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Resumen

RESUMEN

La endometriosis es una enfermedad cronica definida por la presencia de crecimientos
funcionales de endometrio fuera de la cavidad uterina. Es una patologia dependiente del
estrogeno que afecta a las mujeres en edad reproductiva y se caracteriza por dolor
pélvico cronico e infertilidad. Estudios recientes han mostrado que los crecimientos
endometridticos ectopicos humanos y experimentales estan profusamente inervados. En
particular, se ha observado que los nervios simpaticos jugarian un papel relevante en la
sintomatologia de esta patologia, pero se desconoce qué factores regulan la reinervaciéon

del endometrio en localizaciones ectépicas.

Se ha postulado que el ambiente peritoneal y las células inflamatorias que infiltran los
endometriomas peritoneales favorecerian la reinervacién de estas estructuras, sin
embargo no se conoce en profundidad cual es su relevancia. Con el fin de evaluar la
capacidad de reinervacion simpatica del tejido endometrial fuera de la influencia del
ambiente peritoneal, en el presente trabajo se transplantaron fragmentos de endometrio
de rata a la cAmara anterior del ojo (CAO). La CAO fue elegida como sitio de transplante
dado que es un territorio inmunolégicamente privilegiado, carente del proceso inflamatorio

observado en el peritoneo de las pacientes afectadas por la endometriosis.

El examen histolégico de los transplantes mostré que, al igual que otros tejidos, el
endometrio aislado es capaz de sobrevivir y mantener su estructura en la camara anterior
del ojo, lo que abre interesantes posibilidades respecto de la utilizacion de la CAO como
sitio alternativo de transplante para los estudios de endometriosis experimental. Nuestros
estudios mostraron también que los transplantes intraoculares de endometrio eran
reinervados organotipicamente por los nervios simpaticos, lo que indicaria que el
endometrio posee la capacidad intrinseca de atraer y sostener el crecimiento de los
nervios simpaticos fuera de su localizacion natural. En este marco, los datos obtenidos
sugieren que el ambiente peritoneal y el proceso inflamatorio desencadenado por la
presencia de los endometriomas, no serian imprescindibles para que ocurra la

reinervacion del endometrio en localizaciones ectdpicas.



Resumen

Los transplantes endometriales a la CAO mostraron la presencia de algunas células
inflamatorias, tales como los macrofagos. Esto genera la posibilidad de que los factores
neurotréficos producidos por estas células contribuyan a la reinervacion de los
transplantes en la CAO. Estudios posteriores seran necesarios para evaluar los factores
que regulan la inervacion del endometrio eutdpico y su reinervacion en localizaciones

ectopicas durante el curso de la endometriosis.
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Antecedentes

1. Rasgos anatémicos y fisiolégicos del utero

En los humanos y algunos primates, el Gtero presenta una porcion superior ancha,
denominada cuerpo, y caudalmente se estrecha dando lugar a la regiébn denominada
cervix o cuello uterino. En su parte superior, el cuerpo uterino se continua en dos
estructuras tubulares, las Trompas de Falopio, cuyos extremos distales se abren hacia la
cavidad peritoneal muy cerca de los ovarios. Los ovarios, son una pareja de glandulas
ubicadas a ambos lados del utero, que aunque no forman parte del mismo, participan en
su fisiologia (Guyton & Hall, 2006) (Fig. 1a).

Trompa
de Falopio

Oviducto

Cuernos—7y
Uterinos

Cuello
uterino

— Cuerpo Uterino

Labios
menores

A - Utero Humano B- Utero Roedor

Figura 1. Anatomia general del Gtero. A: esquema de un corte longitudinal del Gtero humano,
donde se muestra la estructura uterina y su relacién con los restantes componentes del tracto
genital femenino. B: fotografia del Gtero bicorne de los roedores, los ensanchamientos observados
en el Utero representan los embriones en desarrollo.

En otras especies de mamifero, tales como los roedores, el Gtero presenta dos cuernos
uterinos los cuales convergen caudalmente para formar el cuerpo y el cuello uterino (Fig.
1b). Estas diferencias interespecificas se originan durante el desarrollo embrionario. En
todas las especies, el Utero se desarrolla a partir de dos conductos de Miiller bilaterales,
sin embargo, mientras que en algunas especies el Utero se mantiene como dos conductos
individuales, en los humanos éstos se fusionan en un cuerpo Unico. Estas diferencias en
el desarrollo se veran reflejadas en la organizacion histol6gica del Gtero, particularmente

en su musculatura.
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Histol6gicamente, la pared uterina estad compuesta por dos compartimientos, el miometrio
y el endometrio. En los humanos el miometrio consta de tres capas de musculo liso. En la
capa mas externa, las fibras musculares se disponen de manera trasversal y
diagonalmente, envolviendo al Gtero. Las fibras de la capa intermedia se organizan con un
patron mas azaroso, corriendo en forma longitudinal, transversal y oblicua. En la mas
interna, las fibras musculares se disponen siguiendo un patrén circular que parece ser
continuo con las trompas de Falopio y se extiende hasta el cuello. Hacia la luz del érgano,
las fibras musculares se entrelazan con el revestimiento interno de la cavidad uterina
(endometrio) y este sector se denomina interfase endometrio-miometrial, la cual esta

ricamente vascularizada.

En los animales con Utero bicorne, el miometrio se organiza en dos capas, separadas por
un plexo conjuntivo vascular muy desarrollado. En la capa mas externa, las fibras
musculares lisas se orientan longitudinalmente, siguiendo el eje mayor del cuerno uterino.

En la capa mas interna, éstas se orientan de forma circular y perpendicular al eje mayor

del cuerno (Fig. 2).

Figura. 2 Muestra un corte transversal
del cuerno uterino de la rata tefiido con
hematoxilina y eosina. Se observa la
organizacién del miometrio compuesto
por una capa muscular longitudinal
(CML) y una capa muscular circular
(CMC). Entre ambas se distinguen
vasos sanguineos (vs) localizados en
el plexo conjuntivo vascular que
separa ambas capas miometriales. E.
Endometrio.

En todas las especies, la cavidad uterina esta tapizada por el endometrio, que consiste en
una mucosa revestida por un epitelio cilindrico simple (Weiss, 1986; Fawcett, 1992).
Desde el epitelio se originan numerosas glandulas tubulares que se extienden hasta la

base del estroma, el cual también presenta un rico plexo vascular (Fig. 3a).

En las mujeres en edad reproductiva se distinguen dos capas en el endometrio: la capa

funcional y la capa basal. La capa funcional es la adyacente a la cavidad uterina y la
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encargada de proveer un ambiente apropiado para la implantacion y crecimiento del
embrién. Esta capa se desprende durante la menstruacion y durante la primera mitad del
ciclo se reconstruye totalmente (Fig. 3b mitad superior). La capa basal es la adyacente al
miometrio (Fig. 3b mitad inferior). Esta capa no se desprende en ninguna fase del ciclo y
es a partir de ella que se desarrolla la capa funcional (Batista & col., 2006; Medina &
Lebovic, 2009).

 MIOMETRIO ]

Figura 3. Histologia de cortes transversales de Utero. A: muestra las
capas endometrial y miometrial que componen al Gtero. En la figura B se
aprecian las dos regiones del endometrio: la capa funcional localizada en
la porcion superior de la figura y hacia la mitad inferior, la capa basal.

El endometrio experimenta cambios ciclicos en su estructura y actividad secretoria en
respuesta directa a los niveles de esteroides ovaricos. En los humanos y los grandes
primates, este ciclo se denomina menstrual, mientras que en la mayoria de los otros
mamiferos este ciclo se conoce como estral. En ambos casos, el endometrio prolifera bajo
la influencia del estrégeno que ocurre en la primara mitad del ciclo (fase proliferativa).
Cuando ocurre la ovulacién, los cuerpos lateos ovaricos comienzan a producir
progesterona, cambiando el patrén proliferativo del endometrio a uno secretorio (fase
secretoria o latea). De esta manera, el endometrio se convierte en un ambiente apropiado
para recibir a los blastocitos. Si estos se implantan, el revestimiento endometrial no se
desprende y persiste como decidua, la que posteriormente pasa a formar parte de la
placenta. Si no ocurre la fecundacién, los niveles de estrégeno y progesterona decrecen,

la capa funcional del endometrio pierde el soporte tréfico y sufre un proceso de regresion.
6
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La falta de progesterona, provoca la vasoconstriccion de las arterias endometriales. La
isquemia resultante, produce la muerte celular y la menstruacion (Fig. 4), (Groothuis &
col.,2007; Maruyama & Yoshimura, 2008).
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Figura 4. llustracién del ciclo menstrual humano. En la mitad superior

de la figura se observa la curva de variaciébn de las hormonas

hipofisarias y ovaricas en cada etapa del ciclo. En el segmento inferior

se representan los cambios morfol6gicos que experimentan el ovario

y el endometrio uterino en respuesta a la variacion hormonal. FSH:

foliculo -stimulante. LH: luteinizante.
En los humanos, es posible determinar la fase del ciclo menstrual a partir de ciertos
rasgos histol6gicos del endometrio, tales como su altura y caracteristicas del epitelio

(Tabla ).

La falta de hormonas provoca una actividad endometrial. Por ejemplo el endometrio de la
mujer menopausica se describe como atrofico, el cual también se observa tras el uso
prolongado de anticonceptivos con altos niveles de progesterona. Contrariamente, la
exposicién crénica al estrogeno produce hiperplasia la cual a la larga, puede generar la

malignizacién del endometrio.
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Fase del Ciclo Dia Espesor del Caracteristicas
Endometrio del Epitelio
Fase menstrual 1-4 Delgado Ausente
Fase Proliferativa 4-14  Intermedio Cilindrico
15-28 Grueso Cilindrico

Fase Secretoria

Se visualizan ramas de

las arterias espirales en el
estroma.

TABLA I: Muestra algunas de las caracteristicas del endometrio en distintas

fases del ciclo menstrual humano.

En los humanos el ciclo dura un promedio de 28 dias, mientras que en otras especies
tiene una duracion variable. Por ejemplo, en la rata, el ciclo estral dura entre 4 y 5 dias; y
estd dividido en proestro, estro, metaestro y diestro. Las fases del ciclo estral son
facilmente reconocibles mediante el estudio de las células presentes en el exudado
vaginal (Fig. 5), (Long & Evans, 1922).
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Figura 5. Fotografias de las fases del ciclo estral en roedores. A: Durante el diestro los foliculos
ovaricos comienzan su crecimiento promovidos por la FSH. En los frotis vaginales se observan
abundantes leucocitos y algunas células epiteliales nucleadas. B: En la fase de proestro los
foliculos ovaricos se encuentran en pleno desarrollo y comienza la produccién de estrégeno, lo
cual promueve la proliferaciéon y el consecuente engrosamiento del epitelio vaginal. En esta etapa
las células que predominan en el exudado son las epiteliales. C: En el estro se produce el pico de
LH y la consecuente ovulacién mudltiple. Las células presentes en esta etapa son las cornificadas.
D: En la fase de metaestro aumenta la produccion de progesterona y se observa la disminucion del
espesor del epitelio vaginal. Los leucocitos y pocas células cornificadas caracterizan esta fase del
ciclo.

2. Endometriosis

La endometriosis es una enfermedad crénica y debilitante definida por la presencia de
crecimientos vascularizados de tejido histolégicamente similar al endometrio fuera de la
cavidad uterina (Fig. 6). Es una patologia dependiente del estrégeno que puede afectar a
cualguier mujer, sin distincibn de razas o etnias. Si bien estas formaciones estan
vascularizadas y sufren proliferacién e invasion celular, la endometriosis es una patologia
benigna (Giudice & col., 1998).
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Figura 6. Imagen laparoscopica de dos lesiones
endometridticas peritoneales humanas (fechas).

La endometriosis afecta entre el 10 y 15% de las mujeres en edad reproductiva. Se
presenta entre el 20 y 50% de las mujeres con infertilidad y alcanza hasta un 80% en las
mujeres que padecen dolor pélvico crénico (Medina & Lebovic, 2009). La incidencia de
esta enfermedad se ha visto incrementada en la poblacién occidental por los cambios en
la conducta reproductiva de las mujeres. Esto se debe a que tanto el retraso en la edad de
la primera gestacién, como el bajo numero de embarazos y los largos periodos
transcurridos entre gestaciones sucesivas promueven tiempos de exposicion prolongados
al estrébgeno y un niumero mayor de menstruaciones, lo que favorece el desarrollo de la

patologia (Fraser, 2010).

Existen tres formas de endometriosis, la mas comun de ellas es la Endometriosis
Peritoneal, donde los quistes endometriéticos crecen sobre la capa serosa que recubre
los 6rganos, siendo los sitios mas comunes de implantacion el Utero, vejiga, intestino y
uréteres (Fig. 7). Dependiendo de la localizacién de los focos endometriGticos estos
provocan dolor al orinar (disuria), dolor durante la defecacién (disquemia) e incluso forman
adhesiones que conllevan al desarrollo de fuertes dolores pélvicos crénicos. Otra forma

en la que se manifiesta la enfermedad se conoce como Endometriosis Ovérica, donde los

fragmentos de endometrio se adhieren a la superficie del ovario y posteriormente se
invaginan en la corteza del 6rgano dando lugar a masas quisticas llamadas
endometriomata. Este tipo de lesiones ademas de causar fuertes dolores menstruales
(dismenorrea) pueden destruir el epitelio germinal y disminuir el nimero de ovocitos

disponibles. Dada la proximidad anatémica de las trompas de Falopio y los ovarios, los

10
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endometriomata pueden producir adhesiones que resulten en la oclusion de las trompas,
estos factores pueden provocar infertilidad en las pacientes. La tercera forma de la
enfermedad es la Endometriosis Profunda, la cual se caracteriza por la formacion de

nddulos que contienen tejido fibrosmusuclar y tejido endometrial. Estas lesiones se
encuentran principalmente en el ligamento Utero-sacro, en el tabique recto-vaginal e
incluso en el miometrio del propio Utero. Este tipo de endometriosis esta asociada con
disquemia, dolor durante el coito (dispareunia) y consecutivos episodios de diarrea
durante varios meses (Nisolle & Dannez, 1997; Anaf & col., 2000 a; Hsu & col., 2011).

. L

q. o

Figura 7. Esquema donde se sefialan los
sitios mas comunes de implantacion de

las lesiones endometriéticas humanas.

No existe cura para la endometriosis, s6lo existen tratamientos para manejar el dolor y
evitar la dispersion de la enfermedad. En ciertas mujeres la menopausia natural, quimica
0 quirdrgica mejoran los sintomas. El tratamiento farmacoldégico mas comuin es la
utilizacién de los llamados agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRHa) (Fedele & col., 1988). Estas sustancias interactian con los receptores de GnRH
y suprimen la secrecion hipofisaria de gonadotropinas, conduciendo a un estado
hipoestrogénico. También el uso de progestinas, anticonceptivos orales e inhibidores de
aromatasas son estrategias usadas para tratar la endometriosis, pero todas ellas

conllevan efectos secundarios indeseables, incluyendo infertilidad (Nothnick, 2010). Por

11
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esta razén en las mujeres jovenes que desean ser madres, el tratamiento de eleccion es
la cirugia para remover los quistes endometridticos, seguida de tratamientos para
reestablecer la fertilidad.

3. Etiologia de la endometriosis

Se han propuesto al menos tres teorias que intentan explicar las cusas de la ENDO. La
teoria de la Metaplasia Cel6émica propone que el mesotelio peritoneal, en respuesta a
procesos inflamatorios e influencias hormonales, sufre una transformacion hacia estroma
y glandulas de tipo endometrial (Anaf & col., 2000 b; Itoga & col., 2003; Odagiri & col.,
2009). Otra teoria sefiala que restos celulares embrionarios, como el conducto Milleriano,
sufran un proceso de diferenciacion celular hacia células endometriales. La teoria mas
aceptada para explicar como se desencadena la patologia es el fenbmeno de
menstruacion retrégrada propuesto por Sampson en 1927. Segun esta teoria, parte del
flujo menstrual portador de células endometriales que se descaman con cada
menstruacion, viajaria retrégradamente y se escaparia hacia la cavidad peritoneal a
través de las tropas de Falopio. Los fragmentos de endometrio que llegan al peritoneo, se
adheririan a la superficie peritoneal donde proliferan y crecen formando lesiones
endometridticas ectépicas ( Fig. 8). Aungue ninguna de estas teorias por si sola puede
explicar los distintos tipos de endometriosis, diversos estudios epidemiolégicos apoyan

ampliamente la hipétesis de Sampson (Vigano & col., 2004).

12
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Figura 8. Representacién esquemética del establecimiento y evolucion de las lesiones
endometridticas en la cavidad pélvica. Inicialmente las células endometriales escapan de
la vigilancia inmune y se adhieren a la pared peritoneal, desarrollando asi una lesién
temprana. Los factores mitogénicos y angiogénicos promueven el crecimiento y
vascularizacion de las mismas. Durante este proceso es posible observar sangrado en las
lesiones, lo cual les confiere una apariencia rojiza. Finalmente cesa el sangrado y las
lesiones endometridticas cambian su aspecto volviéndose mas oscuras e inician un
proceso de transformacién hacia tejido fibroso. Modificado de Khan & col., 2008.

Cabe sefialar, sin embrago, que la menstruacion retrégrada es un evento comdn en el
90% de las mujeres. Es por lo tanto factible que existan otros factores que contribuyan al
desarrollo de la enfermedad (Halme & col., 1984). A lo largo de cada ciclo sexual el
endometrio uterino sufre ciclos de proliferaciéon, secrecion, regresion y regeneraciéon. Esta
serie de eventos complejos pueden cambiar la estructura, los componentes inmunes y las
moléculas de adhesion presentes en el endometrio eutépico (intrauterino). Es posible que
estas nuevas propiedades del tejido endometrial le confieran mayor capacidad
proliferativa, permitiéndole implantarse y crecer (Healy & col., 1998; Sharpe-Timms,
2001).

13
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Durante la fase menstrual del ciclo sexual, se produce naturalmente un aumento del
namero de células inflamatorias, particularmente macréfagos y natural Killers, que ayudan
a limpiar los restos de endometrio que se descaman. Contrariamente, en las mujeres que
padecen la enfermedad, las células inmunolégicas no logran eliminar completamente los
restos de endometrio. Ademas, la ausencia de una adecuada respuesta inflamatoria
impide que el endometrio sea reconocido como un tejido forAneo, permitiéndole formar
lesiones endometridticas ectopicas (Vinatier & col., 1996; Berbic & Fraser, 2011). En este
sentido cabe sefialar que muchas pacientes con ENDO también presentan desérdenes
autoinmunes, asma y alergias; lo que apoya la hip6tesis de que el desarrollo de la

endometriosis se asociaria con defectos en la respuesta inmune de las pacientes.
4. Modelos experimentales para el estudio de la endometriosis

La presentacion clinica de la endometriosis es muy variable, lo cual ha generado grandes
dificultades para el correcto diagnéstico y el conocimiento de los mecanismos
fisiopatolégicos de la enfermedad (Farquhar, 2007). A consecuencia de esto, los
tratamientos utilizados actualmente se enfocan en tratar los sintomas de la enfermedad
en lugar de enfocarse en las causas que los provocan. Esto conlleva a que el 75% de las
mujeres quirdrgicamente tratadas vuelvan a desarrollar quistes endometriéticos (Giudice
& Kao, 2004; Asante & col., 2011).

Dado que esta patologia solamente ocurre espontaneamente en humanos y en algunos
primates no-humanos, se han desarrollado modelos animales para el estudio de los
mecanismos que subyacen a la enfermedad (Griummer, 2006). En ciertos primates como
los monos Babuinos y Macaca Mulatta, la enfermedad se desarrolla naturalmente pero no
se presenta con gran frecuencia. Por esta razén, se han generado modelos
experimentales donde se liga el cuello uterino, permitiendo de esta forma aumentar el
reflujp menstrual hacia la cavidad peritoneal y facilitando el establecimiento de la
enfermedad. Dada la gran similitud anatémica, endocrina y fisiolégica entre los monos y
humanos, estos modelos ofrecen informacién preclinica para probar nuevas drogas ya
sea para la prevencién o el tratamiento de la ENDO (Fazleabas & col., 2002; Tirado-
Gonzalez & col., 2010).

Los modelos mas utilizados son sin embargo, los realizados en roedores, donde se induce

el desarrollo de la enfermedad mediante el trasplante de tejido endometrial a la cavidad

14
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peritoneal. Estos modelos se clasifican en homologos y heter6logos. En el modelo
homélogo, se auto-transplantan fragmentos de endometrio o la totalidad de la pared
uterina a la cavidad peritoneal del mismo animal, siendo los sitios de transplante mas
frecuentemente usados, la pared abdominal y el mesenterio intestinal, (Figs. 9 a,b)
(Berkley & col., 2004; Do Amaral & col., 2009).

Figura 9. Modelo de endometriosis experimental en rata. La figura a muestra un esquema
general del método de autotransplante. En la figura b, se muestra un fragmento de la
pared uterina (flecha) que es suturada sobre una arteria mesentérica (AM). Luego de tres
semanas (c), se ha formado un quiste endometriético (asterisco) el cual esta ricamente
vascularizado (/). (a) Modificado de Berkley y col., 2005; (b, ¢) Tomado de Nogueira Neto
y col., 2007.

El modelo heterdlogo, consiste en el trasplante de fragmentos de tejido entre animales de
diferentes especies, estando el receptor farmacoldgica o genéticamente inmunodeprimido
(Hirata & col., 2005). La ventaja de este Ultimo método es que permite transplantar
endometrio humano a la cavidad peritoneal de roedores y de esta manera aproximarse
mejor a la enfermedad real, permitiendo evidenciar mecanismos de establecimiento de la

patologia y estudiar posibles estrategias terapéuticas.
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5. El dolor de la endometriosis — Papel de la inervacion

No se sabe con certeza que tipo de estimulo inicia los severos dolores que experimentan
las pacientes con endometriosis. Se piensa que uno de los factor que contribuyen al dolor
son las numerosas adherencias que se forman en torno a las lesiones endometriéticas
(Figs. 10 a,b).

'-"A* Uterus

Adhesions

Figura 10. (a) Muestra la localizacion de las adherencias que se forman entre los
endometriomas y distintas visceras de la cavidad abdominal. (b) llustra detalles de las
adhesiones entre los focos endometriéticos, el Utero y la trompa de Falopio.

Por otra parte y considerando que la endometriosis es una enfermedad inflamatoria, se ha
planteado que los mediadores inflamatorios liberados por el foco ectdpico y los tejidos que
lo rodean podrian sensibilizar o activar a las terminales nerviosas sensoriales del
peritoneo adyacente, interactuando con los nocioceptores presentes en su superficie e

iniciando asi la sensacion de dolor.

Aunque parezca llamativo, la participacion directa del sistema nervioso en la
sintomatologia de la endometriosis no fue tenida en cuenta hasta hace poco tiempo. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que las tres formas de lesiones
endometriéticas humanas estan ricamente inervadas (Medina & Lebovic, 2009; Fraser,
2010).

En el 2006, Tokushige y colaboradores, demostraron la presencia de fibras nerviosas

amielinicas y mielinicas en los focos endometridticos peritoneales, observando también
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gue la densidad de inervacién de estas lesiones era muy superior a la del peritoneo
normal (Fig. 11), (Tokushige & col, 2006).

Figura 11. Muestra la presencia de fibras
nerviosas (flechas) en una lesion
endometriética peritoneal, demostradas
mediante el empleo del marcador neural
general PGP 9.5 (del inglés: protein gene
product 9.5) y reveladas con cromégeno
rojo (permanent fase red chromogen).
Tomado de Tokushige y col., 2006.

Las fibras mielinicas fueron identificadas como fibras Ad, las cuales son capaces de
transmitir dolor agudo y localizado al sistema nervioso central. Se observé que en la
mayoria de los casos, estas fibras no penetraban profundamente en las lesiones
endometridticas, quedando generalmente alejadas de sus componentes glandulares.
Estudios posteriores mostraron que la distancia entre las fibras mielinicas y las glandulas
endometridticas es menor en las mujeres que presentan dolor intenso que en las que

presentan dolor moderado o no padecen dolor (Tulandi & col., 2001).

Las fibras nerviosas amielinicas presentes en los focos endometriéticos fueron
identificadas como sensoriales de tipo C, simpaticas y parasimpaticas (Tokushige & col.,
2007). Estas fibras penetran profundamente dentro de las lesiones y se asocian con las
glandulas presentes en este tejido. Se observd también que las mujeres que reportaban
dolores mas severos eran las que presentaban focos endometridticos que infiltraban cinco
0 mas centimetros el espacio retroperitoneal o la pared del 6rgano pélvico afectado. En la
endometriosis infiltrante profunda, la densidad de nervios es mas rica que en las formas

de endometriosis mas superficiales (Wang & col., 2009).
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La presencia de inervacion por estos distintos tipos de fibras nerviosas también ocurre en
los modelos animales de endometriosis experimental provocada por el autotransplante de
fragmentos de Gtero a la cavidad peritoneal (Fig. 12), (Berkley & col., 2004, 2005; Zhang &
col., 2008).

Figura 12. llustra la inervacion de los quistes endometriéticos peritoneales,
provocados por el autotransplante de fragmentos de la pared uterina. a
Inervacion total, revelada por el marcador general PGP 9.5; b inervacién
simpatica; c inervacion sensorial. Tomado de Berkley y col., 2005

Se ha determinado que en los modelos de endometriosis experimental, la elevacion en los
niveles de estrégeno se acompafia de un aumento en la densidad de fibras nerviosas
simpaticas, mientras que la inervacion sensorial no se ve afectada (Zhang & col., 2008;
Tokishige & col., 2010). En este marco se postula, que las fibras nerviosas simpaticas
contribuirian a la sintomatologia de la enfermedad, ya sea activando y/o sensibilizando las
terminales sensoriales. Mas aun, se plantea que su aumento en respuesta al estrégeno,
seria responsable de la potenciacion de los sintomas durante el periodo peri-menstrual.
También, se ha observado que la inervacion simpdtica jugaria un papel importante en la
aceptacion del trasplante (Ruocco & col., 2000; Ferretti & col., 2003). Por esta razén, es
posible que la inervacion simpatica de las lesiones endometriéticas no sélo participe en su
sintomatologia, sino que también contribuya al crecimiento y mantenimiento de las
lesiones (Berkley & col., 2004).
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6. Posible contribucion del ambiente peritoneal a la reinervacién simpatica de
los focos endometrioticos.

Los factores que promueven la reinervacion de los focos endometridticos humanos y
experimentales no se conocen en profundidad. Se sabe que la presencia de tejido
endometrial en el peritoneo desencadena una respuesta inflamatoria estéril, la cual lleva
al reclutamiento de un gran ndmero de células inflamatorias, tales como macrofagos
(M®), natural killers y eosinodfilos. Estas células se encuentran presentes en nameros
reducidos o estan ausentes en el peritoneo de las mujeres sanas (Oral & col., 1996;
Koninckx & col., 1998).

Los M® son la célula inmune mas abundante en los crecimientos endometridticos y en el
peritoneo de las pacientes afectadas por la endometriosis. Los M® reclutados por los
endometriomas, no cumplen con su caracteristico papel de “removedores” de restos
celulares y no atacan al tejido foraneo. Contrariamente, hoy se cree que los productos
liberados por los M® tendrian un papel en la iniciacion, el mantenimiento y la progresion
de la endometriosis (Gazvani & Templeton, 2002; Khan & col., 2004). Por esta razén, se
piensa que la endometriosis es una enfermedad inflamatoria crénica, con alteracién en la

inmunidad celular y humoral (Oosterlynck & col., 1991).

Interesante desde la éptica del presente estudio, es la observacion de la existencia de una
estrecha correlacién entre el nimero de M® presentes en los endometriomas y su
densidad de inervaciéon (Tran & col., 2009). Los M® activados liberan una variedad de
productos, entre los que se cuenta una amplia gama de citoquinas y factores tréficos
(Gazvani & Templeton, 2002). Por ejemplo, los M® producen el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF, del inglés vascular endothelial growth factor) el cual no sélo
regula la angiogénesis, sino que tiene efectos neurotréficos que podrian contribuir a la

inervacion de las lesiones endometridticas (Fraser, 2010; Khan & col., 2010).

Los M® producen el factor de crecimiento nervioso (NGF, del inglés nerve growth factor)
el cual promueve el crecimiento de los nervios simpéaticos y sensoriales aferentes
primarios derivados de la cresta neural (Brebic & Fraser, 2011). Se ha observado que los
tratamientos que generan estados hipoestrégenicos reducen los niveles de NGF en los
endometriomas, conjuntamente con su inervaciéon simpatica y sensorial (Tokushige & col,

2008 a,b). Un estudio reciente ha mostrado la existencia de una sobre-expresion de NGF
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en el fluido peritoneal de las pacientes afectadas por la endometriosis, el cual contribuiria
a promover el crecimiento neuritico hacia los sitios de lesion (Barcena de Arellano & col.,
2011). En linea con estos conceptos, se ha reportado que en las regiones del corazon
afectadas por un infarto experimental, se observa un aumento en la densidad de nervios
simpéticos y también en el nUmero de M® (Hasan & col., 2006). M&s aun, cuando se trata
a los animales con drogas que reducen el nimero de M® (clodronato transportado en
liposomas), no se detecta el sefialado aumento en la densidad de nervios simpaticos
(Wernli & col., 2009).

El NGF podria también participar en la génesis del dolor causado por estas lesiones, ya
gue estimula la sintesis de la sustancia P y del péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (CGRP), ambos neurotransmisores utilizados por los nervios sensoriales
aferentes primarios en la transmisiéon de estimulos dolorosos (McLean & col., 1989; Shu &
col.,, 1999; Anaf & col.,, 2002). Recientemente, se investigd el papel del NGF en el
desarrollo del dolor pélvico y menstrual que presentan las pacientes con ENDO. Para ello,
se analiz6 la concentracién de NGF en el fluido peritoneal de pacientes con ENDO que
reportaban distintos grados de dolor (categorizados de 1 a 7). En los 7 grupos
estudiados, no se detectaron diferencias significativas en los niveles de NGF. M4s aun, en
ensayos in vitro, en los que se cultivaron explantos de ganglio de la raiz dorsal de pollo en
un medio suplementado con fluido peritoneal de estas pacientes, se observé que dicho
fluido promovia el crecimiento neuritico sensorial, pero no se detectaron diferencias en el
grado de crecimiento entre los distintos grupos de pacientes. Estos resultados fueron
interpretados como indicadores de que el NGF tiene un efecto neurotréfico, pero no se

vincula con la magnitud del dolor causado por la ENDO (de Arellano & col., 2011).

Sin bien estos resultados sugieren que el ambiente peritoneal y el proceso inflamatorio
iniciado por la presencia de los endometriomas podrian contribuir en la reinervacion de las

lesiones, no se conoce auln cual es su relevancia.

Con el fin de evaluar la capacidad de reinervacion simpéatica del tejido endometrial fuera
de la influencia del ambiente peritoneal, transplantaremos fragmentos de endometrio a la
camara anterior del ojo (CAO). La CAO fue elegida por ser un sitio inmunolégicamente
privilegiado, el cual hasta el presente nunca ha sido utilizado como lugar de transplante

para los estudios de endometriosis experimental.
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7. La cadmara anterior del ojo

La cdmara anterior del ojo (CAO, Fig. 13), al
igual que los érganos reproductores y el cerebro,
son sitios inmunoldégicamente privilegiados, y a
diferencia del peritoneo, carecen de repuesta
inmune innata y adaptativa. Asi, los tejidos
forAneos transplantados a los sitios
inmunolégicamente  privilegiados no  son
rechazados, lo que permite su sobrevivencia por
periodos prolongados (Streilein, 2003 a,b). Este
fenbmeno, lejos de ser un mecanismo pasivo,
esta rigurosamente controlado por complejos
mecanismos celulares y moleculares (Hori & col.,
2010). La base de accion de este fendbmeno es
desviar la respuesta inmune generada contra la
presencia del antigeno intraocular, lo cual
genera una tolerancia al mismo. Este mecanismo
se conoce como “desviacion inmune de la

camara anterior del ojo” (ACAID, del inglés

anterior chamber-associated immune deviation)
(Hori, 2008, Taylor, 2009).

El método de transplante a la CAO ha sido ampliamente utilizado para estudiar aspectos
de la fisiologia de distintos tejidos en un ambiente distinto a su medio natural. Los tejidos
transplantados a la CAO son revascularizados, lo que permite estudiar el efecto sistémico
de distintos agentes (ej., hormonas) y también farmacos. También es posible inyectar
estas sustancias directamente en la CAO y valorar su efecto local. Recientemente, la
CAO esta siendo estudiada como sitio terapéutico alternativo para el transplante de tejido
pancreatico y regular los niveles sistémicos de glucosa en la diabetes mellitus tipo |
(Cantarelli & Piemonti, 2011, Leibiger & col., 2011).

No menos importante es el hecho de que los tejidos transplantados a la CAO son
reinervados por los nervios del iris, pero lo hacen con un patrén organotipico, es decir

remedando la inervacion normal de los mismos. Por esta razén, este modelo ha sido muy
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utilizado para valorar la influencia del tejido efector sobre las caracteristicas de su
inervacion, incluyendo la del miometrio uterino (Brauer & col., 1998, 2000, 2002).

OBJETIVO GENERAL

Valorar el método de transplante a la camara anterior del ojo como un modelo alternativo

para el estudio experimental de la endometriosis.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

(a) Evaluar las caracteristicas morfologicas e histolégicas del tejido endometrial

transplantado a la cAmara anterior del ojo.

(b) Analizar la capacidad de reinervacion simpatica del endometrio en la camara

anterior del ojo.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Con el fin de alcanzar los objetivos planteados, transplantamos fragmentos de endometrio
a la CAO de ratas adultas ciclicas, donde permanecieron por periodos de una, dos, tres y
seis semanas. Las hembras hospederas se sacrificaron en proestro, dado que esta es la
fase del ciclo estral donde se detectan los niveles mayores de estrégeno en la circulacion
sanguinea, y es bajo la dominancia de esta hormona cuando ocurre la exacerbacion de

los sintomas que caracterizan a la endometriosis.

Para cumplir con el primer objetivo, se evalué la histologia de los transplantes,

determinando la presencia de estroma, glandulas y la eventual formacion de quistes.

Para cumplir con el segundo objetivo, se analizé la inervaciébn simpatica de los
transplantes utilizando ensayos de inmuno-histoquimica y se correlacioné la inervaciéon
con estructuras histologicas especificas presentes en el tejido. Finalmente, utilizando
métodos computarizados de cuantificacién de fibras nerviosas, se evalué la densidad de
inervacion de los transplantes endometriales y se compar6 con la del endometrio eutdpico

en proestro y diestro.
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1. Animales

Para el presente estudio se utilizaron ratas hembras ciclicas de 2 a 3 meses de edad de
la cepa Wistar de la colonia del IIBCE. Los animales fueron mantenidos bajo condiciones
constantes de iluminacion y temperatura, con libre acceso a agua y alimentos. Los
protocolos experimentales han sido aprobados por la Comisién de Bioética del IIBCE
(Expediente 010/09/2010).

2. Transplante de endometrio a la camara anterior del ojo
2.1 Preparacion de los transplantes

Los tejidos a ser transplantados se obtuvieron de ratas adultas (2-3 meses) las cuales
fueron sacrificadas en fase de diestro del ciclo sexual mediante la administracion de una
sobredosis (60mg/kg) de pentobarbital sddico intraperitoneal (i.p.). Se removieron los
cuernos uterinos y se colocaron en suero fisiolégico estéril. Bajo un microcopio de
diseccion, el cuerno uterino se abrid longitudinalmente y se extendié con la ayuda de
microagujas sobre una lamina de Silgard. Posteriormente se procedi6 a separar el
endometrio de la capa miometrial. El tejido endometrial se corto en pequefios fragmentos
de 1 x 1.5 mm, los cuales permanecieron en medio de cultivo refrigerado (DMEM/ F12/

HAM, Sigma-Aldrich, EEUU) hasta el momento de la cirugia.
2.2 Transplante de los tejidos a la camara anterior del ojo

Las ratas se anestesiaron con 90 mg/kg de ketamina (Phs Pharmaservice, Uruguay) y 10
mg/kg de xilazina (Vetcross, Uruguay). Antes de proceder a realizar la cirugia, se aplic
en los ojos una gota de atropina (10mg/ml, Sigma, EEUU) para producir mayor dilatacién
de la pupila, y una gota de anestésico local (Anestalcén, Alcon Ltda., Brasil).
Posteriormente, se realiz6 una pequefia incision en la cérnea, a través de la cual se
introdujo el fragmento de endometrio previamente preparado. Esta cirugia no necesita de

sutura y la visién de los animales no se ve alterada por la presencia del explanto.

Los transplantes de endometrio permanecieron en la camara anterior del ojo por
periodos de una, dos, tres y seis semanas. Luego de sacrificar a las ratas, los
transplantes se extrajeron del ojo y se fijaron por inmersion durante 1 hora en
paraformaldehido (PFA, Sigma, EEUU) al 4% en PBS (phosphate buffer saline) y luego

de ser lavados en PBS, se crioprotegieron en sacarosa al 12% en PBS durante 12-24h
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para evitar la formacion de cristales intracelulares que pudieran dafar el tejido. Los
tejidos se embebieron en un medio apropiado para su congelacion (Shandon, EEUU) y
se congelaron a -20°C. Los transplantes pertenecientes a un mismo grupo experimental
(n=12-14 transplantes) se agruparon en un mismo bloque, se cortaron completamente en
forma seriada (12 pm) utilizando un criéstato Leika (Alemania) y se montaran sobre

portaobjetos gelatinizados.
3 Preparacion de los Uteros para inmunohistoquimica e histologia

Para determinar la fase del ciclo estral, las hembras fueron cicladas mediante frotis
vaginales durante la semana previa a la realizacion de los ensayos y sacrificadas en
proestro mediante una sobredosis de pentobarbital sédico i.p. Las ratas fueron
perfundidas por via transcadiaca con 100 ml de solucion salina (NaCl 0,9%), seguidos de
75 ml de paraformaldehido al 4% en PBS. Se extrajo el Utero, y bajo lupa, se removio el
tejido conjuntivo y grasa anexa; y se corto la region cefélica del atero en fragmentos de
aproximadamente 2mm de longitud. Estos fragmentos se fijaron por inmersiéon en PFA al
4% durante una hora adicional. Al finalizar la fijacion, se realizaron 3 lavados de 15
minutos en PBS y el tejido se crioprotegié en sacarosa al 12%. Finalmente se realizaron

cortes a congelacion de 12 um de espesor y transversales al eje mayor del cuerno.
4 Demostracion de la inervacion simpatica

Para la demostracibn de los nervios simpaticos se realizaron ensayos de
inmunhistoquimica. Esta técnica se basa en la capacidad de los anticuerpos de unirse
especificamente al antigeno correspondiente, permitiendo localizar moléculas de interés.
En nuestros estudios utilizamos el método de inmunohistoquimica indirecta, donde se
utiliza un anticuerpo primario que reconoce el antigeno de interés y un anticuerpo
secundario marcado con un fluorocromo que reconoce una regién especifica del

anticuerpo primario.

Para evidenciar los nervios simpaticos en los transplantes intraoculares y los del Utero,
se utilizdé un anticuerpo policlonal generado en conejo contra la tirosina hidroxilasa (anti-
TH, Pierce Biotechnology, EEUU), enzima que cataliza el paso limitante en la sintesis de
noradrenalina. Este anticuerpo se utilizd6 a una concentracion de 1:400 diluido en una
solucién que contenia Triton X-100, Azida de sodio, DL-Lisina y suero normal de cabra.

El anticuerpo primario se incub6 durante toda la noche a temperatura ambiente y en una
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camara humeda. Finalizada la incubacion, se realizaron 3 lavados de 15 minutos en PBS
a temperatura ambiente y con agitacion constante. En una segunda etapa, los cortes de
tejido se incubaron durante 1.30 h. con un anticuerpo secundario generado en cabra
marcado con isotiocianato de fluoresceina (FICT, Chemicon, EEUU), diluido 1:400.
Posteriormente los cortes fueron lavados en PBS bajo el mismo protocolo antes
mencionado y finalmente montados en Citifluor (Londres, Reino Unido). La especificidad
de el anticuerpo secundario fue controlada en cortes en los que se omitid el anticuerpo
primario, procesados en idénticas condiciones. La especificidad del anticuerpo contra TH

ha sido bien caracterizada en estudios previos del laboratorio.
5 Evaluacion cuantitativa de la inervacién simpética

Los preparados fueron examinados bajo un microscopio Nikon E800 equipado con
epifluorescencia y usando el filtro B-2E con un rango de longitud de onda de excitacion
gue abraca de 450 a 490 nm y un filtro de barrera de emision de 520-560 nm (EX 450-
490nm; B 520-560nm). Las imagenes microscépicas fueron capturadas utilizando una
camara digital refrigerada CoolSnap asociada al programa ImagePro Plus de Media
Cybernetics (EEUU).

5.1 Transplantes. Usando un lente objetivo 20X se tomaron imagenes de todos los
cortes obtenidos de cada trasplante individual. Con la ayuda del programa ImagePro
Plus se delimito y midi6 el area parcial del transplante fotografiada (Figura 14, delimitada
en verde); luego se macré manualmente las fibras nerviosas simpdéticas y se midio el
area ocupada por los nervios simpaticos (Fig. 14, marcada en rojo); finalmente, con estos
dos parametros se calculé el porcentaje de area nerviosa para cada imagen (Cuadro 1).

Fig. 14. Esquema representativo del
método utilizado para cuantificar el area
ocupada por fibras nerviosas

simpaticas.
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Estos valores fueron promediados para calcular el porcentaje de area ocupada por los

nervios simpaticos y el area nerviosa total de cada transplante (Cuadro 1).

Porcentaje de &rea ocupada por nervios Area nerviosa total
Area ocupada por nervios x 100 % de &rea nerviosa x area total del transplante
Area parcial del transplante 100

Cuadro 1. Calculo del porcentaje de area ocupada por nervios y area nerviosa total.

Los valores obtenidos de cada transplante fueron promediados y utilizados en los

estudios estadisticos.

5.2 Cuerno uterino. En cada corte de cuerno uterino, se tomaron imagenes (20X) de
cuatro regiones endometriales, incluyendo: el borde mesometrial, el borde anti-
mesometrial y dos regiones laterales (Fig. 15). En cada una de estas regiones, fueron
delineados manualmente los limites del endometrio con la ayuda del mouse, y se midié
el porcentaje de area ocupada por fibras nerviosas. Luego se calculo el area nerviosa
total (Bianchimano & col., 2007). Los valores obtenidos de los cortes de un mismo

cuerno ser promediaron para utilizarlos en los estudios estadisticos.

Figura 15. Esquema de un corte transversal de
cuerno uterino mostrando en celeste las regiones del
endometrio que fueron capturadas y posteriormente
utilizadas para realizar el analisis de densidad de
fibras nerviosas simpaticas. B M: borde mesometria;
B A-M: borde anti-mesometrial; M: miometrio; E:
endometrio; CL: capa miometrial longitudinal; CC:
capa miometrial circular; SCV: septo conjuntivo
CL SCV vascular.

Finalmente, con el fin de evaluar la histologia de los transplantes y correlacionar la

distribucién de los nervios con estructuras del tejido, luego de finalizar la captura de
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Estadistica. Los datos obtenidos de los estudios de cuantificacion de fibras nerviosas
fueron comparados utilizando tests no-paramétricos. Los valores de p<0.05 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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1. Evolucion de los transplantes en la camara anterior del ojo

Luego de una semana de ser transplantados a la CAO, los explantos endometriales
establecieron contacto anatdémico con el iris de las hospederas a través de la formacion
de puentes conjuntivos. Posteriormente, se observd que los transplantes eran

revascularizados por los vasos sanguineos del iris (Fig. 16 a, b).

':.\ '.
S

Figura 16. Se ilustran imagenes estéreo microscopicas de transplantes de endometrio que han
permanecido en la camara anterior del ojo por 3 semanas. a: imagen panoramica donde se
reconoce el iris y sus humerosos vasos sanguineos (vs). Sefialado con una flecha se observa el
transplante endometrial; b: muestra a mas aumento otro transplante endometrial (flecha) y los
vasos sanguineos (vs) que lo revascularizan. Noétese el puente conectivo (pc) que une el
transplante al iris.

El examen histoldgico de los transplantes endometriales revelé importantes variaciones
estructurales. A las 3 semanas en el o0jo, muchos transplantes presentaban estroma y
glandulas (Fig. 17a); mientras que otros, estaban constituidos Unicamente por estroma
(Fig. 17b). Algunos transplantes desarrollaron una cavidad central, adquiriendo asi una
estructura quistica (Fig. 17¢). A las seis semanas en la CAO, algunos de los transplantes
conservaban los rasgos antes descriptos, pero otros presentaban una estructura mas
pobre en células y pérdida de los componentes glandulares. Estos transplantes estaban
formados mayormente por matriz extracelular, conservando pocas células y algunos

vasos sanguineos (Fig. 17d).
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LUZ DEL
 QUISTE

Figura 17. Cortes a congelacion de transplantes de endometrio luego de tres (a,b,c) y seis (d)
semanas en la camara anterior del ojo. En las imagenes se muestra la histologia de los
transplantes tefiidos con hematoxilina y eosina; a: transplante formado por estroma (E) y glandulas
(G); b: transplante formado Unicamente por estroma (E) en el que se reconocen algunos vasos
sanguineos (V); c: transplante en forma de quiste que presenta una cavidad central revestida por
epitelio endometrial. En el estroma que rodea la luz del quiste se observan numerosas glandulas
(G); d: transplante que ha estado en la CAO por seis semanas y en el que ha ocurrido una
importante migracién celular. Se observan algunos vasos sanguineos (V). I= iris de la hospedera;
co: cornea de la hospedera.

2. Reinervacion simpatica de los transplantes en la CAO

El andlisis de los transplantes endometriales inmunomarcados con el anticuerpo contra la
tirosina hidroxilasa, mostré la presencia de nervios simpaticos en todos los tiempos de
permanencia en la CAO analizados. Luego de una semana en el ojo, la mayoria de los
nervios estaban localizados en la periferia del transplante y no penetraban profundamente

en su interior (Fig. 18a). En la etapas siguientes (2, 3 y 6 semanas en el 0jo) los nervios
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invadian el interior de los transplantes, donde se distribuian en el estroma (Fig. 18b), en la

cercania de las glandulas (Fig. 18c) y asociados con los vasos sanguineos (Fig. 18c).

Figura 18. Muestra la inervacion simpatica de los transplantes endometriales a distintos tiempos de
permanencia en la CAO: 1 semana (a), 2 semanas (b), 3 semanas (c,d). Las flechas gruesas en a
y b, indican fibras nerviosas que rodean al transplante. Las flechas finas en c y d, sefialan las fibras
nerviosas que han penetrado al transplante y se asocian con los vasos sanguineos (vs). E,
estroma endometrial; G, glandulas; PC, puente conectivo que ancla al transplante al iris de la
hospedera.
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Es importante sefialar, que la presencia de
nervios simpdéticos fue independiente de las
variaciones morfolégicas observadas en los
transplantes, visualizdndose fibras nerviosas
tanto en los transplantes que permanecieron
como masas solidas compuestas so6lo por
estroma, como en los que presentaban
estroma y glandulas. Los transplantes que
desarrollaron una cavidad central y formaron
estructuras de tipo quisticas, también
mostraron la presencia de nervios simpaticos
en su pared (Figs. 19 a,b,c). Algunas de estas
fibras se aproximaban al epitelio que revestia
la luz del quiste (Fig. 19b) mientas que otras
aparecian en las proximidades de las

glandulas endometriales (Fig. 19c).

Figura 19. Muestra la inervacién simpatica de los
transplantes intraoculares de endometrio que
desarrollaron la forma de quistes (3 semanas).
Algunas fibras nerviosas son observadas en las
proximidades del epitelio (e) que reviste la luz del
quiste (1), (flecha en b) y otras en asociacién con las
glandulas endometriales (g). b: puente conjuntivo; i:
iris de la hospedera.

También los transplantes que a las 6 semanas en el ojo estaban formados casi

exclusivamente por matriz extracelular y presentaban pocas células, estaban inervados

por nervios simpaticos. Interesantemente, la superposicion de la imagen de los nervios a

la imagen histolégica mostrd que en estos transplantes, la mayoria de los nervios estaba

asociada con las escasas células presentes en los transplantes y con pequefios vasos

sanguineos (Fig. 20).
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Figura 20. Muestra la imagen de un transplante endometrial que ha
permanecido en el ojo por 6 semanas y en el que ha ocurrido una
importante migracién celular. Esta imagen se logré luego de
superponer a la imagen de los nervios (marcados con anti-TH) la
imagen histolégica (azul de toluidina). Se observa la presencia de
algunas fibras nerviosas en la periferia del transplante y otras que
corren por el estroma (flechas finas) o estan asociadas con los vasos
sanguineos (flecha gruesa).

Los estudios cuantitativos de densidad de inervacion realizados sobre los transplantes
solidos, mostraron que el porcentaje de area del transplante ocupada por los nervios (%
de area nerviosa) se incrementaba significativamente hacia las 3 semanas en el ojo y
permanecia estable entre las 3 y las 6 semanas (Fig. 21a). Con el fin de determinar si
este incremento se debia a una reduccion en el tamafio de los transplantes, se calculé el
area nerviosa total, que resulta de multiplicar el porcentaje de area nerviosa por el area
total del transplante y dividir el valor resultante por 100. El estudio de la variacion del
tamafo de los transplantes reveldé que a la semana de ser transplantados a la CAO el
area de los mismos mostraba una reduccién de siete veces respecto de su tamafio inicial.
Entre la primera y segunda semana en ojo, el area del transplante sufre una reduccion
adicional de casi tres veces, por lo que respecto del tamafo inicial, el explanto se reduce
aproximadamente 21 veces (Fig. 21b). A pesar de esta reduccion, el rea nerviosa total
mostré un aumento entre la primera y tercera semana, mostrando una pequefia reduccion

a las 6 semanas (Fig. 21c).
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Figura 21. Resultados de los estudios
cuantitativos de densidad de fibras nerviosas
de los transplantes luego de 1,23 y 6
semanas (s) de permanencia en la camara
anterior del ojo. Hacia las 3s se observd un
aumento en el porcentaje de area nerviosa
(@). A pesar de que los transplantes
mostraron una reduccion de tamafio hubo un
aumento en el area nerviosa total (b,c). Los
resultados se expresan como la media *
EEM (n= 12-14). Los datos fueron
comparados mediante un ANOVA de una via
seguido del test de Tukey-Kramer para
comparaciones mudltiples. Los valores de
p<0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos. a: diferencia
significativa respecto de 1s; b: diferencia
significativa respecto de 2s.
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3. Inervacion simpatica del endometrio eutépico

El examen de los cortes de Utero inmunomarcados con el anticuerpo contra la TH, mostro
gue tanto en el proestro (Figs. 22a,c) como en el diestro (Figs. 22b,d), el endometrio
presentaba una inervacion simpatica escasa. Estas fibras nerviosas estaban asociadas
con los vasos sanguineos localizados preferentemente en la regién basal del endometrio
(Fig. 22a), mientras que otras corrian aisladamente por el estroma que rodea a las
glandulas endometriales (Figs. 22b,d). Algunas fibras penetraban profundamente en el

endometrio, acercandose a la superficie epitelial que reviste la luz del Gtero (Fig. 22c).

Figura 22. llustra cortes a congelacion del endometrio uterino de
ratas adultas en diestro (a,c) y proestro (b,d). En ellas se muestran
fiboras nerviosas simpaticas, TH-positivas (flechas gruesas)
asociadas a los vasos sanguineos (vs, en a), el estroma que rodea
a las glandulas endometriales (G) y en las cercanias del epitelio
endometrial (EE, en c). Las flechas finas en b y d, sefialan los
leucocitos  eosindfilos  (auto-fluorescentes) que invaden el

endometrio en el proestro.
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El examen cuantitativo de la densidad de inervacion, mostré que el porcentaje de area

nerviosa es menor en proestro que en diestro, mostrando una reduccion del 62,5% (Fig.

23a). Luego de corregir estos datos por el &rea total del endometrio (Fig. 23b), se observd

gue el &rea nerviosa total no sufria alteraciones estadisticamente significativas, aunque en

términos numéricos la misma era casi el doble en diestro que en proestro (Fig. 23c).
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Figura 23. Resultados de los estudios
cuantitativos de densidad de fibras nerviosas
en el endometrio uterino eutdpico en diestro
(DE) y proestro (PE). El porcentaje de area
nerviosa es mayor en DE (a). Si bien se
observé que en DE el area nerviosa total es
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estadisticamente significativa. Los resultados
se expresan como la media + EEM (n=3). Los
datos fueron comparados mediante el test t
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4. Comparacioén de la reinervaciéon de los transplantes de endometrio a la CAO con
la del endometrio eutdpico.

La comparacion de la densidad de inervacion de los transplantes con el endometrio
eutopico, mostré que a las 3 y 6 semanas en el ojo, el porcentaje de area nerviosa
ocupada por los nervios simpaticos en los transplantes era significativamente superior a la
del endometrio eutopico (Fig. 24). Asi, el porcentaje de area nerviosa de los transplantes
fue casi 22 veces mayor que en el endometrio eutdpico en proestro y 8 veces mayor en
diestro. Debido a las grandes diferencias de tamafio en el area total de los transplantes
endometriales y el endometrio eutdpico, no se establecieron comparaciones entre las

areas nerviosas totales.
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Figura 24. Resultados comparativos de los estudios cuantitativos de densidad de
fibras nerviosas simpdética de los transplantes luego de 1,2,3 y 6 semanas (s) de
permanencia en la camara anterior del ojo y del endometrio eutdpico en proestro y
diestro. Se observé que el porcentaje de area nerviosa de los transplantes fue mayor
en el endometrio eutépico. Los resultados se expresan como la media + EEM. Los
datos fueron comparados mediante un ANOVA de una via seguido del test de Tukey-
Kramer para comparaciones multiples. Los valores de p<0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos. a: diferencia significativa respecto de 1s; b: diferencia
significativa respecto de 2s; c: diferencia significativa respecto de 3s; d: diferencia
significativa respecto de 6s.

38



DISCUSION Y CONCLUSIONES
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1. Evolucion de los transplantes en la camara anterior del ojo

Dado que los tejidos transplantados a la CAO suelen conservar su morfologia y sus
funciones naturales, este modelo ha sido recurrentemente usado para la investigacion y
mas recientemente, con fines terapéuticos (Speier & col., 2007; Leibiger & col., 2011). Sin
embargo, la capacidad del tejido endometrial aislado de sobrevivir y mantener sus
propiedades morfolégicas y funcionales en la CAO no ha sido nunca investigada. Por esta
razén, nuestro estudio comenzé evaluando la evolucion de los transplantes endometriales

en este sitio.

Los transplantes endometriales mostraron importantes variaciones histolégicas. Algunos
permanecieron como masas solidas compuestas por estroma y glandulas o sélo por
estroma, mientras que otros desarrollaron una cavidad central, adquiriendo asi una
estructura quistica. Los factores que determinan la heterogeneidad morfolégica observada
en los transplantes endometriales en la CAO no son aun claros. Una posible explicacion
podrian brindarla el tamafio inicial y la composicion tisular de los fragmentos
endometriales transplantados a la CAO. Cabe recordar que en el utero, el endometrio
presenta regiones donde predomina el estroma y otras regiones donde se observa la

presencia de estromay glandulas (Fig. 25).

Dado que los transplantes intraoculares son de un tamafio pequefio, es probable que la
ausencia de glandulas en algunos transplantes se deba a que los fragmentos iniciales
carecian de estas estructuras. También el tamafio inicial de los transplantes favoreceria la
formacion de los quistes, siendo los explantos mas grandes y con mas variedad de
componentes endometriales, los que tienen mayores posibilidades de formar estas

estructuras.
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Figura 25. llustra un corte de
endometrio uterino tefiido con
H&E. En él se han recuadrado
dos regiones. En a, se observa
una zona del endometrio
desprovista de  glandulas,
mientras que en b se muestra
una regién que posee estas
estructuras.

Aunqgue en la ENDO humana, la mayor parte de las lesiones estan formadas por estroma
y glandulas, se han observado casos en los que los endometriomas estaban compuestos
Unicamente por estroma. Esto dificulta su diagnéstico anatomo-patolégico basado en la
tincion con H&E, lo que resulta en un aumento de falsos negativos. En estos casos, para
confirmar el diagnéstico de endometriosis se utiliza un marcado especifico para el
estroma endometrial que consiste en la detecciébn de una metaloendopeptidasa de la
superficie celular mediante el empleo de una anticuerpo conocido como CD10 (Potlog-
Nahari & col., 2004).

Nuestros estudios mostraron también que a las seis semanas en el ojo, algunos
transplantes presentaban pocas células estromales y ninguna estructura glandular. Esto
no es del todo sorprendente, ya que las células endometriales tienen una gran capacidad
migratoria y esta capacidad esta en la base de la génesis de la endometriosis. Mas adn,
se ha observado que las células de los endometriomas humanos son capaces de evadirse

hacia otros territorios utilizando la via perineural (Anaf & col., 2002; Clement, 2007).

También, el pequefio tamafio de los transplantes y la ausencia de miometrio, podria
favorecer la pérdida de estructura del tejido. Cabe sefialar, que la inmensa mayoria de los
trabajos realizados que han usado el autotransplante a la cavidad peritoneal como modelo
de endometriosis experimental, utilizan para los mismos fragmentos relativamente

grandes de tejido (0.5 x 0.5 mm) e incluyen ademas toda la pared uterina (endometrio +
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miometrio). Esta diferencia podria favorecer la formacion de los quistes y daria a los
mismos una integridad estructural que limitaria la migracion de las células endometriales.
Pensamos que el utilizar transplantes de toda la pared uterina no emula totalmente la
patologia humana, si bien se ha observado que en ciertos casos de ENDO espontanea,
se detecta la presencia de tejido muscular liso, que se plantea surgiria de la diferenciacion
de las células intersticiales de los endometriomas (Odagiri & col, 2009).

2. Reinervacion simpatica de los transplantes en la CAO

El analisis de la inervacion de los transplantes endometriales mostré la presencia de
nervios simpaticos luego de todos los tiempos de permanencia en la CAO analizados.
Estos nervios llegaban al transplante acompafando a los vasos sanguineos que cursaban
por los puentes conjuntivos que anclaban los transplantes al iris de los animales

hospederos.

Se observo que en etapas tempranas, las fibras nerviosas simpaticas se localizaban en la
periferia de los transplantes; pero posteriormente los invadian, distribuyéndose en el
estroma, en la cercania de las glandulas y en asociacién con los vasos sanguineos.
Interesantemente, la presencia de nervios simpaticos fue independiente de las variaciones
histologicas observadas en los transplantes, observandose fibras nerviosas tanto en los
transplantes que permanecieron como masas sélidas compuestas sélo por estroma, como
en los que presentaban estroma y glandulas o los que formaron estructuras de tipo
guistico. También los transplantes que a las 6 semanas en el ojo presentaban pocas
células estaban inervados por los nervios simpaticos, los que aparecian asociados con

cordones celulares que fueron interpretados como vasos sanguineos.

Los estudios cuantitativos de densidad de inervacion mostraron que el porcentaje de area
del transplante ocupada por los nervios se incrementaba significativamente hacia las 3
semanas en el ojo y permanecia estable entre las 3 y las 6 semanas. Estos resultados
indican que a pesar de la marcada disminucién de tamafio observado en los transplantes
endometriales en la CAO, estos fueron capaces de promover el ingreso y posterior
crecimiento de los nervios simpaticos. En este aspecto, los transplantes endometriales se
comportaron como otros tejidos que normalmente se encuentran inervados por el sistema

nervioso autbnomo, incluyendo el miometrio (Brauer & col., 2000, 2002, 2008).
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Los estudios de transplantes de pared uterina a la cavidad peritoneal, también han
mostrado que estos explantos son reinervados por los nervios simpéticos y otros tipos de
nervios (Berkley & col., 2005). Sin embargo, la reinervacion de estos transplantes ocurre
luego de varias semanas. La rapida reinervacion de los transplantes de endometrio a la
CAO podria vincularse con el pequefio tamafio de los transplantes, asi como también por

la ausencia de miometrio.

También, la alta densidad de inervacion simpética del iris podria contribuir a la rapida
reinervacion de los transplantes endometriales en la CAO. Estudios previos han mostrado
gue en la ENDO humana, la densidad de inervacion es mayor en los focos que se
localizan en las profundidades del 6rgano afectado (endometriosis infiltrante profunda)
gue en aquéllos que se sitian en la superficie de los mismos. Se postula que la pequefia
distancia entre los endometriomas y las areas del érgano donde se localiza su inervacion,
facilitaria la rapida y méas extensa reinervacion de los focos endometriales, lo que a su vez
se ha vinculado con la magnitud del dolor provocado por estas lesiones (Wang & col.,
2009; Fraser, 2010).

3. Inervacién simpética del endometrio eutépico

El examen del endometrio eutdpico de las ratas adultas mostré6 que el mismo estaba
pobremente inervado por los nervios simpéticos. Estas fibras nerviosas aparecian
asociadas con los vasos sanguineos localizados preferentemente en la regién basal del
endometrio, mientras que otras corrian aisladamente por el estroma que rodea a las
glandulas endometriales. Algunas fibras aisladas penetraban profundamente en el
endometrio, acercandose a la superficie epitelial que reviste la luz del Utero. En este
sentido, el endometrio de la rata muestra una diferencia significativa respecto del
endometrio humano, en el cual la inervacion se encuentra restringida a la capa basal,
estando la capa funcional totalmente desprovista de nervios. Interesantemente, en las
mujeres afectadas por la endometriosis, se observa la presencia anormal de fibras
nerviosas en la capa funcional. Mas alun la presencia de estas fibras se evalla
actualmente como posible herramienta diagnoéstica para esta patologia (Al-Jefout & col.,
2007, 2009).

El examen cuantitativo de la densidad de inervacion del endometrio eutépico, mostré que

el porcentaje de area nerviosa era menor en proestro que en diestro, lo cual indicaria que
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la inervacién endometrial sufre cambios ciclicos similares a los detectados en el miometrio
uterino (Zoubina & col., 1998). Sin embargo, luego de corregir los datos de densidad de
inervacion por el area total del endometrio, se observé que el area nerviosa total no sufria
alteraciones estadisticamente significativas. Estos resultados indican que la disminucion
en la densidad aparente de inervacién que se observa en el proestro se asociaria mas
con una “diluciéon” de la inervacioén en un area mayor de tejido que con una real pérdida
(degeneracion) de fibras nerviosas terminales. Esta “dilucidon” coincide con el fendmeno
de hipertrofia y edema que se observa en el endometrio en respuesta al estrogeno. Este
proceso de aparente “dilucion” contrasta con los fendmenos de degeneracion y
regeneracion que se observan en el miometrio durante el ciclo estral natural de la rata
(Zoubina & Smith, 2000).

4. Comparacion de la reinervacion de los transplantes de endometrio a la CAO

con lainervacién de endometrio eutépico

La densidad aparente de inervacion, valorada como porcentaje de area ocupada por los
nervios simpaticos, fue muy superior en los transplantes intraoculares que en el

endometrio eutopico tanto en proestro como en diestro.

Debido a la gran diferencia de tamafo entre el area del endometrio eutdpico y los
transplantes intraoculares, no se realizaron medidas de area nerviosa total, parametro que
independiza de los cambios en el tamafio del tejido. A pesar de ello, la estimacién
aproximada de la reduccion del tamafio de los transplantes en la CAO mostré que a las 3
semanas en el 0jo, el tejido transplantado se reduce de tamafio aproximadamente unas
21 veces. Esta reduccién, se refleja en el mayor “empaquetamiento” de las células del
estroma en los transplantes respecto del endometrio normal (Figs. 26 a,b). Esta reduccién
de tamafo coincide casi perfectamente con el aumento en el porcentaje de area nerviosa,
lo que indicaria que la cantidad de nervios presentes en el pequefio fragmento de
endometrio que sobrevive en la CAO luego de tres semanas es igual a la cantidad de
nervios que estan presentes en un area comparable de endometrio eutdpico. Esto apunta
a confirmar que en la CAO, la capacidad de reinervacion del endometrio por los nervios

simpaticos es comparable a la inervacion del endometrio eutdpico.
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Figura 26. llustra cortes a congelacion tefiidos con H&E de: (a) un transplante de endometrio sélo
compuesto por estroma; y (b) una regién de endometrio de rata adulta en proestro. Notese el
diferente grado de empaquetamiento de las células del estroma (ES). EE, epitelio endometrial; G,
glandulas endometriales; VS, vaso sanguineo. Barra de calibracion en (a) = 100 gm.

5 Regulacién de la reinervacion de los transplantes endometriales en la CAO

Los factores que favorecen la reinervacion de los transplantes a la CAO no son adn
completamente claros. Se ha demostrado que los endometriomas peritoneales tanto
espontaneos como experimentales producen NGF y otras neurotrofinas que favorecen el
crecimiento de los nervios simpaticos (ej. la Neurotrofina-3, NT3), (Anaf & col., 2002;
Mechsner & col., 2007; Zhang & col., 2008). Por otra parte los macrofagos que invaden la
zona de lesibn aportan también neurotrofinas, y como se mencionara en los
antecedentes, se ha observado una estrecha correlacion entre la densidad de inervacion

de los endometriomas y el nimero de macréfagos (Tran & col., 2009).

También es posible que, al igual que en la ENDO humana, la presencia de macréfagos
favorezca la reinervacion del endometrio en la CAO. Datos preliminares de nuestro grupo
(Texidor-Frugoni & col., 2011) mostraron la presencia de estas células en los transplantes
intraoculares de endometrio, aungque aparentemente no existiria una correlacion entre la
densidad de inervacion y la de macréfagos (Fig. 27). Desconocemos aun cual es el papel
de estas células y si estan 0 no vinculadas con la reinervacion del endometrio en la CAO.
Estudios posteriores seran necesarios para evaluar los factores que regulan la inervacion

del endometrio en su localizacion eutdpica y ectopica.
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Figura 27. llustra cortes de transplantes endometriales que han
permanecido en el ojo por 3 semanas. En los mismos se ha
realizado una doble marcacion, utilizando el anticuerpo
monoclonal CD68 para visualizar los macréfagos (células rojas)
(A,C) y un anticuerpo policlonal contra la tirosina hidroxilasa
para visualizar los nervios simpéticos (en verde) (B,D). Barras
de calibracion: 100um. La barra en el inset representa 10um.
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CONCLUSIONES

Los resultados mostrados en este trabajo indican que, al igual que otros tejidos, el
endometrio aislado es capaz de sobrevivir y mantener su estructura en la camara anterior
del ojo. Esto abre interesantes posibilidades respecto de la utilizacion de la CAO como
sitio alternativo de transplante para estudiar la endometriosis experimental. Nuestros
estudios mostraron también que los transplantes intraoculares de endometrio eran
reinervados por los nervios simpaticos, lo que indicaria que el endometrio posee la
capacidad intrinseca de atraer y sostener el crecimiento de los nervios simpaticos fuera
de su localizacion natural. Sin embargo, el ambiente peritoneal y el proceso inflamatorio
desencadenado por la presencia de los endometriomas, no parecen ser imprescindibles
para que ocurra la reinervacion del endometrio en localizaciones ectdpicas. Los
transplantes endometriales a la CAO mostraron la presencia de algunas células
inflamatorias, tales como los macréfagos. Esto genera la posibilidad de que los factores
neurotréficos producidos por estas células contribuyan a la reinervacion de los
transplantes en la CAO. Estudios posteriores seran necesarios para evaluar los factores
gue regulan la inervaciéon del endometrio eutépico y su reinervacion en localizaciones

ectdpicas durante el curso de la endometriosis.
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