistoquimico del componente no fibrilar
de la MEC (decorin, biglican, fiboromodulin y versican) sefial6 una distribucion
diferencial de proteoglicanos en las 3 capas de la TU, no existiendo diferencias
aparentes entre la fase folicular y latea. En la mucosa, se observé una
inmunomaracion positiva de versican y fibromodulin en la superficie epitelial apical,
mientras que decorin y fibromodulin fueron observados en la lamina propia.
Versican y decorin fueron advertidos en el estroma de la capa muscular. Todos los

proteoglicanos estudiados fueron identificados en la serosa.

3.- El estudio histoquimico e inmunohistoquimico del componente fibrilar y
no fibrilar de fasciculos nerviosos periféricos de la TU mostré una expresion
positiva para colagenos (I y Ill) en el endoneuro y perineuro y de proteoglicanos
(decorin, versican y fioromodulin) principalmente en el endoneuro. Los fasciculos

nerviosos se observaron principalmente en la capa muscular y serosa.
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4.- El estudio histoquimico e inmunohistoquimico del componente fibrilar y
no fibrilar de vasos sanguineos de la TU mostrO una expresion positiva de
coldgenos (1 y Ill) y proteoglicanos (decorin, fibromodulin, versican) principalmente
en la adventicia. Curiosamente, se observd una inmunomarcacion positiva para
biglican restringida a la pared de vasos sanguineos de diferente calibre tanto de la

capa muscular como serosa.

5.- La distribucion diferencial de las moléculas de la matriz extracelular en
diferentes capas de TU podrian estar relacionadas con funciones estructurales y
biomecanicas especificas necesarias para el transporte oviductal, una fecundacion
exitosa y etapas tempranas de la embriogénesis. Sin embargo, son necesarias
investigaciones futuras mediante técnicas de biologia celular y molecular para
dilucidar el rol de las moléculas de la MEC de la TU en condiciones normales y

patologicas.

6.- En relacion a la IT de la TU humana, no existen estrategias definidas
para la generacion de sustitutos para la reparacion o reemplazo de este organo.
En este contexto, nuestros resultados proveen parametros morfologicos, celulares,
histoquimicos e inmunohistoquimicos necesarios para la construccion de
sustitutos de TU por diversas estrategias de IT. En primer lugar, las
investigaciones futuras en este campo deberan estar enfocadas en el desarrollo
de protocolos de aislamiento y cultivo de las células epiteliales y estromales que

constituyen este organo, asi como también la diferenciacion de células madre a
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estas estirpes con fines terapéuticos. En relacion a los biomateriales, nuestros
resultados demuestran que las fibras coldgenas son el componente estructural
mas abundante del 6rgano. En este contexto, nuestros resultados sugieren que los
hidrogeles de colageno | podrian ser utilizados para la generacién de posibles
sustitutos tridimensionales de TU humana, los cuales deberan tener una estructura
tubular. Por ultimo, las caracteristicas histologicas, moleculares de la MEC vy las
dimensiones anatoémicas de la TU humana demuestran la idoneidad de este
organo para ser sometido a protocolos de descelularizacion quimica. Ademas, la
utilizacion de matrices acelulares obtenidas de otros tejidos y 6rganos deberia ser

estudiada para determinar su potencial utilidad en la reparacion de la TU.
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